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RESUMEN

La glicosilacion de residuos de asparagina en las proteinas ocurre por el
mismo mecanismo en todos los eucariotes estudiados, excepto en protozoarios
de 1la familia Trypanosomatidae. Este consiste en la transferencia co-
traduccional del oligosacarido GlczMangGlcNAcp a partir del derivado de
dolicol-P-P correspondiente.

En células de mamifero la biosintesis de Glc3MangGlcNAcp-P-P-dolicol se
produce de manera secuencial y siguiendo un orden unico, donde GDP-Man cede
los primeros cinco restos de manosa, dolicol-P-Man los residuos de manosa
restantes, y dolicol-P-Glc los tres residuos de glucosa.

En todos los tripanosomatidos estudiados se habla demostrado la trans-
ferencia a proteinas "in vivo" de oligosacaridos carentes de residuos de glu-
cosa. Ademas, en algunos de ellos el oligosacarido transferido resulté tener
menos de nueve restos de manosa, pero en eso$s casos su estructura es la misma
que la del oligosacarido del mismo tamano intermediario en el ciclo del doli-

col en mamiferos. Los derivados de dolicol-P-P que se acumulan y transfieren

a proteinas son: MangGicNAc, en epimastigotes de Trypanosoma cruzi y en

Trypanosoma conorhini, Trypanosoma dionisii, Leptomonas samueli, Herpetomonas

samuelpessoai y Herpetomonas muscarum; MangGlcNAc, en Leishmania mexicana,

Leishmania adleri y Blastocrithidia culicis, y finalmente, Man7GlcNAcp en

Crithidia fasciculata, Crithidia harmosa y amastigotes de cultivo axénico de

T. cruzi.
Aqui se han estudiado diversos aspectos del mecanismo de N-glicosilacion
de proteinas en tripanosomatidos con el objeto de determinar el origen de sus

peculiaridades. Los principales resultados y conclusiones obtenidas se resu-

men a continuacion,



1. La caracteristica de transferir a proteinas oligosacdridos no glucosilados
no es comin a todos los protozoarios. Se demostrd que el protozoario de vida

libre Euglena gracilis transfiere Glc3MangGlcNAco al igual que el resto de

1os eucariotes previamente estudiados.

2. Contrariamente a 10 que se presuponia, miembros de un mismo género de tri-
panosomatidos pueden acumular derivados de Dol-P-P con oligosacaridos de
diferente tamano. Aqul se presentan evidencias de que células de Leishmania
enriettii acumulan Man;G1cNAc, mientras que previamente se habia determinado

la sintesis de MangGlcNAcp-P-P-dolicol en otras dos especies de Leishmania.

3. Preparaciones de membrana de T. cruzi, L. enriettii, C. fasciculata y B.

culicis sintetizan dolicol-P-Man pero no dolicol-P-Glc, que es el dador de
restos glucosilo en el ensamblaje de 1ipido-oligosacaridos en otros
eucariotes. Se concluye que la deficiencia primaria que conduce a estos tri-
panosomatidos a formar derivados de dolicol-P-P no glucosilados es la ausen-
cia de actividad de UDP-Glc:dolicol-P-glucosiltransferasa, y por lo tanto su

incapacidad de sintetizar dolicol-P-Glc.

4. Se disend un ensayo para la medicion de actividades de manosiltransferasa
dolicol-P-Man dependientes que consiste en la incubacion de preparaciones de

membrana con dolicol-P, GDP(14C)Man y aceptores exogenos

(Man5_8GlcNAc2-P-P-do1icol). Luego por extraccion de los derivados de
dolicol-P-P sintetizados y anadlisis de los oligosacaridos radioactivos se
puede determinar la presencia o ausencia de ciertas actividades de mano-

siltransferasa.



5. Utilizando el método que acaba de describirse se pudo determinar que 8.
culicis, que "in vivo" forma MangGlcNAcy, "in vitro" es incapaz de transferir
el séptimo, octavo y noveno residuo de manosa al 17pido-oligosacarido prefor-
mado. L. enriettii y C. fasciculata que transfieren Man7GlcNAcy "in vivo", no
producen la adicion del octavo y noveno resto de manosa "in vitro". Se
concluye que: a) existen al menos tres actividades diferentes de
dolicol-P-Man:dolicol-P-P-oligosacarido manosiltransferasa, y b) la sintesis
de derivados de dolicol-P-P truncados en estos tripanosomatidos se deberia a
un bloqueo en la adicion de determinados restos de manosa, originado por la

falta de actividad de ciertas manosiltransferasas dolicol-P-Man dependientes.

6. Se determind que en C. fasciculata los dadores de restos de manosa en el
ensamblaje del dolicol-P-P-oligosacarido son los mismos que en células de
mamifero: GDP-Man actua como dador de los primeros cinco restos de manosa y

dolicol-P-Man de los restantes.

7. Por primera vez se estudiaron los oligosacaridos unidos a dolicol-P-P y
aquellos presentes en glicoproteinas de alta manosa en las formas tripomasti-
gote (infectiva) y amastigotes intracelulares de T. cruzi. Se determind que
estos Ultimos transfieren a proteinas MangGlcNAcp mientras que la forma
infectiva transfiere MangGlcNAcy y Man;GlcNAc,. En l1a Fig. 45 se presenta el
mecanismo de N-glicosilacion de proteinas propuesto para estas dos formas del

parasito.

8. En cuanto a las formas epimastigote y amastigotes axénicos de T. cruzi se
habia determinado que células de clones CA-1 transferian a proteinas

MangGlcNAcy y MangGlcNAcp mas Man;GlcNAcp, respectivamente. Aqui se presentan



evidencias de que las mismas formas de un clon no relacionado (M 80/88) acu-
mulan como derivados de dolicol-P-P los mismos oligosacaridos que habian sido

descriptos para clones CA-I.

9. De los puntos 7 y 8 se desprende que durante la diferenciacion de T. cruzi
se produce un cambio en el mecanismo de N-glicosilacion que conduce a la
transferencia a proteinas de oligosacaridos de diferente tamafo. T. cruzi es
el primer eucariote donde se demuestra una modificacion en el tamafio del oli-

gosacarido transferido durante la diferenciacion.

10. Se estudio el orden de remocion de los primeros restos de manosa durante
el procesamiento de glicoproteinas en epimastigotes y tripomastigotes de T.
cruzi. En ambas formas el procesamiento comienza con la remocion de los
mismos residuos pero en los tripomastigotes se obtienen finalmente oligo-

sacaridos mas procesados.

11. En epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi se investigo la presencia
de oligosacaridos tipo complejo en glicoproteinas. La deteccion de restos de
galactosa en el material resistente a la enzima endo-xg-N-aceti1g1ucosamini-
dasa H y a la /B-eliminacién indica que existen oligosacaridos complejos en

ambas formas del parasito.

Los resultados obtenidos aportan nuevos conocimientos acerca del meca-
nismo de N-glicosilacion de proteinas en tripanosomatidos y permiten
comprender varias de las peculiaridades que éste presenta. Al mismo tiempo se
han formulado especulaciones evolutivas que permitirian explicar la sintesis

de derivados de dolicol-P-P truncados en ciertos tripanosomatidos.



Algunos de los resultados que se presentan en esta tesis han sido publi-

cados en los siguientes trabajos:

- "Glycosylation of proteins in the protozoan Euglena gracilis"

Laura de la Canal & Armando J. Parodi

Comparative Biochemistry and Physiology 81 B, 803-805 (1985)

- "Characterization of the mechanism of protein glycosylation and the struc-

ture of glycoconjugates in tissue culture trypomastigotes and intracellular

amastigotes of Trypanosoma cruzi"

Patricia Doyle, Laura de la Canal, Juan C. Engel & Armando J. Parodi

Molecular and Biochemical Parasitology 21, 93-101 (1986)

- "Synthesis of dolichol derivatives in trypanosomatids. Characterization of

enzymatic patterns"
Laura de la Canal & Armando J. Parodi

The Journal of Biological Chemistry 262, 11128-11133 (1987)



ABREVIATURAS

AMP

Ara

Asn

cpm
DEAE-celulosa
DNA

Dol
Dol-P
Dol-P-P
endo-H
Fam

FCS

Fuc

G

Gal
GalNAc
GDP

Glc
G1cNAc
G1cNAc-P
G1cNHp
GMP

Gn

h

adenosina 5' monofosfato
arabinosa

asparagina

cuentas por minuto
dietilaminoetil-celulosa
acido desoxirribonucleico
dolicol

dolicol monofosfato
dolicol difosfato
endo-f}-N-aceti]g]ucosaminidasa H
familia

suero fetal bovino

fucosa

glucosa

galactosa
N-acetilgalactosamina
guanosina 5' difosfato
glucosa
N-acetilglucosamina
N-acetilglucosamina-1-fosfato
glucosamina

guanosina 5' monofosfato
N-acetilglucosamina

hora



Hyp

Hy1

M

M 80

M 88

Man

Man-6-P

MEM
MEM/piruvato
min

NeuAc

PP
PBS
RE
RER
SA
Ser

Solucion A

Thr
Tris
Tul O
UMP

upp

hidroxiprolina

hidroxilisina

manosa

clon Miranda 80

clon Miranda 88

manosa

manosa-6-fosfato

medio minimo de Eagle

MEM sin glucosa conteniendo 5 mM piruvato de sodio
minuto

acido N-acetilneuraminico (acido sialico)

fosfato

pirofosfato

buffer fosfato salino

reticulo endoplasmico

reticulo endoplasmico rugoso

acido sialico

serina

0,25 M sacarosa, 5 mM Na-EDTA pH 7,2 y 5 mM L{—mercapto-

etanol

treonina

tris-(hidroximetil Jaminometano
cepa Tulahuen O

uridina 5' monofosfato

uridina 5' difosfato



1103 cloroformo/metanol /agua (1:1:0,3)



CAPITULO I

INTRODUCCION

I.1. Glicoproteinas

Las glicoproteinas pueden definirse como proteinas conjugadas con-
teniendo como grupo prostético uno o mas heterosacaridos, con un nimero de
restos sacaridicos relativamente pequeio, sin unidades repetitivas y covalen-
temente unidos a la proteina (1).

De acuerdo al tipo de union que se establece entre el resto glicosidico
y la proteina, las glicoproteinas se dividen en dos grandes grupos:
0-glicosidicas y N-glicosidicas (2).

En cuanto a las glicoproteinas con enlaces 0-glicosidicos, la union
péptido-azicar se establece a través de un grupo hidroxilo en un aminoacido.
Se han descripto varios aminoacidos y aziucares involucrados en este tipo de
enlaces. E1 mds habitual en células animales se constituye por la union de un
grupo hidroxilo de un residuo de serina o treonina en el péptido, con una N-
acetilgalactosamina o xilosa. Las glicoproteinas que llevan este tipo de
enlace se denominan genericamente mucinas (2).

Otro tipo de glicoproteinas con enlaces 0-glicosidicos son 1los colage-
nos, donde la union se forma entre un residuo de galactosa y el hidroxilo de
una hidroxilisina en el polipéptido (Fig. 1) (3).

También existen glicoproteinas denominadas extensinas en las cuales el
enlace 0-glicosidico se establece entre un resto de arabinosa y uno de

hidroxiprolina (3). Este tipo de union es caracteristico de compuestos pre-

sentes en la pared celular de vegetales (Fig. 1).
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FIGURA 1: Enlaces aminoacido-azucar presentes en qlicoproteinas.



Por altimo, han sido descriptas glicoproteinas de hongos y levaduras
donde la unidon se establece entre un resto de serina o treonina y uno de

galactosa o manosa (Fig. 1) (3).

Las estructuras de los restos sacaridicos de las mucinas pueden ser muy
variadas. E1 rasgo mas generalizado entre ellas es la presencia del
disacarido Ga](%l-—7 3 GalNAc unido a serina o treonina. Frecuentemente al
resto de galactosa se le adiciona uno de acido sialico por un en]acecA\Z-j> 6
(2,4).

Por otra parte, el enlace del aziucar a la proteina caracteristico de las
glicoproteinas N-glicosidicas se establece entre una N-acetilglucosamina y el
nitrogeno del grupo amido de una asparagina en la proteina. Estas glicopro-
teinas también se conocen con el nombre de “"tipo asparagina" (Fig. 1).

Estructuralmente las glicoproteinas con uniones N-glicosidicas pueden
clasificarse en tres subgrupos (Fig. 2), a saber: tipo alta manosa, tipo
complejo y tipo hibrido.

Las glicoproteinas tipo alta manosa estan constituidas exclusivamente
por N-acetilglucosamina y manosa y presentan generalmente un nuacleo interno
de MansGlcNAcp (aunque pueden ser mas pequefas) con la estructura que se
detalla en la Fig. 2. Los diferentes oligosacaridos de tipo alta manosa
surgen de acuerdo al ndmero y la localizacion de otros residuos de manosa que
pueden aparecer en los extremos no reductores del nicleo central. Estos resi-
duos siempre aparecen unidos por enlaces 31;1,2.

En el caso de los oligosacaridos complejos el nudcleo central es un
pentasacarido: Man3GlcNAcp. Esta estructura inicial se modifica por la pre-

sencia de "antenas" glicosidicas externas con distinto nimero y diferente
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punteada corresponde al heptasacarido tipico de las formas "alta

manosa”. Los residuos senalados con + pueden estar ausentes.



composicion de azlcares. La antena externa mids frecuente en glicoproteinas
complejas es del tipo SAA2 > 6 Ga]i}l -» 4 GlcNAc, pero se han informado
muchas otras (2,5). Dos sustituyentes'habituales en estas glicoproteinas son
una fucosa unida por un enlace Al > 6 con el residuo de N-acetilglucosamina
mas interno, y una N-acetilglucosamina unida en L}l 1>'4 al residuo de manosa
mas interno del nicleo (Fig. 2). A esta estructura basica pueden adicionarse
antenas laterales unidas a residuos de;7L-manosa, u otros restos de azlcares
que alargan las antenas externas. La mayoria de los oligosacaridos tipo
complejo tienen dos, tres o cuatro antenas externas, pero también se han
descripto con cinco (6).

Finalmente, 1las glicoproteinas con oligosacaridos tipo hibrido son
aquellas que tienen rasgos estructurales tanto de glicoproteinas tipo alta
manosa como complejas (ver Fig. 2).

Todos los oligosacaridos unidos a asparagina presentan la misma estruc-
tura central de Man3GlcNAc, (recuadrada en la Fig. 2) porque todos ellos pro-
vienen de wuna ruta metabolica comin y luego se procesan en forma
independiente dando origen a variadas estructuras. Esa ruta biosintética
comin y el procesamiento de los oligosacaridos se describen en las siguientes
secciones.

Por Gltimo, existe un tipo particular de proteinas glicosiladas; se

trata de las manoproteinas de Saccharomyces cerevisiae que contienen restos

sacaridicos unidos por dos tipos de enlaces: N-glicosidicos y O-glicosidicos.
En la Fig. 3 se esquematiza la estructura de una manoproteina. Puede obser-
varse que la porcidon sacaridica unida N-glicosidicamente esta dividida en una
cadena interna que contiene 9-11 vrestos de manosa y dos de N-

acetilglucosamina, y una cadena externa formada por 100-150 manosas. La otra
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porcion esta compuesta de manosa, manobiosa, manotriosa y manotetrosa, unidas

a restos de serina/treonina.

I.2. 0-glicosilacion de proteinas

La sintesis de oligosacaridos unidos O-glicosidicamente a
serina/treonina se produce por la adicion secuencial de restos de mono-
sacarido a partir de los nucledtido-azlicares correspondientes. Durante la
secuencia de glicosilacion el producto de una glicosiltransferasa es utili-
zado como sustrato por la glicosiltransferasa siguiente (3,7).

La sintesis se inicia con la transferencia de un resto de N-
acetilgalactosamina al grupo hidroxilo de la serina o treonina, catalizado
por la enzima UDP-GalNAc:polipéptido N-acetilgalactosaminil-transferasa (8),

segun la reaccion siguiente:

UDP-GalNAc + HO-(ser/thr) - > GalNAc{ -0-(ser/thr) + UDP

A diferencia de lo que ocurre durante la N-glicosilacion de proteinas,
parece no existir ningdn requerimiento en cuanto a la secuencia que rodea al
resto de serina/treonina para permitir su glicosilacion; pero si es impor-
tante la existencia de una estructura secundaria tal que favorezca el acceso
de la transferasa al sitio de glicosilacion (2).

La elongacion continda por adicion secuencial de nuevos restos de mono-
sacarido, a partir de nucledOtido-azucares dadores (4), hasta alcanzar 1la
estructura final del oligosacarido.

Existen varios niveles de control que conducen a la sintesis de deter-

minada estructura. En principio, cada célula determina por control genetico



la expresion de la calidad y cantidad de cada glicosiltransferasa. Al
respecto, es bien conocido que en los grupos sanguineos A, B y O se determina
geneticamente la sintesis de carbohidratos de diferentes estructuras en gli-
coproteinas y glicolipidos de la superficie de los globulos rojos (4,7). En
los tres grupos sanguineos se sintetiza un oligosacarido comin unido
0-glicosidicamente a serina/treonina. En el grupo A, ademas, esta codificada
la sintesis de una o>{-N-acetilgalactosaminil-transferasa que cataliza la adi-
cion de un residuo de N-acetilgalactosamina al oligosacarido. Similarmente,
en el grupo B se codifica una 3<:ga1actosi1transferasa que puede introducir
un resto de galactosa, mientras que en los individuos del grupo O no se
expresa ninguna de las dos enzimas, con 10 que se mantiene intacta la estruc-
tura del oligosacarido original.

La proporcion relativa de las glicosiltransferasas es otro factor impor-
tante en el control de la estructura final de los oligosacaridos. Se ha
concluido que al llegar la biosintesis del oligosacarido a un punto de rami-
ficacion, la cantidad relativa de cada glicosiltransferasa determinard la
ruta de glicosilacion que éste seguira (2,9).

Muchos otros factores pueden influenciar la estructura final de los oli-
gosacaridos unidos O-glicosidicamente a proteinas. Los mismos no se trataran
aqui dado que en esta tesis se desarrollaran exclusivamente aspectos rela-
cionados con glicoproteinas tipo asparagina.

Finalmente, de los temas que acaban de mencionarse se desea enfatizar el
hecho que la O0-glicosilacion de proteinas se produce por transferencia
directa y secuencial de restos de azicares a partir de nucleotido-azlucares y
no por transferencia en bloque de un oligosacarido preformado como ocurre en

Ta N-glicosilacion.



I.3. N-glicosilacion de proteinas

En 1972 Parodi y col. (10) presentaron las primeras evidencias indicando
que un oligosacarido glucosilado unido a 1ipido era transferido a proteinas
endogenas de higado de rata. Desde entonces, gran cantidad de informacion se
ha acumulado confirmando el rol de un intermediario lipidico como precursor
para la sintesis de glicoproteinas tipo asparagina. El 1ipido-oligosacarido
precursor de la N-glicosilacion de proteinas ha sido caracterizado tanto en
su porcion lipidica como en el vresiduo glicosilado, resultando ser
G1c3MangGlcNAcy-P-P-dolicol (11-13). La biosintesis de este compuesto sera
analizada en la siguiente seccion.

Estudios "in vitro" realizados por el grupo de Robbins (14) consti-
tuyeron las primeras evidencias acerca de la eficiencia de transferencia a
proteinas de distintos oligosacaridos, a partir de derivados de Dol-P-P,
El1los demostraron que derivados glucosilados se transferian 8-10 veces mas
rapido que compuestos equivalentes desprovistos de residuos de glucosa.
Hoflack y col. (15) estudiando la sintesis de 1ipido-oligosacaridos a partir
de precursores radioactivos en linfocitos de raton permeabilizados observaron
que los oligosacaridos no glucosilados unidos a 1ipido eran degradados de
manera selectiva. Numerosos resultados obtenidos tanto "in vitro" (16,17)
como "in vivo" (18-21) en varios sistemas, llevaron a generalizar que la pre-
sencia de tres residuos de glucosa en el oligosacarido transferido era una
condicion esencial para lograr una transferencia eficiente a proteinas. Sin
embargo, el hecho que la transferencia de oligosacaridos glucosilados sea mas

eficiente no implica que otros oligosacaridos no puedan ser transferidos. Por
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ejemplo, segun un informe reciente de Romero & Herscovics (22) células F9 de
teratocarcinoma murino transfieren una significativa cantidad de
Man;G1cNAcp de Dol-P-P a proteinas, ademds del ya descripto Glc3MangGicNAc).
Como se vera mas adelante, los tripanosomatidos constituyen una excep-
cion dado que s6lo transfieren a proteinas oligosacaridos no glucosilados.

Otras excepciones son las mutantes de Saccharomyces cerevisiae obtenidas por

el grupo de Robbins seleccionando por resistencia al suicidio provocado por
(3H)manosa (23,24). Todas ellas acumulan como derivados de Dol-P-P y trans-
fieren a proteinas oligosacaridos no glucosilados. Estos oligosacaridos son:
Man)_.2GlcNAc, en las mutantes alg 2-1, MangGlcNAcp) en alg 3-1 vy
MangGlcNAcp en alg 5-1 y alg 6-1.

En resumen, salvo escasas excepciones, "in vivo" la glicosilacion de
residuos de asparagina en las proteinas se produce esencialmente por 1la
transferencia en bloque del oligosacarido Glc3MangGlcNAcp a partir de un
intermediario lipidico.

Estudios de varios laboratorios permitieron establecer que 1la cadena
interna unida a asparagina en las manoproteinas de S. cerevisiae también pro-
viene de la transferencia de Glc3MangGlcNAc, (21,25).

En cuanto a la influencia del numero de restos de manosa presentes en el
oligosacarido en su transferencia a proteinas, las evidencias indican que
tendrian poco o ningun efecto. Asi, la linea celular mutante de linfoma de
raton Thy-1- que sintetiza GlczMangGlcNAcy unido a 1ipido, transfiere efi-
cientemente este oligosacarido a proteinas (26,27). Algo similar se observa
en células CHO (ovario de hamster chino) que sintetizan y transfieren a pro-
teinas el oligosacarido GlczMangGlcNAcy en condiciones de ayuno de glucosa

(28,29), mientras que normalmente transfieren Glc3MangGlcNAcp. E1 mismo



efecto se observa en células tratadas con un desacoplante de la fosforilacion
oxidativa (30). Estudios "in vitro" también muestran la poca influencia de
los restos de manosa. Spiro y col. (16) demostraron que la remocion con
oX -manosidasa de residuos de manosa periféricos del 1ipido-oligosacdrido acu-
mulado "in vivo" por células de tiroides, no tiene ningin efecto en su trans-
ferencia a proteinas por un sistema microsomal del mismo‘origen.

En general se acepta que en la N-glicosilacion de proteinas el oligo-
sacarido se transfiere a cadenas de proteina nacientes en el reticulo
endoplasmico. Sin embargo, existen evidencias experimentales que sugieren que
1a transferencia podria no ser en todos 10s casos cotraduccional sino también
post-traduccional, pero siempre a proteinas recién sintetizadas (12).

Con respecto a la estructura del péptido aceptor, se determind que se

produce la glicosilacion de residuos de asparagina que se encuentran en la

siguiente secuencia:
Asn - X - ser/thr

donde X puede ser cualquier aminoacido, excepto probablemente prolina y acido
aspartico (31). Sin embargo, una asparagina en esa secuencia no es condicidn
suficiente para determinar su glicosilacion (32). Estudios de Bause & Legler
(33) utilizando péptidos sintéticos llevaron a proponer que en el mecanismo
de reaccion de la glicosilacion de proteinas es indispensable la formacion de
una union tipo puente hidrOogeno entre la cadena lateral del aminoacido
hidroxilado y la amida de la asparagina. Actualmente se considera que para
que se produzca la glicosilacion el polipéptido debe tener una conformacion
tal que permita: a) la formacion del puente de hidrogeno mencionado y, b) el

acceso de la oligosacariltransferasa que cataliza la reaccion (34).



1.4, Ciclo del dolicol

E1 dolicol es un poliprenol :A-saturado con un nimero variable de unida-

des de 1isopreno, entre 11 y 19 segin la especie (35,36). La estructura del

dolicol es la siguiente:

CH3 fH3
H-(CHy - (|:=CH-CH2)n-CHz-CH-CHZCHZOH

Tal como se menciond en la seccidOn anterior, la N-glicosilacion de pro-
teinas se produce por transferencia en bloque del oligosacarido preformado, a
partir del 1ipido intermediario Glc3MangGlcNAcp-P-P-Dol. La ruta biosintética
que conduce a la formacion de este compuesto se conoce con el nombre de
“ciclo del dolicol" y aparece esquematizada en la Fig. 4.

La primera reaccion de glicosilacidon consiste en la transferencia de un
residuo de N-acetilglucosamina-fosfato del UDP-G1cNAc al Dol-P, con produc-
cion de GlcNAc-P-P-Dol (37). Esta reaccion es inhibida por la tunicamicina
(38), antibiotico utilizado como inhibidor especifico de la N-glicosilacion.
A continuacion se produce la adicion de un resto de N-acetilglucosamina y
cinco de manosa a partir de UDP-Gl1cNAc y GDP-Man, respectivamente. En cambio,
los cuatro Gltimos residuos de manosa y los tres de glucosa no provienen de
los nucledtido-azlicares correspondientes sino de los derivados de Dol-P que

se sintetizan segin las siguientes reacciones:

GDP-Man + Dol-P —» GDP + Dol-P-Man

UDP-Glc + Dol-P — UDP + Dol1-P-Glc
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Finalmente, tal como aparece esquematizado en la Fig. 4, el
G1c3MangGlcNAcy-P-P-Dol cede el oligosacarido a un residuo de asparagina en
la proteina aceptora y el Dol-P-P liberado pierde un grupo fosfato con for-
macion de Dol-P que reinicia el ciclo.

En Ta Fig. 5 se presenta la estructura de Glc3MangGlcNAcy que fue eluci-
dada por Li y col. en 1978 (18). En la misma también se representa en forma
resumida el orden de adicion de los restos de monosacarido, tema que se trata
a continuacion.

Kornfeld y colaboradores fueron quienes demostraron el origen de cada
resto de manosa en la biosintesis de Glc3MangGlcNAcp-P-P-Dol, trabajando con
una 1inea celular mutante de linfoma de raton (Thy-1"). En primer lugar

mostraron que estas c€lulas acumulaban in  vivo" principalmente
MangGicNAcp-P-P-Dol y que transferian a proteinas GlczMangGlcNAc, (27,39). A
continuacion demostraron que las células Thy-1" eran incapaces de sintetizar
Do1-P-Man tanto "in vivo" como “in vitro" (40). Finalmente presentaron evi-
dencias de que preparaciones de membrana de estas células sintetizaban deri-
vados de Dol-P-P de hasta cinco unidades de manosa cuando se suministraba
GDP-(14C)Man como sustrato, mientras que a partir de Dol-P-(3H)Man (en pre-
sencia de MangGlcNAcy-P-P-Dol) formaban derivados conteniendo entre 6 y 9
restos de manosa (41). Asi quedd demostrado que en células de mamifero el
dador de 1los primeros cinco restos de manosa en el ensamblaje de
Glc3MangGlcNAcp-P-P-Dol es el GDP-Man y que el Dol-P-Man cede los cuatro
residuos restantes.

Por otra parte, la adicion de 1los tres restos de glucosa al

Dol-P-P-oligosacarido a partir de Dol-P-Gic fue demostrada por Parodi en

levaduras (42) y por el grupo de Leloir en higado de rata (43).
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FIGURA 5: Estructura de Glc3zMangGlcNAc, unido a Dol-P-P,
Las letras indican, en orden alfabético, la secuencia de adicidn
de los residuos de manosa y gqlucosa en el ensamblaje del oligo-
sacarido en células de mamifero. Los tres residuos de glucosa
estan ausentes en tripanosomatidos (ver Fig. 14). G y M significan

glucosa y manosa, respectivamente.



La secuencia de adicion de residuos de manosa en el ensamblaje del deri-
vado de Dol-P-P "in vivo" sigue un orden dnico (44) que aparece representado
en la Fig. 6. E1 hecho que siga un orden Unico hace pensar en una alta espe-
cificidad de 1las glicosiltransferasas involucradas en el proceso. Sin
embargo, hasta el momento son pocas las evidencias presentadas que permiten
caracterizar actividades de manosiltransferasa individuales, y en todos 1los
casos reportados se trata de actividades GDP-Man dependientes (45-49), "In
vitro" en cambio, las evidencias experimentales sugieren una menor especifi-
cidad en cuanto al orden de adicion de restos de manosa por las manosiltrans-
ferasas (41,50,51). Es as? como en varios sistemas eucaridoticos se observo
que por incubacion de fracciones de membrana con GDP-Man o Dol-P-Man radioac-
tivos se obtienen Dol-P-P-oligosacaridos de variadas estructuras; este
fenomeno se discutird en el Capitulo VI.

A continuacion se discutiran brevemente ciertos aspectos topoldgicos del
ciclo del dolicol en el reticulo endoplasmico (RE). Se ha establecido que la
glicosilacion de residuos de asparagina ocurre en el lumen del RE (5), pero
aun no se comprende completamente la topologia del ensamblaje del oligo-
sacarido unido a Dol-P-P. Las observaciones mis destacadas descriptas al
respecto son las siguientes: a) no se detecta transporte de GDP-Man del
citoplasma al lumen del reticulo endoplasmico rugoso (52), b) la sintesis de
Do1-P-Glc, Dol-P-Man y Dol-P-P-GIcNAc, en vesiculas intactas con topologia
correcta es sensible a tratamiento de digestion con proteasas (53), c) varios
investigadores, por diversas técnicas, mostraron que 10s intermediarios
Man3_gGlcNAc,-P-P-Dol estarian del lado citoplasmatico del reticulo, mientras
que todos los derivados de Dol-P-P entre MangGlcNAcp y GlczMangGlicNAc; se

encontrarian en la faz luminal del mismo (54). En base a estas evidencias y a
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muchas otras no mencionadas aqui, Hirschberg y Snider (54) han propuesto el
modelo que aparece en la Fig. 7 acerca de la topologia de la N-glicosilacion
en el reticulo endoplasmico.

Resumidamente:

- la sintesis de Dol-P-P-GicNAcp podria tener Tlugar tanto en la faz
citoplasmatica (Ia en Fig. 7) como en la luminal (Ib) de acuerdo a diferen-
tes evidencias experimentales;

- 1a adicion de los primeros cinco residuos de manosa (II) ocurriria en 1la
faz citoplasmatica del reticulo, dado que el GDP-Man dador no pasaria al
lumen del RE;

- el Dol-P-P-GlcNAcpMang sintetizado del lado citoplasmatico haria un flip-
flop en 1a membrana, exponiéndose entonces hacia el lumen del reticulo;

- el Dol-P-Man sustrato para la entrada de los cuatro residuos de manosa
restantes seria sintetizado en la faz citoplasmatica y luego sufriria un
flip-flop (III);

- el Dol-P-Man 1luminal cederia entonces cuatro restos de manosa al
Dol1-P-P-G1cNAcpMang,  también en la  faz  luminal,  produciendo
Dol-P-P-G1cNAcyMang (IV);

- el Dol-P-Glc, dador de restos glucosilo, podria sintetizarse tanto sobre la
faz luminal como sobre la faz citoplasmatica (V a y b), dado que el UDP-Glc
es capaz de penetrar al lumen del RER;

- residuos glucosilo provenientes de Dol-P-Glc serian cedidos al
Dol-P-P-oligosacarido probablemente sobre la cara luminal (VI) para formar
Dol-P-P-G1cNAcpMangGlc3, que finalmente transferiria el oligosacdrido a una

proteina aceptora en el lumen (VII).
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FIGURA 7: Topologia de 1la N-glicosilacion de proteinas en el
endoplasmico rugoso. Modelo de Hirschberg y Snider (54).
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PAA: Dol-P; P-PAA: Dol-P-P; P4 : translocasa; M: manosa; G:

glucosa; Gn: N-acetilglucosamina.



Para concluir, el ciclo del dolicol tal como se ha detallado en esta
seccion es considerado universal entre los eucariotes, dado que ha sido
descripto en una gran cantidad de organismos (13) sin diferencias significa-
tivas. Es mas, se ha sugerido que el mecanismo de glicosilacion de proteinas
via ciclo del dolicol debe haberse adquirido tempranamente en la evolucion y
que serla caracteristico de toda célula eucariotica actual (55).

Yarias o todas las reacciones del ciclo del dolicol han sido descriptas
en ciertos eucariotes inferiores: S. cerevisiae (11), los hongos Neurospora

crassa (56), Aspergillus niger (57) y Mucor rouxii (58), el hongo mucilagi-

noso Dictyostelium discoideum (59), y en los protozoarios Tetrahymena pyri-

formis (60,61) y Volvox carteri (62).

Evidencias obtenidas en nuestro laboratorio acerca del mecanismo de gli-
cosilacion de proteinas en tripanosomatidos (ver seccion I1.10.) llevaron a
especular que estos organismos podrian configurar una suerte de "mutantes
naturales" de 1a N-glicosilacion de proteinas (63) probablemente causada por
una deficiencia en el ciclo del dolicol. En este trabajo de tesis se presen-
tan evidencias que sustentarian este concepto, si bien esta no es la Unica
hipotesis que permitiria explicar las peculiaridades observadas en el meca-

nismo de glicosilacion de proteinas en los tripanosomatidos.

I.5. Procesamiento de glicoproteinas tipo asparagina

Una vez transferido el oligosacarido Glc3MangGlcNAcp a la proteina, éste
sufre un rapido procesamiento que conduce a la aparicion de los diferentes
tipos de glicoproteinas en 1o que al resto sacaridico se refiere (ver seccion

1.1.).
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En la Fig. 8 se esquematizan las principales reacciones del procesa-
miento tal como se las ha estudiado en células de mamiferos; las mismas se
resumen a continuacion. E1 primer evento en el procesamiento (Fig. 8-2) con-
siste en la remocion de tres residuos de glucosa del oligosacarido, catali-
zada por dos —{-glucosidasas del RER (64,65): Ta ;{-1,2 glucosidasa I remueve
el residuo terminal y la ()(-1,3 glucosidasa Il remueve los dos restos de glu-
cosa internos. Comienza luego la remocion de restos de manosa unidos por
enlaces g(-1,2 (Fig. 8-3a). La primera A-1,2 manosidasa estd localizada en
el RER y escinde al menos un residuo de manosa. A continuacion, los oligo-
sacaridos de alta manosa pueden seguir procesandose por la accion de la
gK-I,Z manosidasa I del aparato de Golgi (66-68); por pérdida de hasta cuatro
residuos de manosa se originan los diferentes oligosacaridos tipo alta
manosa. Los oligosacaridos destinados a tener una estructura tipo compleja
son demanosilados por la misma enzima hasta producir MangGlcNAcy; este oligo-
sacarido no puede seguir su procesamiento a menos que se le adicione pre-
viamente un resto de N-acetilglucosamina catalizado por la
N-acetilglucosaminiltransferasa I (69,70) (Fig. 8-4a). Recién entonces la
manosidasa II del Golgi puede remover otros dos residuos de manosa con enla-
ces gL-l,3 y O(—1,6, dando como producto GlcNAc-Man3GlcNAcp, (Fig. 8-5).
Posteriormente se produce la adicion secuencial de restos de N-
acetilglucosamina, galactosa y acido sialico (Fig. 8-6 al 8-9) directamente a
partir de los nucledtido-azlcares correspondientes. Después de la adicion de
un residuo de N-acetilglucosamina puede producirse la transferencia de un
resto de fucosa al residuo mas interno de N-acetilglucosamina (Fig. 8-7).

A diferencia de 1o que ocurre durante la adicion "in vivo" de restos de

manosa al Dol-P-P-oligosacarido, la remocion de dichos restos en las gli-
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coproteinas no sigue un orden preciso, si bien existe un orden mds frecuente
que se esquematiza en la Fig. 9. De tal manera, si se compara con la Fig. 6,
se observa que la estructura de los productos del procesamiento con menos de
nueve unidades de manosa puede ser distinta que la de los compuestos del
mismo tamafio intermediarios en la sintesis de Glc3MangGlcNAcp-P-P-Dol. Este
hecho permitira interpretar varios resultados presentados en esta tesis.

Los factores que determinan el grado de procesamiento que sufrira cada
glicoproteina o cada sitio de glicosilacion no se conocen con certeza, pero
existen ciertos indicios. En principio, un factor. determinante es la locali-
zacion subcelular de la proteina en cuestion. De tal manera, las glicopro-
teinas que no salen del RER evidentemente no seran procesadas por enzimas del
aparato de Golgi (71). El procesamiento de oligosacaridos de proteinas que
pasan al aparato de Golgi estaria sometido a varios controles, siendo dos 1os
mas conocidos: a) la localizacion especifica de las enzimas procesadoras y,
b) 1a estructura de la cadena polipeptidica. Estos dos niveles de control se
detallan a continuacion.

a) Localizacion de las enzimas: la localizacion especifica de las enzimas
procesadoras provee un mecanismo de control en el espacio y en el tiempo. En
1983 Griffith y col. basados en las evidencias experimentales obtenidas
acerca del transporte intracelular de proteinas virales, sugirieron que el
complejo de Golgi podia dividirse en tres compartimentos funcionales (72,73).
Se asumio que estos tres compartimentos, denominados cis (en contacto con el
RER), medio y trans (el mas distal), presentaban diferentes baterias
enzimaticas. Las primeras evidencias al respecto indicaban un movimiento vec-
torial (de cis a trans) de las glicoproteinas de membrana del virus Semliki

Forest y la construccion de estructuras tipo complejo en las cisternas trans
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del aparato de Golgi (74). Los tres compartimentos ya han sido detectados por
técnicas citoquimicas. Otros grupos determinaron que las enzimas procesadoras
tienen una distribucion precisa en las cisternas del Golgi, que concuerda con
la secuencia de procesamiento. Asl, por varios métodos se ha demostrado que
la galactosiltransferasa esta localizada en las cisternas trans del Golgi en
células humanas (75) y la N-acetilglucosaminiltransferasa I en las cisternas
del Golgi medio (76). Se ha definido la localizacion subcelular de muchas
otras enzimas involucradas en el procesamiento y en todos los casos coincide
con la ubicacion esperada de acuerdo a su funcion (5).

b) Estructura de la cadena polipeptidica: se observd que la incorporacion de
analogos de leucina e isoleucina en la cadena liviana de una immunoglobulina
sintetizada por células MOPC-46B evita el procesamiento normal de 1a misma
(77). Este resultado indica que la estructura de la proteina influencia el
procesamiento que sufrira el oligosacarido. Evidencias en el mismo sentido
fueron obtenidas mediante el empleo de la enzima endo-H, utilizada habi-
tualmente en el estudio de glicoproteinas por su capacidad de romper la union
é;-l,4 entre dos restos de N-acetilglucosamina en glicoproteinas de alta
manosa. Virus Sindbis, que normalmente poseen dos glicoproteinas, cada una de
las cuales posee dos oligosacaridos, uno de tipo alta manosa y el otro de
tipo complejo, fueron crecidos en una mutante celular incapaz de formar oli-
gosacaridos complejos (ausencia de N-acetilglucosaminiltransferasa I). De
esta manera los dos oligosacaridos en ambas glicoproteinas virales resultaron
ser de tipo alta manosa, esto es, totalmente atacables por endo-H en gli-
copéptidos obtenidos por protedlisis de las glicoproteinas. Sin embargo, al
hacer actuar la enzima endo-H sobre los viriones intactos, s6lo aquellos oli-

gosacaridos que en células de tipo salvaje son procesados hasta tipo complejo
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resultaron ser atacados por la glicosidasa. Esto indica que dichos oligo-
sacaridos estaban mas expuestos que 1os que permanecen normalmente como alta
manosa. Se asume, por lo tanto, que los oligosacaridos mas expuestos a las
enzimas procesadoras son los que terminan su transformacion como oligo-
sacaridos complejos (78).

Como se menciond anteriormente, s0lo existen indicios acerca del meca-
nismo de control del procesamiento, por 1o que ain no se encuentra explica-
cion a varios fenomenos observados. Por ejemplo, Strous y Lodish estudiaron
la biosintesis de transferrina (glicoproteina de secrecion con oligosacaridos
tipo complejo) en hepatocitos y la de glicoproteinas de la membrana del virus
de la estomatitis vesicular (VSV). Esos estudios mostraron que en presencia
del ionoforo monensina que afecta la funcion del Golgi la transferrina se
secreta con oligosacaridos de alta manosa y las glicoproteinas del VSV tienen
una estructura de tipo complejo (79). Estos y otros resultados indican que
habria mas de una ruta intracelular para la biosintesis de glicoproteinas con

oligosacaridos tipo complejo.
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Una vez procesadas las glicoproteinas dejan el aparato de Golgi para
dirigirse a sus destinos finales. Asi, 1las glicoproteinas de membrana
plasmatica y las de secrecion son transportadas a la superficie celular a
través del sistema de endomembranas. En cambio las glicoproteinas destinadas
a ser enzimas lisosomales siguen una ruta que las caracteriza. Esta comienza
probablemente en el cis Golgi donde se produce la fosforilacion de residuos
de manosa catalizada por dos enzimas: la N-acetilglucosaminilfosfotransfera-
sa y la N-acetilglucosamina-1l-fosfodiesterA-N-acetilglucosaminidasa (80,81).
La primera enzima cataliza la transferencia de un resto de N-acetilglucosami-
na-fosfato de UDP-GIcNAc a un resto de manosa en oligosacaridos de alta
manosa (Fig. 8-3 b) y la segunda remueve la N-acetilglucosamina para exponer
la manosa fosforilada (Fig. 8-4 b). Los restos de N-acetilglucosamina-fosfato
pueden ser transferidos a cinco restos de manosa diferentes y un mismo oligo-
sacarido puede tener mas de una manosa-6-fosfato.

Los residuos manosilfosfato en oligosacaridos de alta manosa actdan como
senal de reconocimiento especifico de las enzimas lisosomales y determinan su
transporte a los lisosomas (80). Existen receptores en la membrana del
aparato de Golgi que reconocen la senal de Man-6-P. Estos se unen a las gli-
coproteinas que llevan la sefial y las vesiculas que contienen los complejos
formados se fusionan con la membrana lisosomal. A continuacion se disocian
los complejos receptor-enzima lisosomal y estas ultimas son liberadas en el
Tumen del lisosoma (82).

No se conocen con precision los factores que determinan que uno 0 mas
restos de manosa en una determinada glicoproteina sean convertidos en sehales
de manosa-fosfato. Los resultados actuales sugieren que l1a N-acetilglucosami-

nilfosfotransferasa reconoceria una secuencia de aminodcidos especifica en la



proteina que seria comin a todas las enzimas lisosomales y que estaria
ausente en el resto de las glicoproteinas (83,84).

La ruta de procesamiento que siguen las manoproteinas de S. cerevisiae
es diferente a las expuestas. El1 oligosacdrido transferido es deglucosilado
por la accion de las Jf-g1ucosidasas I y Il y Tuego una\7(—1,2 manosidasa del
RE remueve un resto de manosa (Fig. 10). E1 oligosacdrido MangGlcNAc, asi
formado es elongado en el aparato de Golgi, donde una serie de manosiltrans-
ferasas introducen residuos de manosa directamente a partir de GDP-Man para

completar la cadena interna y sintetizar la externa (42,25).

I.6. Glucosilacidn transitoria de glicoproteinas

Otras reacciones de procesamiento de glicoproteinas fueron descriptas

por Parodi y col. inicialmente en Trypanosoma cruzi (85-86) y luego obser-

vadas en higado de rata y semillas de Phaseolus vulgaris (87), tiroides de

ternera (88) y varios tripanosomatidos cuyos casos particulares se presentan
mas adelante. Estas reacciones de procesamiento consisten en la glucosilacion
transitoria de oligosacaridos de alta manosa, actuando como dador de restos
glucosilo el UDP-Glc (87). Los productos glucosilados que se detectan habi-
tualmente al incubar células de mamifero con (14C)glucosa por periodos muy
cortos son: GlcjMangGicNAco, GlcijMangGlcNAcy, GlciManjyGicNAcp, y en ciertos
casos GlcyMangGlcNAcy. En principio se pensd que estos compuestos podian pro-
venir de la demanosilacion de oligosacaridos glucosilados unidos a proteina.
Sin embargo, las evidencias experimentales indican que las formas glucosila-
das aparecerian por glucosilacion de los oligosacaridos demanosilados for-

mados por procesamiento (87). Estas formas se consideran transitorias dado
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que sdlo se observan a tiempos cortos de marcacion con (14C)g1ucosa y desa-
parecen al realizar un “chase".

En la Fig. 11 se presenta un esquema del mecanismo de glucosilacion
transitoria de oligosaciridos de alta manosa en glicoproteinas de mamiferos
(88).

La glucosilacion transitoria de glicoproteinas tendria 1lugar en el
reticulo endopldasmico liso y rugoso (87). Esta localizacion es la misma que
la descripta para las glucosidasas y una:y(-l,Z manosidasa que intervienen en
el procesamiento (64-66). En base a estos hechos Parodi especuld que la fun-
cion de la glucosilacion transitoria podria ser proteger a los oligosacaridos
unidos a proteina de una excesiva degradacion en el reticulo endoplasmico
(87). Hasta el momento no han surgido nuevas evidencias que permitan verifi-

car o descartar esta hipotesis.

I.7. Funciones de los oligosacaridos presentes en las glicoproteinas

En los Qltimos anos se ha acumulado una cantidad tal de informacidn
sobre las funciones que desempena la porcion sacaridica de las glicoproteinas
que hace imposible su tratamiento en extenso. Es por eso que aqui se ha
optado por presentar algunos pocos ejemplos bien conocidos que proveen una
nocion general del tema. Para mayor detalle se refiere al lector a las revi-
siones publicadas (2,89,90).

Se pueden atribuir dos propiedades principales a los oligosacaridos pre-
sentes en las glicoproteinas, que son las que determinan una inmensa variedad
de funciones. Estas dos propiedades que se discutiran a continuacion son: a)
la capacidad de actuar como senal de reconocimiento y, b) la de influenciar

las propiedades fisico-quimicas de las proteinas.
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a) Sefal de reconocimiento: en muchos casos se ha demostrado que un azicar o
una secuencia sacaridica que actlia como marcador bioldgico interactda con
proteinas que reconocen esa sefal, desencadenando una respuesta especifica
(2). Por ejemplo, proteinas del plasma que llevan un residuo de galactosa
terminal (expuesto) son reconocidas por un receptor de hepatocitos de
mamifero, especifico para galactosa, y son sacadas de la circulacion. Otro
ejemplo bien conocido es el que involucra el reconocimiento de un residuo de
manosa-6-fosfato en las enzimas lisosomales por parte de receptores del
aparato de Golgi que detemina que sean conducidas hacia los lisosomas (ver
seccion 1.5.).

Finalmente también se asigna a los oligosacaridos una funcion en el reco-

nocimiento célula-célula. Asi, la diferenciacion de Dictyostelium discoideum

involucra una asociacion de células que es mediada por la interaccion entre
proteinas tipo lectina en una célula y un resto de oligosacarido en otra

célula.

b) Influencia sobre propiedades fisico-quimicas: 1a incorporacion de un resto
de oligosacarido en una proteina provoca cambios en su carga, tamano e
hidrofobicidad; estos cambios a su vez suelen modificar ciertas propiedades
de las proteinas, fundamentalmente su estructura terciaria, solubilidad y
viscosidad. A continuacion se citan algunos ejemplos en relacion a este tema:
- Se considera que los restos de acido sialico con sus grupos carboxilo diso-
ciados son los responsables de la alta viscosidad de varias mucinas de
saliva y de mucus cervical e intestinal (2).
- Anticuerpos monoclonales preparados contra proteinas deglicosiladas de 1la

cubierta del virus Semliki Forest no reconocen a las mismas proteinas gli-
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cosiladas, sugiriendo que se produjo un cambio conformacional por glicosi-
lacion de la proteina (89).

- E1 carbohidrato protegeria a las glicoproteinas contra la protedlisis; la
invertasa, fibronectina y deoxirribonucleasa son mas sensibles a proteasas
cuando no estan glicosiladas (90). Sin embargo, en estos tres casos la pre-
sencia del oligosacarido parece no ser indispensable para desempenar su
actividad bioldgica (89).

- La actividad de 1las glicoproteinas anticongelantes de peces antarticos
depende de la integridad de unidades de disacarido que forman puentes de
hidrogeno con moléculas de agua, evitando asi el crecimiento de los crista-
les de hielo (2).

- La invertasa de levadura es mas sensible a la desnaturalizacion por pH o
calor cuando no esta glicosilada (89).

De este apretado resumen acerca de las propiedades de los oligosacaridos
presentes en glicoproteinas se desprende la diversidad de funciones que

pueden desempenar.

I.8. Ubicacion sistematica y biologia de Euglena gracilis y tripanosomatidos

Los organismos que han sido objeto de estudio en el presente trabajo,

Euglena gracilis y varios tripanosomatidos, pertenecen al Subreino Protozoa.

En primer lugar se presenta la ubicacion sistematica de estos protozoarios

(91).

Phylum SARCOMASTIGOPHORA
Subphylum MASTIGOPHORA

Clase 1 Phytomastigophorea



Orden 3 Euglenida

Suborden 2 Euglenina

Géneros: Euglena y otros

Llase 2 Zoomastigophorea
Orden 2 Kinetoplastida
Suborden 2 Trypanosomatina
Fam Trypanosomatidae

Géneros: Trypanosoma, Herpetomonas, Leptomonas, Crithi-

dia, Leishmania, Blastocrithidia y otros.

Euglena ha sido un enigma para muchos biologos dado que presenta carac-
teristicas animales y vegetales. A pesar de las controversias taxondmicas
generadas, la clasificacion que acaba de citarse es universalmente aceptada.
Euglena es un protista de vida libre que cubre infinidad de nichos ecologicos
y habitats, que van de medios anaerobicos a aguas tropicales, acidas o alca-
linas. Las caracteristicas mas destacadas del género Euglena (92) son: a) la
presencia de cloroplastos, de diferentes formas y numero, cuando crece en un
medio luminoso y, b) dos flagelos, uno muy movil que emerge de la invagina-
cion celular, y otro no emergente (Fig. 12 a).

Los organismos de la Fam. Trypanosomatidae, a los que nos referiremos
como tripanosomatidos, son todos parasitos, si bien algunas formas pueden ser
cultivadas axenicamente. Se caracterizan por la presencia de un Unico flagelo
que puede estar libre o unido al cuerpo celular formando una membrana
ondulante; poseen una estructura celular, el kinetoplasto, que caracteriza al

Orden al cual pertenecen (91). E1 kinetoplasto es una region especializada de



FIGURA 12: Diferentes morfologias y estadios de desarrollo en Euglena gra-
cilis y tripanosomatidos.
a: forma libre de E. gracilis
b: promastigote de tripanosomatidos (ej.: forma infectiva de L.
enriettii)
c: amastigote de tripanosomatidos (ej.: forma intracelular de T.
cruzi y L. enriettii)
d: epimastigote de tripanosomatidos (ej.: B. culicis y formas de

cultivo de T. cruzi)

e: tripomastigote de tripanosomatidos (ej.: forma infectiva de T.
cruzi)

f: coanomastigote de tripanosomatidos (ej.: C. fasciculata)

F= flagelo; N= nucleo; K= kinetoplasto.
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la Onica mitocondria que presentan los Kinetoplastida. Este se ubica en la
base del flagelo y se caracteriza por su alto contenido de DNA (alrededor del
20% del DNA total, variando segln la especie) (93).

Dado que uno de los temas que nos ocupa aqui es el mecanismo de glicosi-
lacion de proteinas en tripanosomatidos, serla interesante conocer las carac-
teristicas funcionales del sistema de endomembranas de estos organismos. Sin
embargo, los datos bibliograficos s0lo apuntan a aspectos morfologicos, donde
se destaca la presencia de una cisterna de reticulo endoplasmico muy promi-
nente y en estrecho contacto con el aparato de Golgi que se localiza en la
parte anterior del cuerpo, entre el nicleo y el kinetoplasto (94).

A continuacion se presentan someramente algunos rasgos de los tripano-

somatidos estudiados en esta tesis. Trypanosoma y Leishmania son parasitos

tipicos de vertebrados, pero ademas cumplen parte de su ciclo de vida en
ciertos artropodos. A estos pardsitos se los llama digenéticos por alternar
entre dos hospedadores: un artropodo vector y un vertebrado (95). Crithidia y

Blastocrithidia, en cambio, son parasitos exclusivamente de invertebrados,

principalmente insectos. Dado que desarrollan todo su ciclo en un unico
hospedador se los denomina tripanosomatidos monogenéticos. A estos organismos
también se los reune bajo el nombre de "tripanosomatidos de hospedadores
inferiores" o "tripanosomatidos inferiores" (95).

Los parasitos monogenéticos se transmiten de un artrdopodo a otro por
ingestion de la materia fecal de un hospedador infectado. Una vez producida
la infeccion los parasitos se alojan normalmente en el lumen del intestino
del hospedador. Los insectos hospedadores mas habituales de 1los tripano-
somatidos inferiores estudiados en esta tesis son: los mosquitos Anopheles sp

y Culex sp para Crithidia fasciculata, y Culex pipens y Aedes vexans para




Blastocrithidia culicis.

En 1o que se refiere a Trypanosoma y Leishmania, los ciclos de vida y

transmision son mas complejos por el hecho de ser digenéticos. Los vectores

de Trypanosoma cruzi son la vinchuca (Triatoma infestans) y otros Triatominae

(96); los de Leishmania enriettii son tabanos, principalmente Lutzomejia mon-

ticola (97). E1 hospedador vertebrado mas habitual descripto para L.
enriettii es el conejillo de las Indias, y se sabe que es incapaz de producir
infeccion en el hombre (97). En cuanto a T. cruzi el panorama es mas compli-
cado dado que tiene un ampiio rango de hospedadores. Desde el punto de vista
socio-economico el principal hospedador es el hombre, dado que su infeccion
produce la enfermedad de Chagas. Antes de describir el ciclo de vida de T.
cruzi se describiran brevemente las distintas formas del parasito que se
encuentran en la naturaleza.

Los cambios morfologicos que se operan durante el ciclo de vida de los
tripanosomatidos 1involucran una variacion en la posicion del complejo
flagelo-kinetoplasto con respecto al nacleo y al extremo anterior del
parasito (98). En la Fig. 12b-f se han esquematizado las diferentes formas de
T. cruzi y las correspondientes al resto de los tripanosomatidos estudiados
en esta tesis. Puede verse que los amastigotes de T. cruzi, que segin su
nombre carecerian de flagelo, en realidad poseen un flagelo corto que no
podia ser detectado por microscopia Optica. Debido a 1a presencia de ese fla-
gelo varios autores prefieren 1lamar esferomastigote a la forma amastigote.

Es importante destacar que las diversas morfologias detectadas en T.
cruzi son un reflejo de cambios mas importantes en su comportamiento. Asi,
mientras los tripomastigotes son infectivos e incapaces de dividirse, los

amastigotes intracelulares son formas replicativas y no infectivas. La forma



epimastigote que se encuentra en el intestino del invertebrado vector también
es capaz de dividirse.

En cultivo axénico pueden obtenerse formas epimastigote, tripomastigote
y amastigote. Sin embargo, y especialmente en el caso de los amastigotes que
naturalmente son intracelulares, el hecho de tener la misma morfologia no
implica necesariamente que su metabolismo sea idéntico al de los parasitos
encontrados en ciclos naturales. En el capitulo VII se presentan evidencias
que concuerdan con esta aseveracion.

En la Fig. 13 se presenta el ciclo de vida de T. cruzi en la vinchuca y

en el hombre (94,96). E1 ciclo puede resumirse en las siguientes etapas:

I : La vinchuca puede infectarse al chupar sangre de un hombre enfermo que
1leva tripomastigotes. En el estomago del invertebrado los tripomastigo-
tes se transforman en epimastigotes;

IT : luego, por sucesivas divisiones celulares en el intestino de 1la
vinchuca, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes
metaciclicos que son eliminados en las heces;

IIl: cuando la vinchuca pica al hombre en el mismo momento defeca y deja las
heces contaminadas con tripomastigotes. Estos entran en la circulacion,
penetran en las células hospedadoras y se transforman en amastigotes;

IV : 1os amastigotes intracelulares se dividen y se diferencian a tripomasti-
gotes que, luego de lisar la célula hospedadora, nuevamente entran al
torrente sanguineo (IVa). Los tripomastigotes sanguineos pueden coloni-
zar nuevas células donde se transforman en amastigotes (IVb);

I : el ciclo se reinicia cuando los tripomastigotes reinfectan al vector.

Finalmente, se han descripto diferencias significativas en ciertos

parametros bioldgicos en células de T. cruzi clonadas de diversas cepas. Las
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principales diferencias se observan en: contenido de DNA por célula, infec-
tividad "in vivo" e "in vitro", composicion antigénica y velocidad de creci-
miento (99). Por esa razon en los ensayos realizados con T. cruzi que se
presentan en esta tesis se cita el clon utilizado, dado que no se puede ase-

gurar que otro clon tenga el mismo comportamiento.

[.9. Estudios sobre glicoproteinas en E. gracilis y tripanosomatidos

La literatura es muy escasa en lo referente al estudio de glicoproteinas
de E. gracilis. En cambio, el papel de las glicoproteinas en la diferen-
ciacion y capacidad de penetracion en células hospedadoras ha sido muy estu-
diado en tripanosomatidos.

Se han presentado evidencias de que las glicoproteinas tipo asparagina
estarian involucradas en el proceso de adhesion y penetracion de T. cruzi en
células de mamifero y se considera que son los principales antigenos de
superficie. Trabajos de Piras y col. (100) mostraron que la incubacion de
tripomastigotes con tunicamicina, en concentraciones que inhiben levemente la
incorporacion de manosa a glicoproteinas, es capaz de aumentar dos veces la
adhesion de los parasitos a fibroblastos de raton al tiempo que disminuye
notablemente la penetracion de los parasitos a las células. También se ha
mostrado que la incubacidn de tripomastigotes y amastigotes con > -manosidasa
provoca un aumento en la adhesion de los parasitos a células en cultivo
(101).

Dada la importancia socio-economica de la enfermedad de Chagas, muchos
grupos de investigacion intentan identificar glicoproteinas antigénicas

especificas de la forma infectiva de T. cruzi (tripomastigote) con la idea de
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obtener vacunas y anticuerpos monoclonales. La principal estrategia utilizada
ha sido la caracterizacion mediante el uso de lectinas y electroforesis en
geles de poliacrilamida. Existen en la literatura gran cantidad de publica-
ciones al respecto, pero su interpretacion se hace dificil debido a la diver-
sidad de cepas utilizadas y a la falta de resolucion de los métodos empleados
(94). Las primeras evidencias mas claras acerca de la existencia de gli-
coproteinas con propiedades antigénicas especificas de diferentes estadios de
T. cruzi fueron dadas por los grupos de Cohn (102) y Colli (103). La incor-
poracion de electroforesis bidimensionales aporto nuevos datos sobre el tema
y actualmente se considera que una glicoproteina de superficie aislada de
tripomastigotes, de 85 KD (proteina Tc-85), seria especifica de ese estadio y
seria necesaria para una eficiente internalizacion de los parasitos en las
células de mamifero (104). Esta glicoproteina se une a Concanavalina Ay a la
aglutinina de germen de trigo, y esta ultima union no es afectada por trata-
miento de las glicoproteinas con neuraminidasa (103). Estos resultados indi-
can que el residuo responsable de la union a la lectina seria
N-acetilglucosamina y no un acido sialico. También se mostro que la N-
acetilglucosamina inhibe la internalizacidon de ciertos clones de tripomasti-
gotes en varias células en cultivo. Todas estas observaciones han llevado a
especular que la proteina Tc-85 estaria involucrada en la interaccion
hospedador-parasito via un receptor de N-acetilglucosamina presente en la
superficie del hospedador (103). Recientemente se han clonado fragmentos de
DNA genomico que codifican para una glicoproteina de la superficie de tripo-
mastigotes de 85 KD, y es muy probable que se trate de la misma que estudia
el grupo de Colli (105).

Por otra parte, Sher y Snary (106) han presentado evidencias segin las



cuales un anticuerpo monoclonal especifico para una glicoproteina de super-
ficie de epimastigotes (y ausente en tripomastigotes) de peso molecular
72.000 es capaz de inhibir la transformacion de epimastigotes a tripomastigo-
tes "in vitro"; se ha postulado que esta molécula seria un receptor que

controla la diferenciacion del parasito (107).

[.10. N-glicosilacion de proteinas en protozoarios de vida libre y pardsitos

Hasta la década del 80 muy poco se conocia acerca del mecanismo de gli-
cosilacion de proteinas en protozoarios. Keenan (60,61) habila descripto que

preparaciones 1libres de células de Tetrahymena pyriformis incubadas con

UDP-Glc catalizaban la sintesis de un glicolipido con propiedades idénticas a
los derivados de Dol-P descriptos en eucariotes superiores, que servia como
dador de glucosa para la sintesis de otras sustancias glucosiladas ten-
tativamente identificadas como un 1ipido-oligosacarido y glicoproteinas. Mas
tarde Miller (62) trabajando con extractos 1libres de células de Volvox
carteri presentd resultados que indicarian que el oligosacarido de com-
posicion GlciMangGlcNAc, seria el transferido durante el proceso de N-
glicosilacion de proteinas en ese protozoario.

Simul taneamente Parodi y col. comenzaron a estudiar el mecanismo de
glicosilacion de proteinas tipo asparagina en protozoarios parasitos. En un
primer trabajo (108) demostraron que C. fasciculata "in vivo" sintetizaba
Man7G1cNAcy como Unico derivado de Dol-P-P. Se demostrd también que el oligo-
sacarido Man7GlcNAcp era transferido a proteinas. Estos resultados sugirieron
por primera vez que la N-glicosilacion de proteinas en un protozoario

parasito no involucraba la transferencia de oligosacaridos glucosilados. La



Ausente del oligosacarido _ L
en:C.fasciculata, C.harmosa y T cruzi (amastigotes axenicos)

\d
&
r=<==9
' Man1=6Man1-%»6Man12»4GcNAC 14 GlcNAC —
] 2 ] 3 3
' '
e ! f« I«
(N | 1 1
IMan Man Man
| S | 2 2
1 1
Man Man
2

t &

Ausente del oligosacarido |
en: B.culicis, L.mexicana Man
y L.adleri.

FIGURA 14: Estructuras de los oligosacaridos unidos a Dol-P-P de varios tri-

panosomatidos. La estructura completa de MangGlcNAcy corresponde a
los compuestos encontrados en T. cruzi (epimastigotes de cultivo

axénico), T. dionisii, T. conorhini, H. muscarum, H.

samuelpessoai y L. samueli. Los recuadros indican residuos de

manosa ausentes en otros tripanosomatidos.



estructura del oligosacarido Man7GlcNAcy que sintetiza "in vivo" C. fascicu-
lata como derivado de Dol-P-P ya ha sido determinada (108,109) (Fig. 14)
resultando ser la misma que la del intermediario en la sintesis de
G1c3MangGlcNAcp-P-P-Dol en células de mamifero (ver Fig. 6).

En sucesivos trabajos se caracterizaron los oligosacaridos unidos a
Do1-P-P y transferidos a proteinas en otros tripanosomatidos, resultando ser:
MangGlcNAcp para epimastigotes de T. cruzi (85,86,110) y para Trypanosoma

conorhini, Trypanosoma dionisii, Leptomonas samueli, Herpetomonas

samuelpessoai y Herpetomonas muscarum (111,112), MangGlcNAc, para Leishmania

mexicana (113), Blastocrithidia culicis y Leishmania adleri (111,112), y

Man7GlcNAcp, para Crithidia harmosa (114). Las estructuras de estos oligo-
sacaridos aparecen representadas en la Fig. 14. Puede observarse que en todos
los tripanosomatidos que sintetizan derivados de Dol-P-P con menos de nueve
residuos de manosa, la estructura del oligosacarido que acumulan es la misma
que la del compuesto equivalente intermediario en la formacion de
Glc3MangGlcNAcp-P-P-Dol en mamiferos (ver Fig. 6). Ademds, se destaca el
hecho que todos los oligosacaridos transferidos a proteinas estan despro-
vistos de residuos de glucosa. Estas peculiaridades observadas en el meca-
nismo de glicosilacion de proteinas en tripanosomatidos seran objeto de
estudio en la presente tesis.
Otras observaciones con respecto al mecanismo de glicosilacion de pro-
teinas en tripanosomatidos se sehalan a continuacion:
- Mientras que en epimastigotes de T. cruzi habia sido demostrada la trans-
ferencia a proteinas de MangGlcNAc, (85,86) recientemente se determino que
la forma amastigote de cultivo axénico de clones CA-I sintetiza 4 a 5 veces

mas de ManyGlcNAco que de MangGlcNAcy unidos a Dol-P-P y que transfiere a



proteinas ambos oligosacaridos (115). Durante la diferenciacion "in vitro"
de amastigotes axénicos a epimastigotes pudo confirmarse la existencia de
este cambio en el mecanismo de N-glicosilacion de proteinas al pasar de una
forma a la otra. La estructura de ManyGlcNAc, transferido en amastigotes
axénicos es la misma que la del oligosacarido sintetizado por C. fascicu-
lata y que la del compuesto del mismo tamano intermediario en el ciclo del
dolicol en mamiferos (ver Fig., 14).

- Se ha detectado una nueva reaccion en el procesamiento de glicoproteinas
tipo asparagina. Consiste en la incorporacion de residuos de galactosa en
configuracion furandsica, en extremos no reductores de oligosacaridos sen-
sibles a endo-H. Estos restos de galactofuranosa han sido descriptos en C.

fasciculata y Crithidia harmosa (114), y en L. samueli y H. samuelpessoai

(112).
- La qlucosilacion transitoria de oligosacaridos de alta manosa descripta en

la seccion I.6. ha sido observada en T. cruzi (85,86,115), L. mexicana

(113), en T. dionisii, T. conorhini, L. samueli, H. samuelpessoai, B.
culicis y L. adleri (112) y en C. fasciculata y C. harmosa (114). En la
Fig. 15 se presenta un resumen acerca del mecanismo de glicosilacion y pro-
cesamiento de glicoproteinas en los tripanosomatidos en l1os que se conoce.
- E1 tamafio de la porcion lipidica de los Dol-P-monosacaridos sintetizados
"in vivo" fue determinada para dos tripanosomatidos. En T. cruzi (110) fue
estimada en 13 unidades de isopreno y en C. fasciculata (35) en 1l unida-
des.
Mayores detalles sobre el mecanismo de glicosilacion de proteinas en

tripanosomatidos seran presentados en la seccion Antecedentes y Objetivos de

cada capitulo de esta tesis.



Leishmania mexicana

MangGlcNAcy-P-P-dolicol

MangGlcNAc)-Prot ==0lc 1MangGlcNAc-Prot

Leishmania adler:

MangGlcNAcy-P-P-dolicol

MangGlcNAc,-Prot == Glc 1Man gGlcNAc 5 -Prot
msﬁf&lt ===0lc yMangGlcNAc)-Prot
Trypanosoma cruzi (amastigotes axénicos)
Man 7Glc NAc,-P-P -dolicol

Man7GlcNAcy-Prot == GlcMan7GlcNAc 7 - Prot
MangGlcNAcy-Prot

MangGleNAcy-Prot

FIGURA 15: Mecanismo de N-glicosilacion de proteinas y

_54_

Crithidia fasciculata

Crithidia harmosa

Man7GlcNAcsP-P-dolicol

MansGlc NAcz-ProQ ==G06lc Man5GlcNAcyProt

ManGGIcNAcz-F’rot —_ @‘ MangGlcNAcy Prot

Trypanosoma cruzi (epimastigotes)

Trypanosoma conorhini

Trypanosoma dionisis

Man gGlcNAcz-P-P-dolicol

MangGlcNAcy-Prot —= Glc MangGlcNAcy-Prot
M_a_ngGl_c!/Ar_:;ﬂ —=0IcMangGlicNAcy-Prot
m7G|c_LAcZ-_P2_t ==06lc;Man 7 GicNAc,-Prot
MangG INAcyProt

MangGlcNAc»Pr ot

oligosacaridos en tripanosomatidos.

Los oligosacaridos subrayados son los que se
coproteinas maduras. En epimastigotes de T. cruzi s6lo se trans-
fiere MangGlcNAc, mientras que en amastigotes obtenidos de medio

axénico se transfieren MangGlcNAc, (mecanismo de epimastigotes) y

Man;G1cNAcs.

procesamiento de Tlos

detectan en las gli-



-55_

CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

IT.1. Materiales

IT.1l.1. Material radioactivo

La marcacion de células de E. gracilis se realizd con (u-14c)glucosa
(284.5 Ci/mol1) de New England Nuclear. En las marcaciones de L. enriettii y
T. cruzi se utilizé (U-1%C)glucosa (325 Ci/mol) adquirida a American
Radiolabeled Chemicals.

GOP-(14C)Man (216.5 Ci/mol) y uDP-(14C)G1c (285 Ci/mol) fueron pre-
parados en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fundacion Campomar"
por S. Raffo y M. Bravo, seglin la técnica de Wright y Robbins (116) con algu-

nas modificaciones.

II.1.2. Standards radioactivos

Man7Gl1cNAc, y MangGlcNAc, se obtuvieron como derivados de Dol-P-P
sintetizados "in vivo" por amastigotes de cultivo axénico de T. cruzi en pre-

sencia de (U—14C)g1ucosa (115).

Mang_gGIcNAC se prepararon por incubacion de cortes de oviducto de
gallina con (U-14C)glucosa y tratamiento con endo-H de los glicopéptidos for-

mados, previa incubacion de las proteinas totales con proteasa (21).

Many, Many y Mang radioactivos se obtuvieron por acetdlisis del

manano de S. cerevisiae (117) y MangGlcNAc por acetolisis de (14C)Man9G1cNAc



obtenido de oviducto de gallina.

Do1-P-(14C)Man fue preparado por incubacion de microsomas de higado
de rata con Dol-P y GDP-(14¢)Man bajo las condiciones indicadas en la seccion
I1.5.1. E1 Dol-P-Man sintetizado se purifico por cromatografia de intercambio
ionico de la manera descripta en 1I1.2.4,

Glcy_3MangGlcNAcp se obtuvieron como derivados de Dol-P-P de cortes

de oviducto de gallina incubados con (U-14C)glucosa (21).

IT.1.3. Enzimas y otros reactivos

Se utilizaron las siguientes enzimas:

- proteasa tipo XIV de Streptomyces griseus, de Sigma;

- endo-/?rN—aceti]g]ucosaminidasa H (endo-H) de S. griseus, de Sigma;

-fomanosidasa de "jack bean" tipo III, de Sigma.

Dol-P fue adquirido a Sigma.

II.1.4. Protozoarios

E. gracilis var bacillaris fue cultivada a 28°C y en oscuridad en dos
medios que diferian en la fuente de carbono. E1 medio A contenia 0,3% glucosa
y el B 1% etanol. Ambos medios contenian ademas: 1% triptona (Difco), 0,4%
extracto de levadura (Difco) y IO,HS/m] de vitamina B 12,

C. fasciculata y B. culicis fueron cultivadas en el medio descripto
por Bacchi y col. (118) a 28°C.

L. enriettii (forma promastigote) y T. cruzi (formas epimastigote y

amastigotes axénicos) se cultivaron a 25 y 28°C respectivamente, ambos en un



medio conteniendo: 33 g/1 de infusion cerebro-corazon (Difco), 3 g/1 de trip-
tosa (Difco), 4 g/1 de NapHPO, 0,4 g/1 de KC1, 0,02 g/1 de hemina (Sigma) y
102 de suero fetal bovino (FCS) inactivado (GEN S.A.), todo ajustado a pH
7.2-7.4,

Los tripomastigotes y amastigotes intracelulares de T. cruzi se obtu-
vieron a partir de células en cultivo infectadas. Como hospedadoras se utili-
zaron células BESM (misculo liso de embrion bovino) que fueron cultivadas en

2, con medio RPMI-1640 suplementado

monocapa en botellas plasticas de 175 cm
con 5% FCS (119), 100 U/ml de penicilina y 100)K9/m1 de estreptomicina. Segin
se quisieran obtener tripomastigotes o amastigotes intracelulares, las célu-
las  fueron infectadas a una multiplicidad de 100 & 1,5 «x
107 parasitos/botella, respectivamente. Al infectar a una alta multiplicidad
las células hospedadoras se lisan antes de que los amastigotes se transformen
intracelularmente en tripomastigotes, y 1liberan al medio los amastigotes
intracelulares. Sin embargo, habitualmente las preparaciones de amastigotes
intracelulares 1levan un 10-20% de contaminacion con tripomastigotes.

Los amastigotes axénicos se obtuvieron por pasaje a medio fresco de
una pequefa cantidad de epimastigotes de fase estacionaria. Bajo estas con-
diciones parte de los epimastigotes adoptan la morfologia de amastigotes
(120). Los amastigotes pueden separarse de los epimastigotes debido a que los
primeros forman agregados y sedimentan mientras que los epimastigotes, por
ser flagelados, se distribuyen en todo el medio, 10 que permite eliminarlos
por sucesivos cambios de medio de cultivo. E1 cultivo de amastigotes se man-
tiene por repique a medio fresco de células en fase exponencial de creci-

miento. Si el cultivo alcanza la fase estacionaria se diferencia a

epimastigotes.



Los clones de T. cruzi utilizados en los distintos ensayos fueron:
CA-1/72, Miranda 80 y Miranda 88. De acuerdo al analisis de restriccion de
minicirculos las células Miranda 80 y 88 son indistinguibles, pero diferentes

de las células CA-I/72 (121).

I1.2. Marcacion de protozoarios y aislamiento de sustancias radioactivas

11.2.1. Marcacion de Leishmania enriettii

0,4 g de parasitos se cosecharon en fase de crecimiento exponencial
por centrifugacion a 1.500 x g durante 10 min a 4°C. Se lavaron dos veces con
50 ml de PBS y una vez con 50 ml de medio minimo de Eagle (MEM) (122) sin
glucosa pero con el agregado de 5 mM piruvato de sodio (MEM/piruvato). Luego
los parasitos fueron resuspendidos en 0,8 ml de MEM/piruvato conteniendo 150
ML de (U-14C)glucosa, todo previamente templado a 25°C. La incubacidon a esa
temperatura durd 15 min y se detuvo por el agregado de 5 ml de
cloroformo/metanol (3:2) de manera de obtener wuna particion de Folch
(cloroformo/metanol /agua 3:2:1). De la interfase formada se aislaron los

Dol-P-P-oligosacdridos y de la fase inferior los Dol-P-monosacaridos.

11.2.2. Marcacion de Euglena gracilis

En el caso de las células cultivadas en medio A, 22 g (peso himedo)
de células cosechadas en fase de crecimiento exponencial se lavaron tres
veces con 1,5 volumenes (Vol/peso himedo) de MEM/piruvato. La marcacion se
realizo resuspendiendo las células lavadas en un volumen de MEM/piruvato con-

teniendo 500 pCi de (U-14C)glucosa. Alos 15y 25 min de incubacidon a 28°C se



tomaron alicuotas de 20 ml y se sometieron a sendas particiones de Folch.
Para las celulas crecidas en medio B las condiciones empleadas fueron las
mismas excepto que se partido de 2,5 g de material y las alicuotas se tomaron
(de un volumen total de 5 ml) como sigue: la primera (de 4 ml) se tomb a los
20 min de incubacidn; al ml restante se le agregaron 9 ml de medio B y se
incubo durante 130 min mas. Ambas alicuotas se 1levaron a la proporcion final

de cloroformo/metanol/agua (3:2:1) para detener la incubacion.

I1.2.3. Marcacion de Trypanosoma cruzi

Para la marcacion de epimastigotes y amastigotes axénicos de T. cruzi
los organismos se cosecharon en fase de crecimiento exponencial, se lavaron
tres veces con MEM/piruvato, se resuspendieron en dos volumenes de
MEM/piruvato + 100-300 yCi de (U-14C)glucosa y se incubaron a 37°C por
diferentes tiempos.

Para la obtencion de tripomastigotes y amastigotes intracelulares se
infectaron células musculares en cultivo a diferente multiplicidad (los
detalles se presentaron en la seccion II.1.4.). Producida la lisis de las
células infectadas, el sobrenadante que llevaba los parasitos fue centrifu-
gado a 350 g por 5 min. E1 sobrenadante se pasd a dos botellas plasticas de
175 cm y se incubd tres horas a 37°C para producir la adhesion de las célu-
las musculares que contaminaban el sobrenadante. E1 medio sobrenadante se
filtro luego a través de un filtro Spectra/mesh de 101Hm de abertura de poro.
Este procedimiento aseguro que la muestra obtenida no estuviera contaminada
con células hospedadoras. De aqui en mas el procedimiento de marcacion no

difirio del realizado para los otros protozoarios. Brevemente, los parasitos



purificados de células de mamifero se lavaron tres veces con MEM/piruvato y
se resuspendieron en dos volumenes de MEM/piruvato conteniendo 100—300}4Ci de
(U-14C)g1ucosa. E1 medio de marcacion de tripomastigotes fue adicionado con
1% de seroalbumina bovina para evitar la lisis de los parasitos. Finalmente
se realizaron las incubaciones a 37°C por diferentes tiempos.

En los casos de incubaciones tipo "pulso-chase", el pulso durdo 60 min
con la marca radioactiva y luego se diluyo 10 veces con medio de crecimiento
en el caso de los epimastigotes y medio RPMI-1640 con 5% FCS para los tripo-
mastigotes, y se dejo incubar 60 min mas.

Para el estudio de los Dol-P-P-oligosacaridos y de los oligosacaridos
de alta manosa unidos a proteina, terminadas las incubaciones se recibieron
alicuotas en 25 ml de cloroformo/metanol (3:2), se agregaron 8 mg de proteina
microsomal de rata como carrier y agua, hasta completar 5 ml. De la interfase
formada se extrajeron los derivados de Dol1-P-P y los glicopéptidos.

Para aislar oligosacaridos tipo complejo de glicoproteinas las mar-

caciones se detuvieron agregando 4 volumenes de metanol.

I1.2.4. Aislamiento gg_Do1-P—monosac§ridos sintetizados "in vivo"

La fase inferior de la particion de Folch obtenida luego de incubar
las células con (14C)glucosa se secO a temperatura ambiente y se saponifico
(ver I1.3.3.). Después de saponificar, la fase inferior resultante se seco,
se disolvio en 0,8 ml de cloroformo/metanol (2:1) y se sembro en una columna
(pipeta Pasteur) de DEAE-celulosa (forma acetato) equilibrada con el mismo
solvente. La columna se lavo con 8 ml de cloroformo/metanol (2:1) y luego se

eluyo con 4 ml del mismo solvente conteniendo 10 mM formiato de amonio y 12



ml de cloroformo/metanol (2:1) con 30 mM formiato de amonio. Las fracciones
colectadas fueron de 0,8 m1 y se reunieron aquellas eluidas con 30 mM de sal
que presentaron radioactividad. Estas fracciones se secaron primero con
corriente de aire y luego en desecador al vacio y finalmente fueron sometidas

a hidrolisis acida suave para su analisis.

IT.2.5. Aislamiento de Dol-P-P-oligosacdridos sintetizados "in vivo"

En el caso de L. enriettii la interfase de la primera particion de
Folch se sometido a una nueva particion en cloroformo/metanol/agua (3:2:1). La
interfase obtenida se lavo cuatro veces con 5 ml de agua y luego se extrajo
con 2 ml de metanol y seis veces con 1,5 ml de cloroformo/metanol/agua
(1:1:0,3); este ultimo solvente de ahora en mas sera 1lamado 1103. E1 preci-
pitado delipidado no se descartdo porque contenia las glicoproteinas. Se
reunieron el extracto metandolico y el de 1103 y se evaporaron a sequedad con
corriente de aire a temperatura ambiente. El material seco se resuspendio en
0,8 ml de solvente 1103 y se sembrd en una columna de DEAE-celulosa (forma
acetato) de 0,5 x 5 cm equilibrada con el mismo solvente. Se recogieron frac-
ciones de 1 ml provenientes de: 10 ml de lavado con 1103, 5 ml de 1103 con-
teniendo 10 mM formiato de amonio, 10 ml de 1103 conteniendo 30 mM de la
misma sal y 10 m1 de 1103 conteniendo 60 mM formiato de amonio. Se reunid el
material radioactivo que eluyd como un pico bien definido con 30 mM de sal.
Este fue secado con corriente de aire e hidrolizado para liberar los oligo-
sacaridos.

Para el material obtenido de células de E. gracilis se procedio prac-

ticamente de la misma manera que con el proveniente de L. enriettii, siendo



la dnica diferencia que los volimenes de las soluciones de lavado y extrac-
cion del pellet proteico se aumentaron seis veces debido a que se partio de
una mayor cantidad de material. Una vez obtenido el extracto 1103 se trabajo
con los volumenes indicados para L. enriettii.

En el caso de T. cruzi las interfases se lavaron una vez con 30 ml de
cloroformo/metanol/agua (3:2:1), otra vez con 30 ml de agua y finalmente tres
veces con 5 ml de agua. La extraccion y purificacion de

Dol1-P-P-oligosacaridos se realizo como se indicd para L. enriettii.

I1.2.6. Aislamiento de glicopéptidos

Para la obtencion de glicopéptidos se trabajo con el precipitado
remanente luego de la extraccion de Dol-P-P-oligosacaridos con solvente 1103.
Este material delipidado se lavo una vez con 5 ml de metanol y tres veces con
5 ml de agua. El precipitado proteico lavado se sometié a digestidon con pro-
teasa bajo las condiciones explicadas en la seccion I1I1.3.12. Los productos de
protedlisis se separaron por filtracion en una columna de BioGel P-6
(120 x 1,25 cm) equilibrada con buffer acetato de piridina 0,1 M pH 5,0. Se
sembraron aproximadamente 2 ml de muestra (después de reducir su volumen por
evaporacion) y se recogieron fracciones de 2 ml. Se reunieron las fracciones
radioactivas cuyos volumenes de elucion coincidieron con aquellos de los gli-
copéptidos conteniendo entre 4 y 14 restos de monosacarido utilizados como
standard. Ese material se secO con corriente de aire, se sembrd en papel y se
sometio a electroforesis en 5% acido formico. Las sustancias neutras se
descartaron y se continud trabajando con el material radioactivo que migro

hacia el catodo. La movilidad electroforéetica de esas sustancias proviene de



la carga positiva que adquieren los aminoacidos en medio acido. Este material
cargado se eluyd y se secd, constituyendo la 1lamada fraccion de glicopépti-

dos purificados.

I1.2.7. Aislamiento de oligosacaridos sensibles a endo-H de glicopéptidos

Estos se obtuvieron por tratamiento con endo-H de los glicopéptidos
purificados (ver I1.3.10.) y una segunda electroforesis en acido formico 5%.
Los oligosacaridos sensibles a endo-H, por accion de esta enzima son separa-
dos de un residuo de N-acetilgltucosamina unido a su vez a un péptido, con lo
que pierden su carga positiva en medio acido. Por 10 tanto, los oligosacari-
dos liberados por endo-H no migran en una electroforesis en acido formico 5%.
Se eluyeron entonces los compuestos correspondientes al pico neutro, se
secaron y se procedio a su identificacion.

La fraccion de oligosacaridos endo-H resistentes esta constituida por
el material que después de tratamiento con la enzima sigue migrando hacia el

catodo.

11.2.8. Aislamiento de oligosacaridos tipo complejo de glicopéptidos

La incubacion de los parasitos con (14C)glucosa se detuvo agregando 4
volumenes de metanol. E1 precipitado resultante se resuspendio en 1 ml de
agua y se reprecipito con 4 ml de metanol tres veces mas. Finalmente se
agregd 1 ml de 0,02 N HC1 y se hidrolizaron los residuos de acido sialico por
calentamiento a 100°C durante 150 min (123). Cumplido este tiempo las
muestras se enfriaron, se neutralizaron con NaOH y se precipitaron con 4

volimenes de metanol. Este precipitado fue digerido primero con proteasa y
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luego con endo-H. E1 material resistente a esta ultima enzima fue aislado por
electroforesis en acido formico 5% como se detalld en la seccidn anterior.
Luego fue sometido a /3-e1iminaci6n en 0,5 ml de 0,075 N NaOH, 1 M NaBHg,
durante 16 horas a 45°C (124). A continuacion se agregaron 3 ml de acido
acético 1 M y se desald la muestra en una columna de BioGel P-6 (97 x 1 cm)
equilibrada con 0,1 M buffer acetato de piridina pH 5,0. Finalmente, 1o0s oli-
gosacaridos liberados por [;-eliminacién se separaron de 1os glicopéptidos
resistentes al tratamiento por electroforesis en acido formico 5%. El
material cargado positivamente en ese sistema de electroforesis esta con-
situido por glicopéptidos con oligosacaridos tipo complejo. Para analizarlos
se los sometid a hidrolisis acida total y los productos se purificaron por
electroforesis en acido formico 5%. Por este procedimiento se recuperan los

azuacares liberados como material neutro y se pierden los aminoacidos y los

restos de glucosamina.

11.3. Metodos

I1.3.1. Hidrolisis acida suave

Este método es normalmente empleado para romper el enlace entre Dol-P
o Dol-P-P y mono u oligosacaridos. Las muestras fueron secadas y resuspen-
didas en 1 ml de HCl 0,02 N. La hidrolisis se realizd durante 15 min a 100°C.
Una vez enfriadas las muestras se agregaron 5 ml de cloroformo/metanol (3:2)
y se centrifugaron. Las fases superiores conteniendo los mono u oligosacari-

dos liberados de Dol-P o Dol-P-P respectivamente, se secaron a 60°C y se cro-

matografiaron en papel.



11.3.2. Hidrolisis acida total

Los oligosacaridos se disolvieron en 1 ml de HCl 1 N y se hidroli-
zaron durante 4 h a 100°C. Para cambiar los iones cloruro de la muestra por
iones acetato se agregaron 1 ml de agua y aproximadamente 1 g de un intercam-
biador de aniones (Dowex AG-X-1 forma acetato). El material no pegado a la

resina mas el volumen de dos lavados con 1 ml de agua se reunieron y secaron.

11.3.3. Saponificacion

La fase inferior seca se resuspendido en 2,5 ml de cloroformo/metanol
(4:1) conteniendo 0,2 N NaOH. Se incubd 10 min a 37°C y luego se 1levd a la
proporcion final (3:2:1) de cloroformo/metanol/agua, por agregado de 0,8 ml
de metanol y 0,66 ml de agua. La fase inferior asi formada se lavd tres veces

con cloroformo/metanol/agua (1:16:16), y finalmente se 1levo a sequedad.

I1.3.4. Reduccidon de oligosacaridos con NaBHg

Las muestras secas se resuspendieron en 1 ml de NaBHg 0,1 M y se
incubaron 16 h a temperatura ambiente. Se agregaron 1,5 ml de acido acético,
se secd la muestra y se desald con una resina cationica (Dowex 50, forma H').
E1 material desalado se 1levo a sequedad, se resuspendio en 1 ml de metanol y
se secO nuevamente para eliminar el acido borico. Este procedimiento se repi-

ti0 tres veces mas.



11.3.5. Acetdlisis

Basicamente el procedimiento empleado fue el descripto por Kocourek y
Ballou (125). La acetilacion de las muestras se 1levo a cabo en 1 ml de
piridina/anhidrido acético (l:1) durante 3 h a 100°C. A continuacion 1las
muestras se secaron y se lavaron dos veces con 1 ml de metanol anhidro eva-
porando a sequedad cada vez.

La acetdlisis se realizdo en 1 ml de anhidrido acético/acido acético/
acido sulfurico (10:10:1) a 30°C durante 16 h. Cumplido este tiempo se agre-
garon 2 ml de piridina y se evapord a 60°C con corriente de aire. Luego se
agregaron 2,5 ml de cloroformo y 2,5 ml de agua. Se secO la fase clorofdormica
y la fase acuosa se extrajo nuevamente con 2,5 ml de cloroformo. La segunda
fase cloroformica obtenida se reunid con el material seco de la primera, se
lavd con 2 ml de agua y se seco.

Finalmente se realizdo la de-0-acetilacion de 1los productos de
acetolisis. Se agregaron 0,9 ml de metanol y 0,1 ml de metoxido de sodio 1 M
a cada muestra. Este altimo reactivo se preparo disolviendo sodio metalico en
metanol. Después de 20 min de reacciOn a temperatura ambiente, se agrego 1 ml
de agua y se desald por agregado de resina Dowex 50 (forma HY). La solucidn
desalada se secdO y se identificaron los productos de acetdlisis por croma-

tografia en papel.



II1.3.6. Cromatografia en papel

E1 papel utilizado fue SS 2043a (Schleicher & Schiiel1). Los solventes
empleados para desarrollar las cromatografias se detallan a continuacion:

A, 1l-butanol/piridina/agua (6:4:3)

B, 1-butanol/piridina/agua (10:3:3)

C, l-propanol/nitrometano/agua (5:2:4)

D, l-butanol/piridina/agua (4:3:4)

E, 1 M acido acético /1 M acetato de amonio pH 7,4 /etanol (26:4:75)

I1.3.7. Electroforesis en papel

Se usd papel SS 2043a (Schleicher & Schiell). Las condiciones en que
se realizaron las electroforesis y los buffers utilizados fueron:

Acetato de piridina 1 M, pH 6,5: 25 V/cm, 30 min

Molibdato de sodio 0,1 M, pH 5,0: 17 V/cm, 60 min

Acido formico 5%: 30 V/cm, 120 min

I1.3.8. Determinacion de proteinas

Se realizdo por el método de Lowry (126). Como standard se utilizd

seroalbumina bovina.



11.3.9. Determinacion de radioactividad

Para la determinacion de radioactividad en cromatogramas y electro-
ferogramas se corto cada tira en papelitos de 1 cm (eventualmente de 0,5 cm);
cada papelito fue colocado en un vial descartable conteniendo mezcla de cen-
telleo (0,5% 2,5-difeniloxazol, 0,025% 1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil)
benceno en tolueno).

En el caso de las muestras radioactivas acuosas la radioactividad se
midio con tres volumenes de la mezcla de centelleo descripta por Bray (127).

Las muestras contenidas en solventes organicos fueron evaporadas con
corriente de aire y luego se agregaron 2 ml de mezcla de Bray.

En todos los casos la radioactividad se determind en un contador de

centelleo 1iquido.

11.3.10. Tratamiento con endo-H

Las muestras secas se resuspendieron en 180 /U de buffer
trietilamina-acetato 50 mM pH 5,5 , se agregaron 0,01 unidades de endo-H y se
incubaron a 37°C entre 12 y 24 horas (128). Terminada la incubacion se eva-

poraron las muestras a sequedad con corriente de aire.

I1.3.11. Tratamiento con G(-manosidasa

100/{1 de suspensidon enzimatica (8 unidades) se dializaron durante 3
horas contra 250 ml de buffer citrato de sodio 50 mM pH 4,5 conteniendo 0,1

mM acetato de zinc. La suspension dializada se agregd al tubo que llevaba la
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muestra seca y se incubdo a 37°C durante 16 horas. La incubacion se detuvo por
agregado de 1 ml de agua y calentamiento a 100°C, 5 min. Se centrifugd, el
sobrenadante 1impido se 1levd a sequedad, y se sembrdo en papel para ser desa-
lado por electroforesis en acetato de piridina. E1 material neutro luego de
la electroforesis se eluyd, se secd y se identifico por cromatografia en

papel.

11.3.12., Tratamiento con proteasa

E1 precipitado de proteina se resuspendio en 5 ml de buffer Tris-HC]
0,1 M pH 8 conteniendo CaCl, 2 mM. Se agregd una punta de espatula de pro-
teasa y se incubd entre 37 y 50°C, durante 4 6 2 dias respectivamente, bajo
atmosfera de tolueno. Cada dia se agregd otra punta de espatula de la enzima.
Terminada la incubacion, se redujo el volumen por evaporacidon con corriente
de aire a 60°C; se centrifugdo y se sembrd en una columna de filtracion en gel
para la separacion de los productos (ver "Aislamiento de glicopeptidos", sec-

cion I1.2.6.).

I1.4. Preparaciones

I1.4.1. Microsomas de tripanosomatidos

Células de los diferentes tripanosomatidos se cosecharon durante la
fase de crecimiento exponencial temprana por centrifugacion a 1.000 x g
durante 10 min. Se lavaron dos veces con solucion A (0,25 M sacarosa, 5 mM
Na-EDTA pH 7,2 y 5 mM 2-mercaptoetanol), se mezclaron con dos veces Su peso

himedo en perlas de vidrio, y se rompieron en mortero hasta que al microsco-



pio practicamente no se vieron ceélulas vivas (aproximadamente 2 min). Se
dejaron decantar las perlas de vidrio y a continuacion el homogenato obtenido
se diluyo con solucion A y se centrifugd 5 min a 1.000 x g. E1 sobrenadante
se clarifico por centrifugacion a 17.300 x g durante 15 min., Este sobrena-
dante se ultracentrifugd 60 min a 100.000 x g, de donde se obtuvo un precipi-
tado microsomal que fue resuspendido en homogenizador Potter vidrio-teflon a
una concentracion de proteina de 30-60 mg/ml con un minimo volumen de solu-
cion A,

Para realizar la sintesis de Dol-P-P-oligosacaridos se emplearon
microsomas recién preparados dado que por congelamiento perdian la actividad

enzimatica.

11.4.2. Microsomas de higado de rata

34 g de higado de ratas que fueron ayunadas durante 48 h se homoge-
neizaron con solucion A en un disruptor tipo "Omnimixer". E1 homogenato se
centrifugd a 18.000 x g durante 15 min. E1 sobrenadante se ultracentrifugd 60
min a 100,000 x g y el precipitado microsomal se resuspendio en solucion A

con la ayuda de un homogenizador Potter, a una concentracion de proteina de

aproximadamente 100 mg/ml.

11.4.3. Aceptores exdgenos

100 g de higado de vaca se homogeneizaron en Omnimixer con 200 ml de
metanol y 300 ml de cloroformo. La interfase obtenida por centrifugacion a
baja velocidad se lavo tres veces con 500 ml de cloroformo/metanol/MgCl, 4

mM (1:16:16) y una vez con 500 ml de cloroformo/metanol/agua (1:16:16). Luego



se extrajeron los Dol-P-P-oligosacaridos con 200 ml de solvente 1103; este
procedimiento se repitid dos veces mas. E1 extracto 1103 obtenido se filtrd a
través de papel Whatman N°1 y todo el volumen se sembrd en una columna de
DEAE-celulosa (forma acetato) de 32 x 1,2 cm, equilibrada con solvente 1103,
La columna se lavdo con 150 ml de 1103 y se eluyd primero con 120 ml de 1103
conteniendo 15 mM formiato de amonio, y luego con 150 ml de 1103 con 100 mM
de la misma sal. E1 material eluido con 100 mM de formiato de amonio se 1levd
a la proporcion final 3:2:1 de cloroformo/metanol/agua para eliminar la sal.
La fase inferior asi formada se lavo con cloroformo/metanol/agua (1:16:16),
se secO y se resuspendio en 6 ml de solvente 1103. Los aceptores exdgenos se

conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

I1.4.4. Microsomas de higado solubilizados

1 ml de microsomas de higado de rata (aproximadamente 100 mg de
proteina) se resuspendieron, en frio, con 5 ml de buffer TNP40 (0,1 M Tris-
acetato pH 7,0, 5 mM EDTA, 5 mM /?—mercaptoetanol, 20% glicerol y 0,12%
Nonidet P-40). Se agitd un minuto eg Vortex y se centrifugd 60 min a 100.000

x g. E1 sobrenadante de ultracentrifugacion se usé como fuente de enzima.

[I.5. Incubaciones "in vitro"

I1.5.1. Sintesis de Dol-P-monosacaridos

Las mezclas de reaccidon contenian, en un volumen total de 50/q1, 0,6%

Triton X-100, 50 mM buffer Tris-maleato pH 7,6, 10 mM MgClp, 12 mM 5'AMP,

0,4-0,9 mg de proteina de membrana, diferentes concentraciones de Dol-P de



higado y QAM uoP-(14c)Gic 5 10 AM GDP-(14C)Man. En todos Tos casos se agrego
primero el Dol-P, que fue secado al vacio y luego resuspendido en el
detergente. A continuacion se agregaron el resto de los reactivos. Las incu-
baciones duraron 5 min y se realizaron a 28°C, excepto para L. enriettii e
higado de rata que los ensayos tuvieron lugar a 25 y 37°C, respectivamente.
Para detener las reacciones se agregaron 0,5 ml de metanol, 0,75 ml de cloro-
formo y 0,2 ml de agua. Las fases inferiores se lavaron tres veces con 0,5 ml
de cloroformo/metanol/agua (1:16:16) y finalmente se determind la radioac-
tividad en cada una.

Para estudiar los nucledtido-azicares presentes al final de la incu-
bacion se tomaron 100}1\1 de la fase superior de la particion de Folch con la
que se detuvo el ensayo, se sembrd esa alicuota en papel y se cromatografio

en solvente E.

[1.5.2. Sintesis de Dol-P-P-oligosacaridos

10 pg de Dol-P y 30 Al de aceptores exdgenos (provenientes de 0,5 g
de higado de vaca) fueron secados al vacio y solubilizados con 5}\1 de deoxi-
colato de sodio 5%. A continuacion se agregaron el resto de los reactivos en
las concentraciones finales que se indican: 40 mM buffer Tris-maleato pH 7,6,
8 mM MgCl,, 55 }\M GDP-(14C)Man y las preparaciones frescas de membrana (3 mg
de proteina en el caso de higado de rata, 0,72 mg para L. enriettii, 1,5 mg
para C. fasciculata, 0,8 mg para B. culicis y 0,68 mg para T. cruzi), en un
volumen final de 60 }\1. Cuando se indica en el texto, los sustratos Dol-P y
GDP-(14C)Man fueron reemplazados por Do1-P-(14C)Man (60.000 cpm) sintetizado

por microsomas de higado de rata como se describio en la seccion anterior y



purificado por cromatografia en DEAE-celulosa (ver I1.2.4.).

Las incubaciones se realizaron a 28°C en los casos de C. fasciculata,
B. culicis y T. cruzi, a 25°C para L. enriettii y a 37°C para microsomas de
higado de rata. A los 15-20 min de incubacion las reacciones se detuvieron
por agregado de 0,5 ml de metanol, 0,2 ml de una suspensidon acuosa de micro-
somas de higado (30 mg proteina/ml) como carrier y 0,75 ml de cloroformo.
Después de centrifugar, las interfases y las fases inferiores obtenidas se
procesaron por separado.

Interfases: se lavaron dos veces con cloroformo/metanol/agua
(1:16:16). Los derivados de Dol-P-P que contenlan mias de 6-7 unidades de
monosacarido fueron extraidos cuatro veces con 0,5 ml de solvente 1103. Los
extractos 1103 se purificaron luego por pasaje a través de microcolumnas
(pipetas Pasteur) de DEAE-celulosa (forma acetato) equilibradas con solvente
1103. Después de sembrar la muestra, cada columna fue lavada con 9 ml de
solvente 1103, luego con 4 ml del mismo solvente con el agregado de 10 mM de
formiato de amonio, y finalmente se eluyeron los Dol-P-P-oligosacaridos con 8
ml de solvente 1103 conteniendo 30 mM formiato de amonio.

Fases inferiores: se secaron y saponificaron bajo las condiciones
descriptas en la seccion 11.3.3. Las fases inferiores limpias conteniendo los
derivados de Dol-P y los derivados de Dol-P-P de menos de 6-7 restos de mono-
sacarido, se reunieron con los derivados de Dol-P-P de mayor tamano solo
cuando el texto lo indica.

La determinacion de actividad de manosiltransferasa con enzima solu-
bilizada se realizdo en presencia de: 20/&1 de aceptores exdgenos (contenidos
originalmente en 0,32 g de higado de vaca), Do1-P-(14C)Man sintetizado por

microsomas de higado de rata (20.000 cpm), 60 yq de buffer TNP40 (ver seccion



11.4.4.), 5 mM MgCl,, 0,25% Nonidet P-40 y 40 }U de preparacion microsomal
solubilizada. Las incubaciones se realizaron a 37°C durante 30 min y se detu-
vieron agregando 0,5 m1 de metanol, 0,75 ml de cloroformo y 0,2 ml de suspen-
sion de microsomas de higado como carrier. A continuacidn se procedio de la

misma manera que cuando se utilizaron microsomas como fuente de enzima.

11.5.3. Degradacidon de oligosacaridos

Se incubd MangGlcNAc (18.000 cpm) sintetizado "in vivo" por cortes de
oviducto de gallina con los siguientes reactivos: 40 mM buffer Tris-maleato
pH 7,6, 8 mM MgCl,, 0,4% deoxicolato de sodio y 1,5 mg de preparacidon micro-
somal de C. fasciculata, en un volumen final de 60 PJ' Después de 6 horas de
incubacion a 28°C se agregaron 0,75 ml de cloroformo, 0,5 ml de metanol y
0,2 ml de agua. La fase superior formada por centrifugacion se secd, se
resuspendio en 1 ml de 0,1 M buffer acetato de piridina pH 5y se sembro en
una columna de BioGel P-6 equilibrada con el mismo buffer. Se reunieron las
fracciones donde eluyen oligosacaridos entre 4 y 14 restos sacaridicos, se

secaron y se sometieron a cromatografia en papel con solvente C.



CAPITULO III

DERIVADOS DE DOLICOL EN Leishmania enriettii

Antecedentes y Objetivos

En la seccion 1.10. se han mencionado los oligosacaridos que se acumulan
como derivados de Dol-P-P y se transfieren a proteinas en diferentes tripano-
somatidos. Cabe recordar que en todos los casos estos oligosacaridos estan
desprovistos de residuos de glucosa.

Se ha demostrado que el oligosacarido de mayor tamano que se sintetiza
unido a Dol-P-P y que se transfiere a proteinas es el mismo para todas 1las

especies estudiadas de los géneros Trypanosoma vy Herpetomonas:

MangGlcNAcp (85,110-112). Ademas, las dos especies del género Crithidia ana-
1izadas acumulan ManyGlcNAcp (108,114) y las dos especies de Leishmania (L.
adleri y L. mexicana) transfieren a proteinas MangGlcNAcp (111,113), Esta
observacion 1levd a generalizar que, aparentemente, el tamano del oligo-
sacarido que se acumula como derivado de Dol-P-P seria el mismo para todos
los miembros de un género de tripanosomatidos (111). En la bisqueda de otro
tripanosomatido que acumulara MangGlcNAcp, y teniendo en cuenta la generali-
zacion mencionada, se inicido el estudio de los derivados de Dol-P-P en L.
enriettii. Como se mostrara a continuacion, L. enriettii acumula "in vivo"
ManyG1cNAc,-P-P-Dol, con lo que se niega la generalizacion segin la cual
todos los tripanosomatidos pertenecientes a un mismo género acumularian y
transferirian a proteinas oligosacaridos del mismo tamano.

Por otra parte, trabajos previos del grupo de Parodi han demostrado 1la

incapacidad de T. cruzi (110), C. fasciculata (114), T. dionisii y L. samueli




(111) de sintetizar Dol-P-(14C)G1c "in vivo" a partir de (14C)glucosa, pero
bajo las mismas condiciones se detectd la formacion de Dol-P-(14C)Man. En
cambio en los casos de L. adleri y H. muscarum (111) se observd sintesis "in
vivo" de Dol-P-Man y Dol-P-Glc. Estos resultados sugirieron que la ausencia
de derivados de Dol-P-P glucosilados en los tripanosomatidos seria causada en
algunos casos por la incapacidad de sintetizar Dol-P-Glc y en los otros
debido a un defecto en la transferencia del resto glucosilo del Dol-P-Glc al
oligosacarido preformado. Como primer intento para caracterizar la deficien-

cia presente en L. enriettii aqui se analizan los Dol-P-monosacaridos sin-

tetizados "in vivo".

III. Resultados

IT1.1. Oligosacaridos unidos a Dol-P-P sintetizados "in vivo"

Células de L. enriettii se incubaron durante 15 minutos en presencia
de (U-14C)glucosa. Cumplido ese tiempo, 1os parasitos fueron sometidos a una
particion en cloroformo/metanol/agua (3:2:1) y de la interfase formada se
extrajeron los Dol-P-P-oligosacaridos. Luego éstos fueron purificados por
cromatografia de intercambio anidnico y finalmente los oligosacaridos se

liberaron de la porcion lipidica por hidrolisis acida suave.

II1.1.1, Tamano

Los oligosacaridos 1liberados de Dol-P-P se sometieron a croma-
tografia en papel en solvente C con el objeto de determinar su tamano. En la

Fig. 16 aparece el resultado obtenido. E1 Qnico compuesto que se detectd
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FIGURA 16: Oligosacaridos unidos a Dol-P-P en L. enriettii.
Los Dol-P-P-oligosacdridos sintetizados “in vivo" en presencia de
(U—14C)glucosa se purificaron segin el método descripto en la sec-
cion I1.2.5. Los oligosacaridos liberados de Dol-P-P por hidroli-
sis acida suave se sometieron a cromatografia en papel (solvente
C).

Standards: 9, MangGlcNAcp; 7, Man;GlcNAcs.
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comigra con un standard de Man7GlcNAco.

I11.1.2. Sensibilidad a .X-manosidasa

E1 compuesto que comigrd con un standard de Man7G1cNAc, en la Fig.

16 fue eluido del papel y una alicuota se tratd con -A-manosidasa. Los pro-
ductos de hidrOlisis enzimatica se desalaron y se cromatografiaron en papel
(solvente D) para su identificacion. En la Fig. 17 A se muestra el perfil
obtenido. Se observa un dUnico pico con la misma migracion que un standard de
manosa. Ademas, entre los standards de Many y Man, se detectan uno o mas com-
puestos que no se definen en un pico neto y que llevan poca marca radioac-
tiva. Este tipo de comportamiento suele observarse cuando se trata con
<>[-manosidasa una muestra que lleva en el extremo reductor dos residuos de N-
acetilglucosamina. La poca definicidon del pico se deberia a la mala migracion
del producto de degradacion ManGlcNAcp. Si el compuesto tratado hubiera
estado glucosilado se deberia haber encontrado un pico migrando como

GlcManyGlcNAcy, o sea menos que el standard de Mang.

II1.1.3. Sensibilidad a endo-H

Una técnica utilizada con frecuencia para la caracterizacion de oli-
gosacaridos de alta manosa consiste en el tratamiento de los mismos con la
enzima endo-N-acetilglucosaminidasa H (endo-H). Esta enzima hidroliza en
forma especifica la unidon entre dos residuos de N-acetilglucosamina con
enlace [3-—1,4 en oligosacaridos de alta manosa (128).

© Una alfcuota del supuesto Man7GlcNAcp de la Fig. 16 fue tratada con

endo-H. Los productos de hidrolisis se separaron por cromatografia en papel
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Caracterizacion del oligosacarido unido a Dol-P-P. Tratamientos
enzimaticos.

E1 oligosacarido que migrd como Man7GlcNAc, en la Fig. 16 fue tra-
tado con las enzimas O{-manosidasa (panel A) y endo-H (panel B).
Los productos se analizaron por cromatografia en papel en solvente

D.
Standards: 9, MangGlcNAcp; 7, ManjGlcNAcy; 5, N-acetilglucosamina;

4, Mang; 3, Man3; 2, Manp; 1, manosa.



desarrollada en solvente D.
En 1a Fig. 17 B puede observarse que con este tratamiento se produjo
la liberacion de N-acetilglucosamina al tiempo que se conserva un compuesto

que sigue comigrando con el standard de ManjGlcNAc, (pico I).

II1.1.4. Hidrolisis total

Parte del material que migrd como Man7GlcNAcy después del trata-
miento con endo-H (pico I, Fig. 17 B) fue sometido a hidrdolisis acida total.
Los productos se identificaron por cromatografia en papel (solvente A) segiln
se muestra en la Fig. 18 A, Se observa un solo pico de radioactividad que
migra como un standard interno de manosa, pero no se detecta glucosamina
radioactiva. Si se considera que en la Fig. 17 B se detectd aproximadamente
200 veces mas de radioactividad en el oligosacarido liberado por endo-H que
en el resto reductor de N-acetilglucosamina, resulta razonable que en la Fig.
18 A no se observe un pico de glucosamina radioactiva dado que sb6lo una
pequena alicuota del oligosacarido fue sometida a hidrolisis total. Por otra
parte, ya en C. fasciculata se habla informado la ausencia de marca radioac-
tiva en glucosamina después de realizar la hidrdlisis del oligosacarido pro-
veniente de Dol-P-P (108). En ese caso aparentemente los restos de

N-acetilglucosamina no aparecian marcados incluso después de 1 h de incuba-

cion de las células con (14C)g1ucosa (108).
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Caracterizacion del oligosacarido unido a Dol-P-P. Tratamientos
quimicos.

Parte del material del pico I en la Fig. 17 B se sometid a
hidrdlisis acida total y los productos se cromatografiaron en
papel con solvente A (panel A). Otra alicuota del compuesto del
pico I se sometio a acetolisis y los fragmentos obtenidos se
corrieron en cromatografia en papel con solvente D (panel B). Las
fracciones que no se muestran carecen de radioactividad.
Standards: 1, manosa; 2, Many; 3, Man3; 4, MangGlcNAc; 5, glucosa;

6, glucosamina.



II1.1.5. Acetdlisis

Se denomina acetdlisis al tratamiento quimico que produce la esci-
sion preferencial de enlaces Cjk-l,ﬁ entre residuos de manosa (125). €1
analisis de los fragmentos producidos permite dilucidar parcialmente 1la
estructura de oligosacaridos de alta manosa. Con ese fin se sometido a
acetolisis una alicuota del material que corresponde al pico I de la Fig. 17
B. Los productos de acetdolisis separados por cromatografia en papel se pre-
sentan en la Fig. 18 B. Estos migran como Man3 y MangGlcNAc. Si se consulta
la Fig. 14 podra observarse que estos serian los fragmentos esperados si el
oligosacarido que se estudia tuviera la misma estructura que

Man;G1cNAc, unido a 1ipido de C. fasciculata, C. harmosa y amastigotes

axénicos de T. cruzi.

I11.2. Monosacaridos unidos a Dol-P sintetizados "in vivo"

Células de L. enriettii fueron incubadas durante 15 min con
(14C)glucosa. Luego se realizo una particion de Folch y de la fase inferior
se purificaron los Dol-P-monosacaridos radioactivos. Los monosacaridos fueron
obtenidos por hidrolisis acida suave de los derivados de Dol-P y luego iden-
tificados por cromatografia en papel. En la Fig. 19 se presentan Tlos
resultados; se observa un pico que migrdo como manosa, indicando que el dnico

derivado de Dol-P sintetizado fue Dol-P-Man.
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FIGURA 19: Monosacaridos unidos a Dol-P en L. enriettii.
Los Dol-P-monosacaridos sintetizados "in vivo" en presencia de
(U-14C)g1ucosa se aislaron como se describe en Materiales y
Métodos. Los monosacaridos liberados de Dol-P por hidrolisis acida
suave se cromatografiaron en papel con solvente B.
Standards: 1, manosa; 2, glucosa.



Discusion

Los resultados presentados permiten caracterizar al unico derivado de
Do1-P-P acumulado "in vivo" por L. enriettii como Man;GlcNAc,. De tal manera,
L. enriettii compartiria con los demas tripanosomatidos analizados hasta el
momento la caracteristica de sintetizar derivados de Dol-P-P no glucosilados.

No ha sido el objetivo de este trabajo la caracterizacion detallada de la
estructura del oligosacarido unido a 1ipido. Sin embargo, los datos que
aporta la acetdlisis sugieren que la estructura del oligosacarido
Man7G1cNAcy de L. enriettii seria la misma que la del oligosacarido presente
en C. fasciculata (109), C. harmosa (114) y amastigotes de cultivo axénico de
T. cruzi (115) (ver Fig. 14) y que la del intermediario en la formacion de
Glc3zMangGlcNAcy-P-P-Dol en mamiferos (44) (ver Fig. 6).

De tal manera, las evidencias presentadas contradicen la sugerencia dada
anteriormente (111) segin la cual los tripanosomatidos pertenecientes a un
mismo género acumularian como derivado de Dol-P-P un oligosacarido del mismo
tamafo. Recuerde el lector que en L. adleri (111) y L. mexicana (113) se
habia demostrado la sintesis de MangGlcNAcp como derivado de mayor tamano.

Por otra parte, se muestra la incapacidad de L. enriettii para sintetizar
Do1-P-Gic "in vivo". Este resultado podria explicar la ausencia de derivados
glucosilados de Dol-P-P; sin embargo, como se vera mas adelante, se requieren
estudios "in vitro" para corroborar esta posible explicacion. Esos estudios

se presentan en el capitulo V de esta tesis.
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CAPITULO 1V

MECANISMO DE GLICOSILACION DE PROTEINAS EN Euglena gracilis

Antecedentes y Objetivos

Ya se ha comentado que la incapacidad de sintetizar derivados de Dol-P-P
glucosilados es una caracteristica universal de los tripanosomatidos pre-
viamente estudiados y a los que ahora se suma L. enriettii. Ademas, junto con
las mutantes de levadura aisladas por el grupo de Robbins (23,24) constituyen
los Unicos organismos que transfieren a proteinas solamente oligosacaridos no
glucosilados.

Tratando de encontrar una explicacion a este comportamiento surgen en
surgen en principio dos preguntas: la incapacidad de sintetizar

G1c3MangGlcNAcy-P-P-Dol,

- sera comun a todos los protozoarios por ser organismos que estan en los
eslabones mas bajos del arbol evolutivo de los eucariotes?, o
- existira s0lo en los tripanosomatidos, quizas como adaptacion al
parasitismo?
Se han mencionado en la Introduccion los resultados presentados por

Keenan en Tetrahymena pyriformis (60) y Miller en Volvox carteri (62) que

hacian sospechar la existencia de derivados de Do01-P-P glucosilados y su
transferencia a proteinas; pero en ningln caso se realizaron ensayos "in
vivo" que permitieran caracterizar el oligosacarido transferido a proteinas

en protozoarios diferentes de los tripanosomatidos.

Intentando responder las preguntas planteadas se decidio entonces estu-
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diar el mecanismo de glicosilacion de proteinas en E. gracilis, protozoario

de vida libre que pertenece a una Clase diferente a la de los tripanosomati-

dos (ver seccion 1.8.).

IV. Resultados

IV.1. Oligosacaridos unidos a Dol-P-P

Células de E. gracilis que habian crecido en medio A se incubaron
durante 15 y 25 min. con (U-1%C)glucosa. Se aislaron los derivados de Dol-P-P
y los oligosacaridos liberados por tratamiento acido suave se identificaron
por cromatografia en papel desarrollada en solvente C. La Fig. 20 muestra los
resultados obtenidos. Tanto con 15 como con 25 minutos de incubacion (paneles
A y B respectivamente), el principal compuesto que se detecta migra como un
standard de GlczMangGlcNAcy (pico I).

A continuacion se reunieron las sustancias que migraron en el pico I en
los paneles Ay B de la Fig. 20 y se sometieron a hidrolisis total. Como se
ve en la Fig. 21, por cromatografia en papel se detectan dos productos prin-
cipales que migran como manosa y glucosa, y uno menor que comigra con un
standard de glucosamina. Un cuarto pico con escasa migracion podria
corresponder al disacarido G1cNH2/31194 G1cNHp (producto de desacetilacion en

medio acido de GlcNAcp) que es muy resistente a la hidrolisis.
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FIGURA 20: Oligosacaridos unidos a Dol-P-P en E. gracilis.
Los Dol-P-P oligosacaridos se aislaron de célutas cultivadas en

medio A e incubadas con (U-14C)g]ucosa por ios tiempos indicados
en cada panel. Los oligosacaridos se separaron del Dol-P-P por
hidr6lisis acida suave y se corrieron en cromatografia en papel

con solvente C.
Standards: 3, Glc3MangGlcNAcy; 2, GlcoMangGlcNAcy; 9, MangG1cNAc;

8, MangGlcNAc; 7, Man;G1cNAc.
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FIGURA 21: Composicidon de azlcares del oligosacarido unido a Dol-P-P.
Las sustancias que migraron como el "pico I" en la Fig. 20 A y B
se eluyeron, se reunieron y fueron sometidas a hidrdlisis acida
total. Los productos se cromatografiaron en papel con solvente A,
Standards: 1, manosa; 2, glucosa; 3, glucosamina.



IV.2. Oligosacaridos tipo "alta manosa" unidos a proteina

Se realizaron incubaciones de células de E. gracilis crecidas en medio
Ao B con (U-14C)g1ucosa. A distintos tiempos se tomaron alicuotas las cuales
fueron sometidas a una particion de Folch, degradacion de proteinas y purifi-
cacion de los glicopéptidos. La descripcion de este procedimiento se detallo
en el capitulo II. Los glicopéptidos aislados fueron tratados con la enzima
endo-H y asi se obtuvieron los oligosacaridos sensibles a endo-H (de "alta
manosa"). Para caracterizar los oligosacaridos de glicoproteinas maduras se
procedio incubando las células durante 20 min con (U-14C)g1ucosa; cumplido
ese tiempo se diluyo 10 veces con medio B y se incubd por otros 130 min mas
(corresponde al panel D de la Fig. 22).

La Fig. 22 muestra los perfiles de oligosacaridos sensibles a endo-H
obtenidos por cromatografia en papel con solvente C. Varios puntos merecen
comentarse:

- A tiempos de incubacion semejantes no se detectan diferencias significati-
vas en el perfil de oligosacaridos provenientes de células cultivadas en
medio A o B, donde las fuentes de carbono fueron glucosa y etanol, respec-
tivamente (comparense los paneles B y C de la Fig. 22).

- E1 oligosacarido de mayor tamano que se observa a los 15, 20 y 25 min de
incubacion migra como GlcpMangGlcNAcp (paneles A - C) y no se detecta en
glicoproteinas maduras (panel D).

- En las glicoproteinas maduras parecen predominar las formas menos procesa-
das de los oligosacaridos de alta manosa, fundamentaimente MangGlcNAc

(panel D).
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FIGURA 22: 0Oligosacaridos sensibles a endo-H en glicoproteinas de E. graci-
lis.
En cada panel aparece el medio en que fueron cultivadas las célu-
las y el tiempo de incubacion con (U—14C)glucosa. D: las células
fueron incubadas durante 20 min con la marca radioactiva; luego se
diluyd 10 veces con medio B y se incubo 130 min mas. En todos los
casos se aislaron los glicopéptidos y de ellos se purificaron los
oligosacaridos sensibles a endo-H. Estos se corrieron en croma-
tografia en papel con solvente C.
Standards: 2, GlcpMangGlcNAcy; 1, GlcyMangGlcNAc; 9, MangGlcMAc;
8, MangGlcNAc; 7, ManjGlcNAc.



- En Tos paneles A, B y C se observa un compuesto que comigra con un standard
de GlcyMangGlcNAcy (pico 1). Ademas, en la muestra obtenida a los 15 min de
incubacion se ven dos picos de radioactividad que migran: uno entre
MangGlcNAc y MangGlcNAc (pico II), y el otro entre MangGlcNAc y ManjGlcNAc
(pico III). En varios sistemas (85,88) compuestos con migraciones semejan-
tes que aparecen s0lo a tiempos cortos de marcacion, han sido carac-

terizados como GlcyMangGlcNAc (el pico II) y GlciManyGlcNAc (el pico III).

Discusion

E1 estudio del mecanismo de glicosilacion de proteinas en E. gracilis ha
sido enfocado desde dos puntos de vista: a) del derivado de Dol-P-P acumu-
lado, y b) de los oligosacaridos unidos a proteinas de alta manosa.

Aqui se muestra la acumulacion "in vivo" en E. gracilis de un oligo-
sacarido mayoritario unido a Dol-P-P. De acuerdo a su migracion en papel y su
composicion en monosacaridos, este oligosacarido seria Glc3MangGlcNAcs.

En cuanto a los oligosacaridos sensibles a endo-H unidos a proteina, la
deteccion de GlcpMangGlcNAc, indica que un oligosacarido glucosilado ha sido
transferido a proteinas. Se asume que se trata de Glc3MangGlcNAcy por el cri-
terio que se explica a continuacion. No se esperaba detectar
Glc3MangGlcNAcp unido a proteina debido a que su vida media, una vez trans-
ferido, se calcula inferior a dos minutos en otros sistemas bien conocidos
(células de mamifero) (129). En cambio GlcpMangGlcNAcp, producto de procesa-
miento de Glc3MangGlcNAcp, se detecta habitualmente por tener una vida media
mas larga. De tal manera, la presencia de GlcpMangGlcNAcp unido a proteina

seria una evidencia indirecta de la transferencia de Glc3MangGlcNAcy a partir



del 1ipido intermediario.

En resumen, la acumulacion de GlcjMangGlcNAcp-P-P-Dol y la deteccion de
GlcpMangGlcNAcy unido a proteina, nos permiten asumir que GlczMangGlcNAcy es
el oligosacarido que se transfiere a proteinas en E. gracilis.

Por otra parte, la aparicion de GlciMangGlcNAcy y GlcyManjyGlcNAcp unidos
a proteina, a tiempos cortos de marcacidon, indicaria la existencia de gluco-
silacion transitoria de glicoproteinas en E. gracilis. En eucariotes
superiores se ha demostrado que esos dos oligosacaridos se originan por la
glucosilacion de MangGlcNAcp y ManjGlcNAcp, unidos a proteina, respec-
tivamente. La glucosilacion transitoria ya ha sido demostrada también en tri-
panosomatidos (ver seccion I.10.). En cuanto al oligosacarido
GlciMangGlcNAc,; detectado en proteinas, no podemos discriminar si ha sido
originado por deglucosilacion de GlcpMangGlcNAcp, por glucosilacion de
MangGl1cNAc, o por ambos mecanismos.

En base a las evidencias aqul presentadas y a los conocimientos previos
sobre eucariotes superiores, en la Fig. 23 se presenta el modelo propuesto
para la N-glicosilacion de proteinas en E. gracilis.

Respondiendo entonces a una de las preguntas planteadas en los objetivos,
ahora sabemos que la caracteristica de transferir a proteinas oligosacaridos
sin residuos de glucosa observada en tripanosomatidos, no es comin a todos
los protozoarios. E. gracilis, un protozoario de vida libre, transfiere a
proteinas GlcgMangGlcNAcp al igual que el resto de los eucariotes.

Para los ne0fitos en la bioquimica y sistematica de protozoarios, es
interesante destacar que se han observado varias similitudes desde el punto
de vista de la bioquimica descriptiva entre euglénidos y tripanosomatidos

(por ej.: presencia de citocromos tipo ¢ y enzimas del ciclo del glioxilato



GlcgMangGlcNAc, -P-P-dolicol
Glc3MangGlcNAc) - Prot
GlcpMangGIlcNAc) -Prot

Glc 1 MangGIlcNAc) -Prot

MangGlcNAcy- Prot ———=2Glc{MangGlcNAc7-Prot

Mang GlcNAc) - Prot —=——=——==Glc 1MangGlcNAc-Prot

Man 7GlcNAcy-Prot =—=———=0GIlcyMan7GlcNAc2 - Prot

FIGURA 23: Mecanismo de N-glicosilacion de proteinas propuesto para E. graci-
1is.
Sobre la derecha de la figura aparecen las formas provenientes de
glucosilacion transitoria. Los compuestos subrayados son 1os que

se encuentran en las glicoproteinas maduras.



(130)), dos grupos que dentro de los protozoarios estan bastante distan-
ciados.
Por otra parte, se recuerda al lector que preparaciones de membrana del

protozoario fotosintético Volvox carteri producian la formacion de

GlciMangGlcNAcy como derivado de Dol-P-P de mayor tamano (62), y que con

extractos libres de células de Tetrahymena pyriformis se observaba sintesis

de un compuesto glucosilado unido a 1ipido (no caracterizado) y su posible
transferencia a proteinas (60). Todas estas evidencias, tomadas en conjunto,
permiten reafirmar a los tripanosomatidos como excepciones entre 1los
eucariotes (incluso entre los protozoarios) en cuanto a la transferencia a
proteinas de oligosacaridos no glucosilados. Sin embargo, todavia no se sabe
si la incapacidad de sintetizar Dol-P-P-oligosacaridos glucosilados en 1os
tripanosomatidos esta relacionada con su especializacion al parasitismo. Para
intentar resolver esta cuestion seria interesante conocer el mecanismo de
glicosilacion de proteinas en algun miembro del Suborden Bodonina. Los
Bodoninos son protozoarios que pertenecen al mismo orden que los tripano-
somatidos (0. Kinetoplastida) pero que presentan formas de vida libre.
Lamentablemente, este estudio no se pudo realizar por la imposibilidad de

obtener los organismos.



CAPITULO V

SINTESIS ™in vitro" DE DERIVADOS DE DOL-P EN TRIPANQSOMATIDOS

Antecedentes y Objetivos

En este capitulo se intentard explicar la ausencia de derivados de
Dol-P-P glucosilados en los tripanosomatidos.

Existen evidencias de que la falta de glucosa en el medio de cultivo de
algunas células de mamifero provoca la acumulacion y transferencia a pro-
teinas de oligosacaridos de menor tamano que los que las mismas acumulan en
un medio rico (28,29). Habitualmente el medio utilizado en la marcacion de
tripanosomatidos no contiene glucosa (medio MEM/piruvato) y se pensd que esa
podia ser la causa de la deteccion de derivados de Dol-P-P no glucosilados.
Sin embargo, se ha informado que la marcacion de C. fasciculata o de T. cruzi
en presencia ya sea de 5,5 mM glucosa o de 5 mM piruvato de sodio produce la
sintesis del mismo derivado: ManyGicNAcp en el primer protozoario (114) y
MangGl1cNAcp en el segundo (110). Por otra parte, también se mostrd que inhi-
biendo la sintesis de proteinas de manera de acumular Dol-P-P-oligosacaridos
por falta de polipéptidos aceptores, también se acumula Man7Gl1cNAcy-P-P-Dol
en C. fasciculata (111). Se descarta as1 la posibilidad de que se sinteticen
derivados glucosilados y que no sean detectados debido a su inmediata trans-
ferencia a proteinas.

Un Qltimo punto a considerar se refiere a la capacidad de sintetizar
Dol-P-Glc. Se ha reportado que en T. cruzi (110), C. fasciculata (114), T.
dionisii y L. samueli (111), y L. enriettii (esta tesis) no se detecta la

sintesis de Dol-P-Glc después de incubar los protozoarios con (U-14C)g1ucosa.



Estas observaciones podrian explicar la ausencia de derivados de Dol-P-P glu-
cosilados en estos tripanosomatidos, dado que el Dol-P-Glc actla como dador
de restos glucosilo (ver seccion I1.4.). Sin embargo, el hecho que no se
observe sintesis de Dol-P-Glc "in vivo", no indica necesariamente la ausencia
de la actividad enzimatica que lo sintetiza; por ejemplo, algdn trastorno en
el transporte de los sustratos o su rapida utilizacion "in vivo" podrian con-
ducir a la incapacidad de sintetizar o de detectar Dol-P-Glc. Trabajando "in
vitro" podria identificarse la naturaleza de este defecto.

Para tratar de explicar el origen de la ausencia de oligosacaridos gluco-
silados unidos a Dol-P-P en tripanosomatidos se realizaron ensayos de sin-
tesis de Dol-P-Glc utilizando preparaciones de membrana. Estos ensayos fueron
efectuados tanto con tripanosomatidos monogenéticos (C. fasciculata y B.
culicis) como digenéticos (L. enriettii y T. cruzi) con el objeto de cubrir

un panorama relativamente amplio.

V. Resultados

Preparaciones de membrana de C. fasciculata, L. enriettii, B. culicis y T.

cruzi se incubaron durante cinco minutos con diferentes concentraciones de
Dol1-P de higado y GDP-(14C)Man 0 UDP-(14C)G1C y en presencia de 12 mM 5'AMP
como inhibidor de pirofosfatasas de nucledtido-azicares. Las incubaciones se
detuvieron realizando una particidon de Folch y se determind la radioactividad
presente en cada fase inferior, después de haber sido lavadas como se indicod
en I1.5.,1. La Fig. 24 A-D muestra que en los cuatro protozoarios la presencia
de Dol-P estimulo la sintesis de un compuesto liposoluble wutilizando

GDP-(14C)Man como sustrato. En cambio, no se detectd la formacion de un pro-
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FIGURA 24: Sintesis de Dol-P-monosacaridos “in vitro".

Se incubaron preparaciones de membrana de C. fasciculata (A), L.
enriettii (B), B. culicis (C), epimastigotes de T. cruzi cepa Tul
0 (D) y de higado de rata (E), con concentraciones crecientes de
Do1-P de higado y GOP-(1%C)Man (@—@) o uDP-(14C)G1c (A-A). E:
A4 y N~-Qindican incubaciones realizadas con 0,6 mg de proteina
microsomal de rata o con la misma cantidad de esa preparacion mas
microsomas de C. fasciculata, respectivamente. Se midid 1la
radioactividad presente en la fase organica segin se describid en
I1.5.1.
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ducto de esas caracteristicas a partir de UDP-(14C)Glc.

E1 compuesto liposoluble sintetizado por microsomas de L. enriettii a par-
tir de GDP-(14C)Man y Dol-P fue caracterizado como sigue: a) por croma-
tografia en columna de DEAE-celulosa equilibrada con cloroformo/metanol (2:1)
eluyo con un gradiente de formiato de amonio en la misma posicion en la que
1o hizo un standard de Dol-P-Man sintetizado por microsomas de higado de
rata. En la Fig. 25 A se muestra el perfil de elucidon de esta columna. b) La
hidrolisis acida suave del compuesto purificado por DEAE-celulosa de la Fig.
25 A reveld por cromatografia en papel la presencia de manosa como Unico

azicar radioactivo (Fig. 25 B). La caracterizacidon de los compuestos 1iposo-

Tubles producidos a partir de GDP-Man y Dol-P por T. cruzi, C. fasciculata y
B. culicis dio resultados semejantes a los presentados para L. enriettii.

La incapacidad de sintetizar Dol-P-Glc¢ a partir de Dol-P y UDP-(14C)G1c
observada en la Fig. 24 podria deberse a la falta de sustrato radiocactivo
debido a una inmediata degradacion del mismo al iniciarse el ensayo. Si este
fuera el caso, alicuotas de la fase superior producida en la particion de
Folch con la que se detuvieron los ensayos, cromatografiadas en un solvente
adecuado, deberian mostrar la ausencia de UDP-(14C)G1c. Sin embargo, la cro-
matografia en papel desarrollada en solvente E de alicuotas de las fases
superiores muestra que, terminado el ensayo, entre 50 y 90% de la radioac-
tividad inicial se recupera como UDP-Glc en los cuatro tripanosomatidos. Los
resultados se presentan en la Fig. 26. De aqui se concluye que la falta de
sintesis de Dol-P-Glc no es debida a la degradacidon del sustrato durante los
ensayos.

Por otra parte, cuando se realizaron ensayos con microsomas de higado de

rata bajo las mismas condiciones que se utilizaron para los tripanosomatidos,
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Caracterizacion de Dol-P derivados sintetizados "in vitro".

E1 material liposoluble de la Fig. 24 B sintetizado por merbranas
de L. enriettii fue caracterizado por: A, cromatografia en columna
de DEAE-celulosa (forma acetato) equilibrada con
cloroformo/metanol (2:1), y eluida con 10 (10) y 30 (30) mM de
formiato de amonio en el mismo solvente, en las fracciones que
indican las flechas (ver seccion 11.2.4.); B, el compuesto purifi-
cado por DEAE-celulosa fue sometido a hidrolisis acida suave y los
productos acuosolubles se corrieron en cromatografia en papel con
solvente A.

Standards: H, Dol-P-Man sintetizado por microsomas de higado de
rata; 1, manosa; 2, glucosa.
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FIGURA 26: Sintesis de Dol-P-Glc "in vitro". Control de degradacidn.

Terminadas las incubaciones de sintesis de Dol-P-Glc de la Fig.
24, 100 /M de la fase superior formada durante la particion de
Folch, se sembraron en papel y se cromatografiaron con solvente E.
Las membranas usadas en cada ensayo fueron: C. fasciculata (panel
A), L. enriettii (B), B. culicis (C) y T. cruzi (Tul 0) (D). No se
muestran las fracciones que no llevaban radiocactividad.

Standards: 1, UDP-Glc; 2, Glc-6-P; 3, glucosa.



se observd sintesis de Dol-P-Glc y Dol-P-Man radioactivos (Fig. 24 E). En
otro experimento se mezclaron microsomas de higado de rata y de C. fascicu-
lata (0,6 mg de proteina de cada uno) y se incubaron con uoP-(14c)G1c. B
resultado obtenido fue el mismo que cuando se incubaron sd6lo microsomas de
higado, indicando que la preparacion de C. fasciculata no contiene ningin

factor que inhiba la sintesis de Dol-P-Glc o que 1o degrade (Fig. 24 E).

Discusion

Los resultados presentados muestran que preparaciones de membrana de C.

fasciculata, L. enriettii, B. culicis y T. cruzi son incapaces de sintetizar

Do1-P-Glc, en condiciones bajo las cuales sintetizan un compuesto liposoluble
caracterizado ‘como Dol-P-Man. Se concluye entonces que estos tripanosomatidos
carecerian de la actividad de transferasa involucrada en la formacion de
Dol-P-Glc. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente por
incubacion de células con (U-14C)glucosa, pero aqui se verifica por primera
vez la existencia de una deficiencia enzimatica. Las observaciones hechas "in
vivo" no permitian concluir al respecto, dado que podrian ser multiples las
razones por las cuales no se detectara Dol-P-Glc "in vivo". Por ejemplo, se
ha descripto una linea celular de mamifero que presenta una severa reduccion
en la galactosilacion de proteinas, al tiempo que sintetiza cantidades nor-
males del nucleotido-azucar dador (UDP-Gal) y presenta actividad normal de
galactosil-transferasa "in vitro" (131-132). Deutscher y Hirschberg (133)
demostraron que esta 1inea celular es incapaz de translocar el UDP-Gal desde

su sitio de sintesis, el citoplasma, al lumen del aparato de Golgi (donde

ocurre la galactosilacion), con lo que se explica el fenotipo observado "in



vivo". Algo semejante fue observado en una linea celular mutante que carece
de residuos de acido sialico en sus glicoproteinas. En este caso esta afec-
tado el transporte de CMP-acido sialico a través de la membrana del aparato
de Golgi, y la actividad de sialil-transferasa es normal (134).

La ausencia de actividad de UDP-Glc:Dol-P glucosiltransferasa descripta
en este capitulo, permitiria explicar la formacidon y transferencia a pro-
teinas de derivados de Dol-P-P carentes de residuos de glucosa en los tripa-
nosomatidos estudiados. Se recuerda al lector que, al menos en células de
mamiferos (43) y en levadura (42), el dador de restos glucosilo en el
ensamblaje de GlciMangGlcNAcp-P-P-Dol es el Dol-P-Glc. En este sentido Tos

tripanosomatidos serian semejantes a las mutantes de Saccharomyces cerevisiae

alg 5-1 descriptas por Runge y col. (23). Estas levaduras son incapaces de
sintetizar Dol-P-Glc y por esa razon transfieren a proteinas un oligosacarido
no glucosilado: MangGlcNAcp. También se determind que microsomas de 1las
mutantes alg 5-1 son capaces de transferir Dol-P-Glc (exdgeno) a
Dol-P-P-oligosacaridos, mientras que las mutantes alg 6-1 pueden sintetizar
Dol1-P-Glc pero son incapaces de transferir restos glucosilo al 1ipido-
oligosacarido. En el caso de los tripanosomatidos aqui estudiados no se veri-
fico su capacidad de transferir glucosilos de Do1-P-Glc a
Dol1-P-P-oligosacaridos. Por 1o tanto, la incapacidad de sintetizar Dol-P-Glc
es una deficiencia primaria y no se puede descartar que también tengan afec-
tado el mecanismo de transferencia de glucosilos a partir de Dol-P-Glc.

Se comentd en el capitulo IIl que en L. adleri y H. muscarum (111) se
habia observado la sintesis "in vivo" de Dol-P-Man y Dol-P-Glc. Estos tripa-
nosomatidos no han sido estudiados en el presente trabajo pero previamente se

especuld que la sintesis de derivados de Dol-P-P no glucosilados se deberia a



la incapacidad de transferir restos glucosilo de Dol-P-Glc al oligosacarido
preformado. Si este fuera el caso, ambos tripanosomatidos tendrian la misma
deficiencia que las mutantes de levadura alg 6-1 descriptas mas arriba. Hasta
el momento no han sido aportadas pruebas experimentales que avalen esta espe-
culacion.

Por otra parte en T. cruzi (85-86), C. fasciculata (114) y B. culicis
(112) se ha detectado la glucosilacion transitoria de oligosacaridos de alta
manosa en glicoproteinas. Dado que estos tripanosomatidos son incapaces de
sintetizar Dol-P-Glc se asume que el dador de restos glucosilo en la reaccion
mencionada seria el UDP-Glc, tal como fuera determinado previamente para
microsomas de higado de rata (87).

Por el momento, esta es toda la informacion que podemos aportar acerca
del origen de la incapacidad de sintetizar Dol-P-Glc y la consiguiente trans-
ferencia a proteinas de oligosacaridos no glucosilados en estos tripano-
somatidos. Cabe preguntarse si la falta de actividad de UDP-Glc:Dol-P
glucosiltransferasa se debe, entre otras posibilidades, a algln fenomeno de
regulacion transcripcional, traduccional o post-traduccional, a una mutacion
(estructural o regulatoria), o sencillamente a que los tripanosomatidos nunca
han 1levado en su genoma la codificacion para esa enzima. Cualquiera fuera el
caso surge otra pregunta: ;existira alguna ventaja adaptativa en el hecho de
transferir oligosacaridos no glucosilados? Por la informacidon que se posee en
otros sistemas, parece poco probable que este sea el caso, dado que las evi-
dencias indican que la transferencia de oligosacaridos glucosilados es mucho
mas eficiente ("in vitro" hasta 25 veces en S. cerevisiae (17)) que la de sus
homologos no glucosilados; si bien es cierto que este comportamiento se

observa en organismos que naturalmente transfieren a proteinas
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GlczMangGlcNAcy, que no es 1o que ocurre en los tripanosomatidos.
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CAPITULO VI

SINTESIS "in vitro" DE DERIVADOS DE DOL-P-P EN TRIPANOSOMATIDOS

Actividades de Dol-P-Man:Dol-P-P-oligosacarido manosiltransferasa

Antecedentes y Objetivos

Observaciones previas indicaban que los tripanosomatidos presentan dos
rasgos diferentes al resto de los eucariotes en cuanto a su mecanismo de N-
glicosilacion, a saber: 1) todas las especies estudiadas transfieren a pro-
teinas oligosacaridos no glucosilados, y 2) algunas especies sintetizan como
derivado de Dol-P-P y transfieren a proteinas oligosacaridos con menos de
nueve restos de manosa. Los resultados presentados en el capitulo V de esta
tesis permiten explicar el primer comportamiento: 1los tripanosomatidos
investigados carecen de actividad de UDP-Glc:Dol-P glucosiltransferasa, 1o
que los hace incapaces de sintetizar derivados de Dol-P-P glucosilados. Queda
aun por explicar el segundo comportamiento; este es el tema que se desarrolla
en el presente capitulo.

Se recuerda al lector que entre los tripanosomatidos que "in vivo" acumu-
lan derivados de Dol-P-P con menos de nueve restos de manosa, también existe

diversidad. Asi, mientras C. fasciculata, C. harmosa y L. enriettii acumulan

Man;GlcNAcp-P-P-Dol, L. mexicana, L. adleri y B. culicis acumulan

MangG1cNAcp-P-P-Dol. Ademas, los derivados de Dol-P-P que sintetizan "“in
vivo" estas especies tienen la misma estructura que los intermediarios en la
sintesis de GlcjMangGlcNAcp-P-P-Dol en células de mamifero (comparar Figs. 6
y 14). Estas observaciones hicieron pensar que estos dos grupos de tripano-
somatidos carecerian de diferentes actividades de manosiltransferasa invo-

Tucradas en la sintesis de MangGlcNAcp-P-P-Dol; los tripanosomatidos que
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transfieren Man7GlcNAc, carecerian de una potencial "manosiltransferasa 8"
que catalizaria la adicion del octavo residuo de manosa, y aquellos que
transfieren MangGlcNAcop no tendrian actividad de "manosiltransferasa 7". Sin
embargo, esto no es mas que una especulacion, dado que hasta el momento no
han sido presentadas evidencias que indiquen la existencia de actividades de
manosiltransferasa-Dol-P-Man-dependientes distintas en ningun sistema.

Para corroborar la hipotesis planteada fue necesario disefar un ensayo
que permitiera medir actividades de manosiltransferasa individuales en pre-
paraciones de membrana de los diferentes tripanosomatidos. En primer lugar
aqui se presenta el disefo del ensayo realizado con microsomas de higado de

rata y a continuacion los resultados obtenidos en tripanosomatidos.

VI. Resultados

VI.1. Ensayo de Dol-P-Man:Dol-P-P-oligosacarido manosiltransferasas de higado

gg rata

VI.1.1, Diseno

Los detalles metodoldgicos del ensayo disenado se presentaron en la
seccion "“Incubaciones in vitro" de Materiales y Métodos (II.5.2.).
Resumidamente, se incubaron microsomas de higado de rata con Dol-P,
GDP-(14¢)Man y aceptores exdogenos no radioactivos. Estos altimos consisten en
una mezcla de derivados de Dol-P-P de higado de vaca que contiene todos 1los
precursores entre MangGlcNAcp-P-P-Dol y MangGlcNAc,-P-P-Dol (la verificacion

se detalla en la seccion siguiente). Después de 15 min de incubacion se puri-
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ficaron los derivados de Dol-P-P contenidos en un extracto 1103 y los oligo-
sacaridos liberados de Dol-P-P por hidrolisis acida suave se identificaron
por cromatografia en papel con solvente C. Como se observa en la Fig. 27 A,
en ausencia de aceptores exdgenos no se detecta la sintesis de
Dol-P-P-oligosacaridos radioactivos. La adicion de aceptores exdgenos al
ensayo permite la sintesis de varios derivados de Dol-P-P que migran entre
los standards de MangGlcNAc y MangGicNAc, indicando que los microsomas de
higado de rata contienen manosiltransferasas funcionales capaces de utilizar
como sustrato aceptores de higado de vaca. Tal como se esperaba, un compuesto
que migrd como MangGlcNAc fue el derivado de mayor tamafio formado en el
ensayo. E1 pico que se observa detras de éste probablemente corresponda a un

derivado glucosilado de MangGlcNAc, sintetizado a partir de Dol-P-Gic

endogeno.

VI.1.2. Caracterizacion de los aceptores exdgenos

Para utilizar el ensayo disenado en la medicidon de actividades indi-
viduales de manosiltransferasa era indispensable confirmar que los aceptores
exogenos contuvieran todos los precursores requeridos con las estructuras
correctas entre MangGicNAcp-P-P-Dol y MangGlcNAcy-P-P-Dol.

Es posible conocer el tamano de los aceptores exogenos suministrados
en el extracto lipidico analizando la distribucion de la radioactividad en
cada resto de manosa de los productos radioactivos sintetizados por microso-
mas de higado (Fig. 27 A). Asi, por ejemplo, la ausencia de radioactividad en

los residuos a-e (Fig. 5) del oligosacarido MangGlcNAc, sintetizado "in

vitro" indicaria la presencia de aceptores de igual o mayor tamano que
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FIGURA 27: Oligosacaridos unidos a Dol-P-P sintetizados por microsomas de
higado.
A: se incubaron microsomas de higado de rata con Dol-P y
GDP-(14C)Man en presencia (e—e) o ausencia (o—o0) de aceptores
exdgenos. Se extrajeron los Dol-P-P-oligosacaridos, se sometieron
a hidrdlisis acida suave y los oligosacdaridos liberados se
corrieron en cromatografia en papel con solvente C. B: los com-
puestos que migraron como 1os standards 9 (e—e) y 6 (0o—o0) en el
panel A, se eluyeron y sometieron a acetolisis. Los productos se
analizaron por cromatografia en papel con solvente D. Las frac-
ciones que no se muestran no presentaron radioactividad.
Standards: 1, manosa; 2, Manp; 3, Man3; 6, MangGlcNAc; 7,
Man;G1cNAc; 8, MangGlcNAc; 9, MangG1cNAc; 12, G1C3MangGlcNAc2.
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Man5GlcNAcy. Por otra parte, si se detectara igual cantidad de radioactividad
en los residuos h e i de MangGlcNAcp indicaria que entre los aceptores no hay
MangGlcNAcy. Por el contrario, si hay mas radioactividad en i que en h se
confirmaria la existencia de MangGlcNAcy-P-P-Dol en el extracto lipidico. De
la distribucion de radioactividad en los distintos residuos de MangGlcNAc) se
pueden facilmente obtener otras conclusiones analogas respecto de la presen-
cia de Mang_gGlcNAc,-P-P-Dol en el extracto.

Como control del método se analizd la estructura de MangGlcNAc, uni-
formemente marcado en los restos de manosa, proveniente de glicopéptidos de
T. cruzi marcados durante 120 min con (14C)glucosa. La acetolisis de este
oligosacarido rindio Many, Man3 y MangGlcNAc. La relacion de radioactividad
manobiosa/manotriosa fue de 0,67 que es practicamente el valor tedrico. En
MangGlcNAc la radioactividad fue algo menor que lo esperado, probablemente
por pérdida selectiva del material que contiene la N-acetilglucosamina
durante la acetdolisis de la muestra. De tal manera, se confirma que las pro-
porciones relativas de radioactividad en los residuos de manosa c, f, g, h e
i (Fig. 5) pueden ser utilizadas para determinar la existencia de ciertos
aceptores exogenos. En cuanto a los residuos a, b, d y e, como su recupera-
cion no es cuantitativa, s0lo se considerara la ausencia o0 presencia de
radioactividad en ellos.

Se procedid entonces a realizar el analisis estructural de los oligo-
sacaridos sintetizados por microsomas de higado de rata como derivados de
Dol-P-P. E1 compuesto que migrdo en la Fig. 27 A como MangGlcNAc se sometid a
acetolisis seguida de cromatografia en papel desarrollada en solvente D. En
la Fig. 27 B puede observarse que este tratamiento produjo manobiosa (80% de

la marca radioa;tiVa) y manotriosa (20% restante), pero no se detectd
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radioactividad en MangGlcNAcp. Para determinar el tipo de enlace presente en
cada fragmento de acetdlisis, &stos fueron sometidos a reduccidn con NaBHg y
electroforesis en buffer molibdato de sodio 0.1 M pH 5,0. Bajo estas con-
diciones los fragmentos que contienen restos de manitol con enlaces oX-1,2
cercanos al extremo reductor migran hacia el anodo, mientras que aquellos con
enlaces 17(-1,3 no migran (135). Después del tratamiento descripto el
disacarido migro hacia el anodo y el trisacarido no migro, indicando la pre-
sencia de un enlace (1-»2) en la manobiosa y uno (1-»3) proximal al extremo
reductor del trisacarido.

Por 1o tanto, de acuerdo al tamano y a los enlaces presentes en 1os
fragmentos de acetdlisis, se concluye que la estructura de MangGlcNAcp unido
a 1ipido sintetizado por microsomas de higado, es la misma que la que se
encuentra "in vivo" en células de mamifero (ver Fig. 6).

A continuacion se sugiere al lector remitirse a la Fig. 28 para la
mejor comprension de los resultados que van a presentarse. Para determinar el
porcentaje de radioactividad presente en cada residuo de manosa en
MangGlcNAcp sintetizado por microsomas de higado se realizd la hidrolisis
total de los fragmentos de acetdlisis reducidos con NaBHg. Luego, por
electroforesis en 0,1 M molibdato de sodio pH 5,0 se separaron 1os restos de
manitol que migran hacia el anodo, de los de manosa que permanecen en el ori-
gen. Por andlisis del fragmento de manobiosa se determind que el 54% de la
radioactividad total de MangGlcNAcp se encontraba en el residuo i de la Fig.
28 y que el h 1levaba un 26% de la marca. Un estudio semejante del fragmento
de manotriosa reveld que el residuo ¢ no tenia marca radioactiva y que f y g
juntos (sin poder discriminarlo) contenian el 20% de 1la radioactividad

restante. E1 hecho que el residuo i haya presentado mas radioactividad que el
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FIGURA 28: Secuencia de tratamientos para el analisis de 1los aceptores
exogenos. Deduccidn de la existencia de Mang_gGlcNAc,-P-P-Dol.
Entre paréntesis aparecen los porcentajes de radioactividad total
determinados en cada fragmento o resto sacaridico (M= manosa;
M-OH= manitol).
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h indica que los aceptores exdgenos contienen MangGlcNAcp-P-P-Dol. Por razo-
namientos semejantes se concluye que también hay en los aceptores
Man7GlcNAcp-, MangGlcNAcp- y probablemente MangGlcNAcp-P-P-Dol.

Por otra parte, la acetolisis de MangGlcNAcp, ManjyGlcNAc) o
MangGicNAcp de la Fig. 27 A rinde fragmentos diferentes a los esperados si
existieran con una Gnica estructura, idéntica a la de los intermediarios del
ciclo del dolicol en mamiferos. Por ejemplo, en el caso de MangGlicNAco los
fragmentos de acetolisis esperados eran Man, y tal vez MangGlcNAcp si éste
estuviese marcado; sin embargo, como se observa en la Fig. 27 B, no se
encontrd MansGlcNAcp y Jjunto con un pico principal de Man, aparecen dos
menores de Man3 y manosa radioactivos. Parte del material que migro como
Man) quedo en el origen de una electroforesis en molibdato de sodio después
de haber sido reducido, de donde se deduce que existia una union (1-33).
Conciuyendo, parte del MangGicNAcp unido a 1ipido sintetizado por microsomas
de higado tiene la misma estructura que el compuesto del mismo tamano que se
sintetiza "in vivo", pero ademas existirian isomeros con estructuras diferen-
tes. Lo mismo sucederia con Man7_gGlcNAcp-P-P-Dol sintetizados "in vitro".
Rearick y col. (41) encontraron un comportamiento semejante cuando incubaban
preparaciones de membrana de células Thy-1- (linfoma murino) con Dol-P-Man y
GDP-Man. Ellos observaron que los derivados de Dol-P-P de mayor tamano sin-
tetizados "in vitro" (MangGlcNAcp y MangGlcNAcp) tenian la estructura que se
encuentra "in vivo", mientras que los derivados de menor tamano se presen-
taban como una mezcla de isOmeros. Resultados en el mismo sentido fueron pre-
sentados para preparaciones de membrana de tejido mamario bovino (51,136) y
de S. cerevisiae (50). En ambos casos se detectd la sintesis de un solo

isomero de MangGicNAcp unido a Dol-P-P, jdéntico al sintetizado "in vivo",



mientras que Mang_gGlcNAcp, se presentaban al menos como dos isomeros. En el
sistema de tejido mamario también se demostrd que Manj_2GlcNAcy-P-P-Dol eran
monoisoméricos (136) y que Mang_gGlcNAc,-P-P-Dol se formaban con varias
estructuras diferentes (137). La interpretacion que se dio a estos resultados
(41,51) fue que en un sistema libre de ceélulas las manosiltransferasas
actuarian con menor especificidad que "in vivo" en cuanto al orden de adi-
cion de los restos de manosa, dando origen a "intermediarios errdneos" que se
acumularian por ser malos sustratos para la transferasa siguiente. Es impor-
tante destacar que en todos los casos los isOmeros sintetizados eran parte
del compuesto mayor (MangGicNAcp) confirmando que la falta de especificidad
residia unicamente en el orden de adicion de 1o monosacaridos. De acuerdo a
esta interpretacion se desea destacar que si el compuesto de mayor tamano que
se detecta "in vitro" es el producto final, este deberia tener la misma
estructura que el oligosacarido equivalente sintetizado "in vivo".

Por otra parte interesaba saber si en la preparacion de microsomas de
higado habla una alta actividad de 3(:manosidasa que pudiera dar origen a 1os
oligosacaridos de estructuras diferentes a las que se encuentran "in vivo".
Para despejar esta incognita se realizdo un ensayo semejante al disefado para
la medicidn de manosiltransferasas, donde se reemplazd el GDP-(14C)Man por
una concentracion equivalente de GDP-Man no radioactivo y se adiciond
Man7G1cNAcp-P-P-Dol radioactivo sintetizado por células de C. fasciculata.
Después de 20 minutos de incubacion se extrajeron los derivados de Dol-P-P y

se analizaron por cromatografia en papel. En la Fig. 29 se presenta el deri-

vado radioactivo que se recupera después de realizar la incubacion descripta
(panel A) y el ManyGlcNAcp liberado por hidrolisis acida del sustrato utili-

zado en el ensayo (panel B). Puede observarse que después de 1a incubacion el
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FIGURA 29: Sintesis de Dol-P-P-oligosacaridos por microsomas de higado.
Control de degradacion.
A: se incubaron microsomas de higado de rata con Dol-P, GDP-Man,
aceptores exogenos y ManjGlcNAc,-P-P-Dol radioactivo (10,000 cpm)
sintetizado "in vivo" por C. fasciculata. A los 20 min de incuba-
cion se extrajeron los Dol-P-P-oligosacaridos, se sometieron a
hidrolisis acida suave y se cromatografiaron en papel con solvente
C las sustancias hidrofilicas. B: wuna alicuota del sustrato
radioactivo del ensayo anterior (ManyGlcNAc,-P-P-Dol) fue hidroli-
zada en medio acido suave y los oligosacaridos liberados se
corrieron en cromatografia en papel con solvente C. Las fracciones
0-12 no contenian radioactividad.
Standards: 9, MangGlcNAcp; 7, ManjGlcNAc;.



perfil del cromatograma no cambia, indicando que Man7GlcNAcp-P-P-Dol no fue
degradado a oligosacaridos menores. Este ensayo tiene so6lo valor indicativo
ya que se desconocen las actividades especificas del ManjyGlcNAcy-P-P-Dol de
C. fasciculata y de los Dol-P-P-oligosacaridos que se forman en el ensayo con

microsomas de higado.

VI.1.3. Solubilizacion de manosiltransferasas Dol-P-Man dependientes

Se probaron diversas formas de solubilizacion de enzimas microsomales
de higado de rata con el objeto de intentar posteriormente la purificacion de
Dol1-P-Man:Dol-P-P-oligosacarido manosiltransferasas. La condicion de solubi-
lizacion que permitido recuperar actividades de manosiltransferasa fue 1la
siguiente: buffer Tris-acetato 83 mM pH 7,0, 0,1% Nonidet P-40, 16,6% gli-
cerol, 4,2 mM {élmercaptoetano] y 4,2 mM EDTA-Na. Con el material solubili-
zado se realizaron ensayos de actividad en presencia de aceptores exdgenos y
Do1-P-(14C)Man como sustratos. Terminada la incubacion se extrajeron los
derivados de Dol-P-P, se hidrolizaron en medio acido suave y los compuestos
hidrofilicos se cromatografiaron en papel. Los detalles de solubilizacion y
medicion de actividad de Dol-P-Man:Dol-P-P-oligosacarido manosiltransferasas
se han presentado en el capitulo Il. La Fig. 30 muestra que siguiendo esta
metodologia se observd sintesis de derivados que migran como MangGlcNAc y
Manj7GlcNAcp. Lamentablemente, 1las manosiltransferasas solubilizadas perdian
rapidamente la actividad, lo que impidido su purificacion. Se probaron
diferentes concentraciones de Nonidet P-40 y deoxicolato de sodio, presencia
de NaCl 0,1 M, agregado de fosfatidilcolina o extractos lipidicos de microso-

mas de higado, pero bajo ninguna condicion se logrd estabilizar la actividad
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FIGURA 30: Sintesis de Dol-P-P-oligosacaridos por microsomas solubilizados de
higado de rata.
Un extracto solubilizado de microsomas (ver 11.4.4.) se incubd con
Dol -P-(14C)Man y aceptores exdgenos bajo las condiciones detalla-
das en Materiales y Métodos. Terminada la incubacion se extrajeran
los derivados de Dol-P-P y 1los oligosacaridos liberados por
hidrolisis acida suave se cromatografiaron en papel con solvente
C.
Standards: 9, MangGlcNAcp; 7, Man;GlcNAc,.



después de solubilizada.

VI.2. Dadores de restos de manosa en tripanosomatidos

Se recordara que en células de mamifero se ha determinado que los pri-
meros cinco residuos de manosa utilizados en la sintesis de derivados de
Dol1-P-P provienen del GDP-Man, y los cuatro residuos restantes provienen de
un 1ipido-azlcar dador: el Dol-P-Man. Aqui se estudiaron los dadores de resi-
duos de manosa en C. fasciculata, dado que se habia observado que este tripa-
nosomatido tenia un bajo contenido de Dol-P enddgeno (véase Fig. 24 A) 1o que
facilitaria la interpretacion de los resultados. Los ensayos consistieron en
la incubacion de membranas de C. fasciculata con GOP-(14C)Man en presencia o
ausencia de aceptores exdogenos y Dol-P. Terminada la incubacion se realizd
una particidon de Folch, se extrajeron los oligo y monosacaridos unidos a
Dol1-P-P y Dol-P, y los productos acuosolubles liberados por hidrolisis acida
suave se analizaron por cromatografia en papel. En la Fig. 31 se presentan
los resultados obtenidos. Puede observarse que en presencia de Dol-P }
G0P-(14C)Man 1a preparacién de membrana de C. fasciculata formd casi exclusi-
vamente Dol-P-(14C)Man (panel A). La adicidon de aceptores exogenos al ensayo,
en ausencia de Dol-P de higado de rata, condujo a 1la formacion de
Dol1-P-P-oligosacaridos de hasta cinco residuos de manosa, al tiempo que se
redujo notablemente la cantidad de Dol-P-(14C)Man sintetizado (Fig. 31 B8).
Finalmente, cuando la mezcla de ensayo contuvo Dol-P, GDP-(14¢C)Man y acep-
tores exdgenos se observd la formacion de Dol-P-P-oligosacaridos de hasta
siete residuos de manosa (Fig. 31 C).

Los datos presentados sugieren que los dadores de restos de manosa en C.
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FIGURA 31: Dadores de restos de manosa en tripanosomatidos.

Membranas de C. fasciculata fueron incubadas con GDP-(14C)Man en
presencia de Dol-P (panel A), o en ausencia de Dol-P y con el
agregado de aceptores exdgenos (B), o en presencia de Dol-P y los
aceptores (C). Se extrajeron los derivados de Dol-P y Dol-P-P a
partir de la fase inferior y la interfase de cada ensayo y se
reunieron. Los mono y oligosacaridos liberados por hidrolisis
dcida suave se cromatografiaron en papel con solvente C.
Standards: 1, manosa; 5, MangGlcNAc; 6, MangGlcNAc; 7, Man;GlcNAc;
8, MangGlcNAc; 9, MangGlcNAc.



fasciculata serian los mismos que los determinados para células de linfoma de
raton: GDP-Man dador de los primeros cinco restos y Dol-P-Man de los siguien-

tes.

VI.3. Ensayo de Dol-P-Man:Dol-P-P-oligosacirido manosiltranferasas en

membranas de parasitos

VI.3.1. Sintesis de Dol-P-P-oligosacaridos

Para la determinacion de actividades de manosiltransferasa en pre-
paraciones de membrana de tripanosomatidos, se realizaron ensayos en presen-
cia de GDP-(14C)Man, Do1-P y aceptores exdgenos, segun el disefo presentado
en la seccion l.1. de este capitulo. Los oligosacaridos derivados de Dol-P-P
sintetizados "in vitro" se identificaron por cromatografia en papel; los
resultados se muestran en la Fig. 32. En ningln caso se observdo sintesis de
derivados de Dol-P-P cuando el ensayo no contenia aceptores exdgenos. Los
oligosacaridos de mayor tamano sintetizados en presencia de aceptores por las
diferentes preparaciones de membrana fueron: Man;GicNAc, para L. enriettii
(panel B), MangGlcNAcp para B. culicis (panel C) y MangGlcNAcp para T. cruzi
(panel D). Ademas, como se describid en la Fig. 31 C, microsomas de C. fasci-
culata sintetizaron oligosacdridos de hasta siete unidades de manosa (se
repite en Fig. 32 A).

En otro tipo de ensayo se incubaron membranas de L. enriettii con
aceptores exogenos y Do1-P-(1%C)Man de higado de rata. En la Fig. 33 puede
observarse que bajo estas condiciones también fue Man7GlcNAcp el derivado de

Dol1-P-P de mayor tamafo sintetizado por microsomas de L. enriettii.
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FIGURA 32: Sintesis de Dol-P-P-oligosacaridos por membranas de tripano-
somatidos.
Se incubaron preparaciones de membrana de L. enriettii {panel B),
B. culicis (C) y de epimastigotes de T. cruzi cepa Tul O (D) con
GDP-(14C)Man, Dol-P y aceptores exdogenos. En el panel A se repite
la Fig. 31 C, donde se utilizaron membranas de C. fasciculata. Los
derivados de Dol-P-P sintetizados se extrajeron con solvente 1103,
se purificaron y los oligosacaridos liberados por hidrolisis acida
suave se corrieron en cromatografia en papel con solvente C. Las
fracciones que no se presentan no 1levaban radioactividad.
Standards: 9, MangGlcNAc; 8, MansGlcNAc; 7, Man;G1cNAc; 6,
MangG1cNAC; 5, MangGlcNAc.
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FIGURA 33: Sintesis de Dol-P-P-oligosacdridos a partir de Dol-P-Man radioac-
tivo.
Microsomas de L. enriettii fueron incubados con aceptores exogenos
y Dol-P-(14C)Man preparado con microsomas de higado de rata. Se
extrajeron los derivados de Dol-P y Dol-P-P y los azlcares obteni-
dos por hidrdlisis acida suave se cromatografiaron en papel con
solvente C. Para detalles y standards ver Fig. 31.



En resumen, el oligosacarido de mayor tamano sintetizado "“in vitro"
por cada tripanosomatido tiene el mismo nimero de residuos de manosa que el
que cada especie transfiere a proteinas "in vivo". Merece destacarse el hecho
que las preparaciones de membrana de C. fasciculata, B. culicis y L.
enriettii no fueron capaces de sintetizar oligosacaridos mayores que el que
sintetizan "in vivo", a pesar de que los aceptores exdgenos poseen 1lo0s

sustratos adecuados.

VI.3.2. Estructura de 1os oligosacaridos

De acuerdo a la hipOtesis presentada en la seccion 1.2., si la
ambigiedad en el orden de adicion de restos de manosa en sistemas libres de
células también ocurriese en tripanosomatidos, entonces so6lo los oligo-
sacaridos que son productos finales en el ciclo del dolicol tendrian que
tener la misma estructura que los encontrados "in vivo". Por esa razon se
decidid realizar el andlisis estructural de los derivados de Dol-P-P de mayor
tamano sintetizados por cada preparacion de membrana. De tal manera, si obtu-
vieramos estructuras diferentes a las de los compuestos sintetizados por
células intactas, asumiriamos que estamos frente a productos de degradacion
de oligosacaridos mayores o de compuestos intermediarios con estructuras
"erroneas". Por el contrario, si las estructuras fueran similares
concluiriamos que se trata de productos finales del ciclo del dolicol.

Se sometieron a acetdlisis los oligosacaridos de mayor tamafio sin-
tetizados por membranas de cada especie y los productos del tratamiento se
cromatografiaron en papel con solvente D. Los resultados obtenidos se presen-

tan en la  Fig. 34, Puede observarse que la acetdolisis de
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Man7GlcNAcp sintetizado ya sea por C. fasciculata (Fig. 32 A) o L. enriettii
(Fig. 32 B) produjo manotriosa como Unico fragmento radioactivo (Figs. 34 Ay
B). MangGlcNAc, producido por membranas de B. culicis (Fig. 32 C) rindid
manobiosa (Fig. 34 C) y MangGlcNAcp de T. cruzi (Fig. 32 D) produjo 16% de
manotriosa y 84% de manobiosa (Fig. 34 D). En ningln caso se encontrd
radioactividad en MangGlcNAcp, indicando que los Dol-P-P-oligosacaridos
radioactivos han sido sintetizados sobre los aceptores suministrados. Ademas,
los diferentes porcentajes de radioactividad observados en cada fragmento de
acetolisis de MangGlcNAc, de T. cruzi confirman que Mang_gGlcNAcp, unidos a
Dol-P-P no radioactivos han sido utilizados como sustrato.

Los resultados presentados indican que 1la estructura del oligo-
sacarido de mayor tamano sintetizado "in vitro" por cada especie es la misma
que la del derivado de Dol-P-P que cada una sintetiza "in vivo". Por 1o
tanto, de acuerdo a las razones argumentadas mas arriba, se sugiere que
Man;GlcNAcp y MangGicNAc, son los derivados de mayor tamano formados por
membranas de C. fasciculata y L. enriettii, y por B. culicis, respec-
tivamente. Se descartaria entonces la posibilidad de que los compuestos
detectados "in vitro" se hayan originado por degradacion de otros mayores, ya
que en ese caso se encontrarian mezclas de isomeros y no una uUnica estructura
igual a la que sintetizan las células intactas.

Para reforzar la idea de que los oligosacaridos detectados "in vitro"
no provenian de la degradacion de otros mayores, se incubd una preparacion de
membranas de C. fasciculata con el oligosacarido MangGlcNAc radioactivo; las
condiciones de ensayo han sido descriptas en Materiales y Metodos (II.5.3.).
Después de 20 min 0 6 h de incubacion se purificaron los oligosacaridos pre-

sentes en la fase superior de una particion de Folch. El material purificado
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FIGURA 34: Acetdlisis de oligosacaridos sintetizados por membranas de

parasitos.

Se sometieron a acetolisis y posterior cromatografia en papel con
solvente D los compuestos que migraron como: A, Man7GicNAc de C.
fasciculata de la Fig. 32 A; B, ManyGIcNAc de L. enriettii de la
Fig. 32 B; C, MangGlcNAc de B. culicis de la Fig. 32 C; D,
MangGl1cNAc de T. cruzi de la Fig. 32 D. Las fracciones no mostra-
das no presentan radioactividad.

Standards: 1, manosa; 2, Manp; 3, Mans.
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se sometido a cromatografia en papel en solvente C para su identificacion. En
la Fig. 35 se muestra que después de 6 h de incubacion el sustrato MangG1cNAc
no fue degradado a oligosacdridos menores por microsomas del parasito.
Idénticos resultados se obtuvieron cuando se incubd durante 20 min. Como en
el caso descripto en la seccion VI.1.2. este ensayo solo tiene valor indica-
tivo ya que se desconocen las actividades especificas del sustrato exdgeno

(MangG1cNAc) y de los sustratos endogenos de C. fasciculata.

Discusion

Aqui se ha presentado el disefo de un ensayo para la medicion de activi-
dades de manosiltransferasa Dol-P-Man dependientes. Este método permitid, por
primera vez, discriminar entre las diferentes actividades de
Dol-P-Man:Dol-P-P-oligosacarido manosiltransferasa involucradas en el ciclo
del dolicol. Ademas ha sido utilizado en la determinacion de dadores de
restos de manosa en los tripanosomatidos y, finalmente, en la caracterizacidn
de las deficiencias enzimaticas presentes en ciertos parasitos que conducen
al ensamblaje de derivados de Dol-P-P truncados.

En cuanto a los dadores de manosa se han presentado evidencias que indi-
can que en 1os tripanosomatidos serian los mismos que en células de mamifero;
GDP-Man seria el dador de los primeros cinco residuos de manosa en el ciclo
del dolicol y los siguientes restos serian transferidos a partir de
Dol-P-Man. En el protozoario V. carteri también habia sido demostrada la adi-
cion de los cinco primeros restos de manosa a partir de GDP-Man (62).

Por otra parte, se ha mostrado que el Dol-P-P-oligosacarido de mayor

tamano que sintetiza "in vitro" cada parasito investigado tiene el mismo
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FIGURA 35: Control de degradacion de MangGlcNAc por microsomas de C. fascicu-

lata.

Se incubaron preparaciones de membrana de C. fasciculata con el
oligosacarido MangGlcNAc (18.000 cpm) proveniente de glicopro-
teinas de T. cruzi. Después de 6 h de incubacion se recuperaron
los oligosacaridos presentes en el ensayo como se describe en
Materiales y Métodos y se sometieron a cromatografia en papel con

solvente C.
Standards: 9, MangGlcNAcpy; 7, Man;GlcNAcs.
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namero de residuos de manosa y la misma estructura que el compuesto que cada
uno acumula y transfiere a proteinas "in vivo". Por ejemplo, B. culicis que
incubada con (U-14C)g1ucosa acumula MangGlcNAcy-P-P-Dol, "in vitro" sintetiza
el mismo 1ipido-oligosacarido y ningun otro derivado de mayor tamano. La
incapacidad de sintetizar ManjGlcNAcp-P-P-Dol indicaria la existencia de un
bloqueo en la adicion del septimo residuo de manosa y permite explicar la
sintesis "in vivo" de un derivado truncado. Mas sorprendente es el hecho que,
a pesar de que en el ensayo se proveen derivados de Dol-P-P de siete y ocho
restos de manosa que pueden actuar como sustrato, el sistema microsomal es
incapaz de sintetizar MangGlcNAcp y MangGlcNAcy. Este resultado pone de mani-
fiesto la ausencia de actividad de otra/s manosiltransferasa/s responsable/s
de la adicion del octavo y noveno residuo de manosa en el ciclo del dolicol.,
Paralelamente, microsomas de C. fasciculata y L. enriettii que "in vivo" acu-
mulan ManjyGlcNAco no mostraron sintesis de MangGlcNAc, ni de MangGlcNAc,.
Nuevamente se observa no s6lo la ausencia de la actividad que "per se" evita
"in vivo" la sintesis de derivados de mayor tamano (adicion del octavo resto
de manosa), sino también la ausencia de la transferasa siguiente.

Las evidencias actuales no nos permiten saber si la misma enzima intro-
duce el octavo y el noveno resto de manosa. Por una parte resulta l1lamativo
el hecho que cada vez que estd ausente el octavo residuo de manosa también
falte el noveno y que hasta el momento no se haya encontrado ningdn organismo
que transfiera "in vivo" MangGlcNAcp. Por otra parte, segun el concepto de
"una enzima, un enlace glicosidico" (138) resulta dificil imaginar que la
misma enzima pueda catalizar la adicidon de un resto de manosa en posicion

{ -1,6 (residuo h en 1a Fig. 5) y otro en 24;1,2 (residuo i).

Concluyendo, los resultados presentados indican que existen al menos tres



manosiltransferasas Dol-P-Man dependientes involucradas en el ciclo del
dolicol; ellas son las responsables de la adicion del sexto, séptimo y
octavo/noveno residuo de manosa. Si bien se asumia que la entrada de cada
resto de manosa era catalizada por una enzima diferente, aqui se demuestra
por primera vez la existencia de varias actividades de
Dol-P-Man:Dol1-P-P-oligosacarido manosiltransferasa distintas.

Hace varios anos se sugirio que el ciclo del dolicol tal como se presentd
en la Fig. 4 habria sido adquirido tempranamente en la evolucion y que seria
caracteristico de toda célula eucaridotica actual (55). Los resultados que
acaban de presentarse muestran que 1los tripanosomatidos, eucariotes
inferiores, no responden al esquema clasico del ciclo del dolicol. A con-
tinuacion se discute brevemente el aspecto evolutivo de la cuestion.

En la Introduccion de esta tesis se comentd que los tripanosomatidos
podrian configurar una suerte de "mutantes naturales" de la N-glicosilacion
de proteinas. Cuando se formuld esta especulacion (111) la idnica evidencia
existente era la sintesis "in vivo" de derivados de Dol-P-P truncados en
algunos tripanosomatidos. Los resultados que se presentan en este capitulo
muestran la ausencia de actividad de ciertas Dol-P-Man:Dol-P-P-oligosacarido
manosil transferasas en varias especies y permiten explicar la sintesis de
derivados de menos de nueve unidades de manosa. Sin embargo, esta informacion
no es suficiente como para definir a los tripanosomatidos como "mutantes
naturales". Seria interesante determinar si los defectos enzimaticos obser-
vados surgieron como consecuencia de mutaciones o rearreglos en el genoma de
un ancestro que sintetizaba Glc3MangGlcNAcp, o si se trata de organismos que
nunca tuvieron un ciclo del dolicol completo. Si éste Gltimo es el caso, los

tripanosomatidos no serian mutantes sino organismos que presentan un ciclo
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del dolicol incompleto. Este podria considerarse como una forma intermediaria
hacia la evolucion del ciclo tal como aparece en el resto de los eucariotes.
Esta especulacion resulta atractiva dado que hasta el momento no existen
indicios acerca de la evolucion del ciclo del dolicol entre los procariotes
(que no 1o poseen) y los eucariotes que sintetizan Glc3MangGlcNAcy-P-P-Dol.
Recientemente se realizo en nuestro laboratorio el estudio de los deriva-

dos de dolicol en el protozoario ciliado Tetrahymena pyriformis. Esos estu-

dios, no incluidos en esta tesis, revelaron que células intactas son capaces
de sintetizar Dol-P-Glc, Dol-P-Man y Glc3MangGlcNAcp-P-P-Dol como derivado de
mayor tamano (139). La sintesis de Dol-P-Man también fue demostrada en siste-
mas libres de células, de modo que no seria la ausencia del supuesto dador de
restos manosilo la responsable de la sintesis de un derivado de
Do1-P-P truncado. Ensayos de manosiltransferasa semejantes al descripto en
este capitulo permitieron demostrar que T. pyriformis es deficiente en todas
las manosiltransferasas Dol-P-Man dependientes. De tal manera, los tripano-
somatidos no son los unicos protozoarios donde alteraciones en la adicion de
ciertos restos de manosa conducen a la sintesis de derivados de Dol-P-P
"incompletos" y por consecuencia presentan un mecanismo de N-glicosilacion
diferente al resto de los eucariotes. Estos resultados tienden a fortalecer
la especulacion evolutiva segin la cual algunos protozoarios presentarian
formas intermediarias del ciclo del dolicol.

Indudablemente, el uso de sondas de DNA permitiria aclarar el origen de
la deficiencia enzimatica observada en algunos tripanosomatidos y podria
contribuir al conocimiento de la evolucion del mecanismo de N-glicosilacion
de proteinas. Como un primer paso hacia el logro de ese objetivo se intento

la purificacion de Dol-P-Man:Dol-P-P-oligosacarido manosiltransferasas de
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higado de rata. Se logrd solubilizar estas actividades, pero los intentos de

purificacion no prosperaron debido a su inestabilidad.



CAPITULO VII

GLICOSILACION Y PROCESAMIENTO DE GLICOPROTEINAS EN DIFERENTES ESTADIOS DE

T. cruzi

Antecedentes y Objetivos

En 1982 se presentaron los primeros estudios acerca del mecanismo de N-
glicosilacion de proteinas en T. cruzi (85,86,110). Esos estudios indicaron
que MangGlcNAcy es el oligosacarido que se transfiere de Dol-P-P a proteinas
en la forma epimastigote de cultivo axénico. Posteriormente (115) se deter-
mind que en amastigotes de cultivo axénico (cepa CA-I, clones 70, 71 y 72) se
sintetizan 4-5 veces mas de ManjyGlcNAcp-P-P-Dol que del derivado
MangGlcNAc, y que ambos oligosacaridos se transfieren a proteinas en propor-
cion directa a la cantidad de cada Dol-P-P-oligosacarido sintetizado. Se
demostro que la sintesis de estos dos derivados en amastigotes axénicos no
era debida a la falta de nutrientes en el medio de marcacion de las células,
dado que por incubacion en un medio conteniendo glucosa 3 mM y suero se
obtenian los mismos derivados de Dol-P-P que en un medio con glucosa 0,2 mM y
sin suero. En vista de estos resultados se concluyd que durante la diferen-
ciacidn de T. cruzi se produce un cambio en el tamafio del oligosacarido
transferido a proteinas (115). Estudios de diferenciacion "in vitro" de
amastigotes a epimastigotes permitieron confirmar esta modificacion en el
mecanismo de N-glicosilacion durante el pasaje de una forma a la otra.

Una consecuencia importante de la alteracion mencionada es que determina
una diferencia en el tamano y la estructura de los oligosacaridos unidos a

proteina en cada forma del parasito (115). Se recuerda al lector que en las
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Figs. 14 y 15 se ha presentado el mecanismo de glicosilacidn y procesamiento
de glicoproteinas en epimastigotes y amastigotes axénicos de T. cruzi y la
estructura de los oligosacaridos transferidos en cada caso.

Oportunamente se discutié el papel de las glicoproteinas en la adhesidn y
penetracion de T. cruzi en células hospedadoras y su importancia como
antigenos de superficie. Al respecto, seria posible que diferencias en el
tamano y la estructura de los oligosacaridos, generadas por una alteracion en
el mecanismo de N-glicosilacion durante la diferenciacion de los parasitos,
tuvieran influencia sobre el grado de infectividad de 1los mismos. Sin
embargo, los estudios comentados mids arriba fueron realizados en formas no
infectivas y de cultivo axénico de T. cruzi; de tal manera, hasta el momento
no se poseian datos acerca del mecanismo de glicosilacion de proteinas en
aquellos estadios donde un cambio en la porcion sacaridica de las glicopro-
teinas podria influenciar las propiedades infectivas, antigénica y/o de
diferenciacion del parasito, en particular en los tripomastigotes (forma
infectiva) y en los amastigotes intracelulares de mamiferos. Ya se ha men-
cionado que, si bien la morfologia de los amastigotes obtenidos por cultivo
axénico es la misma que la de aquellos que se encuentran dentro de células de
mamifero, no hay evidencias de que metabolicamente ambas formas sean
idénticas; de ahl la importancia de examinar el mecanismo de N-glicosilacion
en amastigotes intracelulares que son las formas que se encuentran en Jla
naturaleza.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos acerca del meca-
nismo de N-glicosilacion de proteinas y la estructura de oligosacaridos de
alta manosa en tripomastigotes y amastigotes intracelulares de T. cruzi.

También se investigd la presencia de oligosacaridos de tipo complejo en la
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forma infectiva y una no infectiva del parasito. Estos estudios se realizaron
en varios clones de T. cruzi con la intencion de generalizar las obser-
vaciones descartando posibles comportamientos exclusivos de un clon.

VII. Resultados

VII.1. Oligosacaridos unidos a Dol-P-P

Amastigotes intracelulares, tripomastigotes, amastigotes de cultivo
axénico y epimastigotes de T. cruzi fueron incubados durante 3-15 min en pre-
sencia de (U-14C)glucosa. Para comparar el comportamiento de las cuatro for-
mas del parasito interesaba eliminar posibles variaciones en el mecanismo de
N-glicosilacion de proteinas producidas por las diferentes temperaturas de
crecimiento de cada una (habitualmente 28°C para las formas axénicas y 37°C
para las intracelulares y sanguineas de mamifero); es por eso que las incuba-
ciones con la marca radioactiva se realizaron en todos los casos a 37°C.
Terminadas las incubaciones se extrajeron los derivados de Dol-P-P como se
describio en Materiales y Métodos y se sometieron a hidrolisis acida suave

para liberar los oligosacaridos.

VII.1.1. Tamano

Los oligosacaridos liberados de Dol-P-P se sembraron en papel y se
cromatografiaron con solvente C. La Fig. 36 muestra el perfil cromatografico
obtenido para las cuatro formas del clon CA-I/72 y la Fig. 37 para tres for-
mas de Miranda 88 (M 88) y una de Miranda 80 (M 80). Cabe recordar que el

anialisis de minicirculos de DNA kinetoplastico de los clones M 88 y M 80 no
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ha revelado diferencias entre los dos tipos de células (121). En cambio
existen diferencias entre CA-I1/72 y M 80/88.

Un primer analisis de las Figs. 36 y 37 indica que para una misma
forma del parasito no se detectan diferencias cualitativas ni cuantitativas
relevantes en los oligosacaridos unidos a Dol-P-P sintetizados por los clones
CA-1/72 y M 88 (M 80).

Analizando detalladamente se observa que los amastigotes intracelu-
lares de T. cruzi clones CA-1/72 y M 88 sintetizaron casi exclusivamente
MangGl1cNAc,-P-P-Dol. La pequena proporcion de ManjGlcNAc, que se observa en
las Figs. 36 Ay 37 A podria provenir del 10-19% de contaminacion con tripo-
mastigotes presente en las preparaciones de amastigotes intracelulares
CA-1/72 y M 88, respectivamente (ver I1I.1.4.). Esta explicacion resulta razo-
nable debido a que los derivados de Dol-P-P sintetizados por tripomastigotes
de ambos clones fueron MangGlcNAcp y ManjyGlcNAcp, encontrandose el primero en
mayor proporcion (Figs. 36 B y 37 B).

En amastigotes CA-1/72 y CA-1/71 cultivados axenicamente habia sido
descripta la formacion de MangGlcNAcp y ManyGicNAcp unidos a Dol-P-P, por
incubacion de las células a 28°C en presencia de (U-14C)glucosa (115). Aqui
se presentan los resultados obtenidos por incubacion a 37°C de amastigotes
axénicos de los clones CA-1/72 (Fig. 36 C) y M 80 (Fig. 37 C). Los oligo-
sacaridos sintetizados como derivados de Dol-P-P fueron en los dos casos
MangGlcNAcp y ManjyGlcNAcy, pero estos clones se diferencian en las propor-
ciones relativas de cada oligosacarido. Los derivados mayoritarios son
Man7G1cNAcp en el clon CA-1/72 y MangGlcNAc, en M 80.

Acerca de los epimastigotes de los clones CA-1/70/71/72 se habia

informado la sintesis de MangGlcNAcp como principal derivado de Dol-P-P a
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FIGURA 36: 0Oligosacaridos unidos a Dol-P-P en T. cruzi clon CA-1/72.
Amastigotes intracelulares (A), tripomastigotes (B), amastigotes
axénicos (C) y epimastigotes (D) de T. cruzi fueron incubados con
(U-14C)gl ucosa a 37°C por los tiempos indicados en cada panel. Se
aislaron los oligosacaridos derivados de Dol-P-P y se sometieron a
cromatografia en papel con solvente C. Las fracciones que no se
muestran no presentaron radioactividad.

Standards: 9, MangGlcNAc; 8, MangGlcNAc; 7, Man;G1cNAc.
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FIGURA 37: Oligosacaridos unidos a Dol-P-P en T. cruzi clon Miranda 88/80.
Amastigotes intracelulares (A), tripomastigotes (B) y epimastigo-
tes (D) del clon M 88 y amastigotes axénicos del clon M 80 (C)
fueron incubados a 37°C con glucosa radioactiva, los tiempos indi-
cados en cada panel. Para detalles ver Fig. 36.



28°C (115). E1 mismo resultado habia sido descripto previamente para la cepa
Tulahuen 2 (110). En las Figs. 36 Dy 37 D se muestra que a 37°C tanto célu-
las CA-1/72 como M 88 sintetizaron solo MangGlcNAcp-P-P-Dol.

Resumiendo, 1os resultados presentados indican que, de acuerdo a su
migracion en papel, ManyGlcNAcp y MangGlcNAcp son los derivados de Dol-P-P
sintetizados por tripomastigotes y amastigotes axénicos, aunque en diferentes
proporciones. En cambio, 10s epimastigotes y amastigotes intracelulares for-

man aparentemente solo MangGlcNAcj.

VII.1l.2. Estructura

A continuacion se presentan estudios estructurales que confirman la
identidad de los oligosacaridos unidos a Dol-P-P sintetizados por tripomasti-
gotes de T. cruzi.

Los compuestos que migraron como MangGlcNAc, y ManjGlcNAc, en la
Fig. 37 B fueron eluidos y tratados con endo-H; los oligosacaridos liberados
fueron sometidos a acetdlisis y los productos del tratamiento se cromatogra-
fiaron en papel con solvente D (Fig. 38).

La Fig. 38 A muestra que por acetdolisis del supuesto MangGlcNAc se
obtuvieron manobiosa, manotriosa y MangGlcNAc. Cuando se sometio a acetdlisis
el oligosacarido ManjGlcNAc los productos fueron manotriosa y MangGlcNAc
(Fig. 38 B).

Concluyendo, el analisis estructural revela que los derivados de
Dol1-P-P, MangGlcNAcp y ManyGlcNAcy sintetizados por tripomastigotes del clon
M 88, tienen la misma estructura que aquellos acumulados por epimastigotes

(86) y amastigotes axénicos (115), respectivamente (ver Fig. 14). Ademas, la
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FIGURA 38: Acetolisis de oligosacaridos unidos a Dol-P-P en tripomastigotes.
Se sometieron a tratamiento con endo-H y Tuego a acetdlisis los
oligosacaridos que migraron en la Fig. 37 B como MangGlcNAcy (panel
A) y ManjGlcNAco (panel B). Los productos de acetdlisis se
sembraron en papel y se cromatografiaron con solvente D; las frac-
ciones que no se muestran no presentaron radioactividad.
Standards: 1, manosa; 2, Man2; 3, Man3; 5, MangGlcNAc.
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estructura de ManyGlcNAcp es la misma que la del intermediario del ciclo del

dolicol en células de mamifero.

VI1.2. Oligosacaridos tipo alta manosa unidos a proteina

Interesaba determinar si los derivados de Dol-P-P detectados en tripo-
mastigotes y amastigotes intracelulares eran transferidos a proteinas. Para
ello los parasitos fueron incubados durante 3-5 min con (U-14C)glucosa. Las
incubaciones fueron detenidas mediante una particion de Folch; la interfase
de dicha particion se extrajo con solvente 1103 para obtener los derivados de
Do1-P-P y el material remanente de la interfase se tratd con una proteasa.
Los glicopéptidos resultantes fueron purificados por cromatografia de filtra-
cion en Bio-Gel P-6 y posterior electroforesis en papel con acido formico 5%.
Los compuestos radioactivos que migraron hacia el cdatodo fueron eluidos y
tratados con endo-H. En una segunda electroforesis en acido formico se recu-
perdo el material neutro que contenia los oligosacaridos sensibles a endo-H.
E1 tamano de los mismos fue determinado por cromatografia en papel.

También se propuso determinar el tamano de los productos del procesa-
miento presentes en glicoproteinas maduras de la forma infectiva de T. cruzi.
Se procedio entonces a realizar incubaciones de 60 min con la marca radioac-
tiva y otros 60 min después de diluir el medio de incubacion; de ahi en mas

el procedimiento no difirio del descripto mas arriba.
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Los oligosacaridos sensibles a endo-H provenientes de la marcacion
de tripomastigotes y amastigotes intracelulares durante 3-5 min con glucosa
radioactiva se cromatografiaron en papel con solvente C. La Fig. 39 muestra
los resultados obtenidos.

Puede observarse una gran similitud entre los perfiles de oligo-
sacaridos provenientes de tripomastigotes de los clones CA-1/72 y M 88 (Fig.
39 A y B, respectivamente). Se destaca en ambos casos la presencia de los
oligosacaridos GlcyMangGlcNAc, G1cyManyGlcNAc y GlcyMangGicNAc.
Oligosacaridos de la misma composicion originados por la glucosilacion tran-
sitoria de oligosacaridos de alta manosa ya han sido descriptos en epimasti-
gotes de T. cruzi (85,86) y en otros tripanosomatidos y eucariotes superiores
(ver 1.6.). E1 oligosacarido GlciMangGlcNAc no se detecta como un pico neto,
pero se presume su existencia debido a la formacion de "hombros" entre los
compuestos que migran como MangGlcNAc y MangGlcNAc.

Por otra parte, en tripomastigotes, Ta existencia de
G1cp-1MangGlcNAc como oligosacaridos mayoritarios en la Fig. 39 A y B indica
que MangGlcNAc, ha sido transferido a proteinas a partir del derivado de
Dol1-P-P descripto en la seccion anterior. En cuanto a Man;GicNAc, dado que su
proporcion relativa es menor que la de MangGicNAc, no se puede determinar si
proviene de la transferencia directa a partir del derivado de Dol-P-P acumu-
lado o de la demanosilacion de MangGlcNAcp unido a proteina. El estudio
estructural de los oligosacaridos que se presenta mas adelante permite

aclarar este punto.
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FIGURA 39: Oligosacaridos sensibles a endo-H en glicoproteinas de T. cruzi.
Tripomastigotes (A,B) y amastigotes intracelulares (C,D) de T.
cruzi de los clones que se indican en cada panel fueron incubados
a 37°C por 3-5 min con (U—14C)g1ucosa. Se purificaron los gli-
copéptidos radioactivos, se trataron con endo-H y el material sen-
sible se cromatografid en papel con solvente C. Las fracciones
que no se muestran no llevaban radioactividad.

Standards: I, GlciMangGlcNAc; 9, MangGicNAc; 8, MangGlcNAc; II,
GlcqMansGicNAc; 7, ManyG1cNAc; III, GlcyMangGlcNAc; 6, Man661cNAc.'



Los perfiles obtenidos para amastigotes intracelulares de 1o0s clones
M 88 y CA-1/72 (Fig. 39 C y D) muestran que, al igual que en tripomastigotes,
el oligosacarido MangGlcNAcp fue transferido a residuos de asparagina en los
polipéptidos a partir del derivado de Dol-P-P. Ademas, los resultados indican
que la pequena cantidad de ManyGlcNAcp unido a Dol-P-P detectado en amastigo-
tes (Fig. 36 Ay 37 A) no se debe a que fue inmediatamente transferido a pro-
teinas, dado que la proporcidon de este oligosacarido unido a proteinas es muy
baja en relacion a MangGlcNAc.

Por otra parte, la Fig. 39 C y D también muestra, a tiempos cortos
de marcacion con (U—14C)glucosa, la existencia de oligosacaridos glucosilados
en amastigotes intracelulares.

De la observacion de la Fig. 39 se insinda una diferencia entre los
tripomastigotes y los amastigotes intracelulares: las proporciones relativas
de Mang.7G1cNAc son mayores en los tripomastigotes, 1o que podria determinar
un tamafo promedio menor de 1os oligosacaridos de alta manosa presentes en
las glicoproteinas de la forma infectiva. Para confirmar esta observacion se
estudiaron 1os oligosacaridos sensibles a endo-H de glicoproteinas maduras de
tripomastigotes y se los compard con aquellos presentes en una forma no
infectiva (epimastigotes).

La Fig. 40 permite confirmar que en las glicoproteinas maduras de
tripomastigotes el tamano promedio de los oligosacaridos es mas pequefio que
en los epimastigotes, independientemente del clon del cual provengan. Sin
embargo, este hecho es mas notable en los tripomastigotes del clon CA-I1/72
donde se observa un pico prominente de MangGlcNAc (panel A).

Finalmente, en la Fig. 40 A y B también puede observarse que en los

dos clones de tripomastigotes los compuestos glucosilados que se detectaban a
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FIGURA 40: Oligosaciridos sensibles a endo-H en glicoproteinas maduras de T.

cruzi.

Tripomastigotes (A,B) y epimastigotes (C,D) se incubaron durante
60 min con (U-14C)g1ucosa y luego de ser diluidos con medio de
cultivo se incubaron por otros 60 min mis, siempre a 37°C. De los
glicopéptidos se aislaron los oligosacdridos sensibles a endo-H,
se sembraron en papel y se sometieron a cromatografia con solvente
C. No se presentan las fracciones que carecian de radioactividad.
Standards: 9, MangGlcNAc; 8, MangGlcNAc; 7, ManjGlcNAc; 6,
MangGlcNAc; 5, MangGlcNAc,



tiempos cortos de marcacion (Fig. 39) han desaparecido.

VII.2.2. Estructura

Se realizo el analisis estructural de los oligosacaridos detectados
en glicoproteinas maduras de tripomastigotes con el objeto de establecer el
orden de remocion de residuos de manosa durante el procesamiento de 1os oli-
gosacaridos de alta manosa. Para ello los oligosacaridos que migraron como
MangGlcNAc y Man7G1cNAc en la Fig. 40, provenientes de tripomastigotes M 88 y
CA-1/72, fueron sometidos a acetolisis. Los productos del tratamiento se
identificaron por cromatografia en papel con solvente D (Fig. 41 A-D).

En la Fig. 41 B y D se observa que 10s productos de acetdlisis de
MangGlcNAc de ambos clones fueron Man,, Man3 y MangGlcNAc. Para facilitar la
comprension de los resultados que se presentan a continuacion se sugiere la
observacion de la Fig. 5.

E1 fragmento de manobiosa producido por acetdlisis de MangGlcNAc del
clon M 88 fue reducido con NaBH4 y sometido a electroforesis en 0,1 M molib-
dato de sodio pH 5,0. Como se describio en el Capitulo VI, seccion 1.2., bajo
estas condiciones migran los fragmentos que llevan restos de manitol con
enlaces X-1,2 y no migran los que tienen enlaces -1,3. Los resultados
obtenidos indican que el fragmento de manobiosa consistia en una mezcla de
Man-{(1>2)Man y Man/{(1-»3)Man, en proporciones similares. Estas evidencias
sugieren que en los tripomastigotes el primer paso en la principal ruta de
procesamiento consiste en la remocion del residuo de manosa g de la Fig. 5.

Por otra parte, la acetdlisis de Man7GlcNAc de 1a Fig. 40 Ay B ori-

gind una serie de fragmentos similares a los que rindi0 MangGlcNAc y ademas
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FIGURA 41: Acetolisis de oligosacaridos unidos a proteinas.

Se eluyeron de los respectivos cromatogramas de la Fig. 40 y se
sometieron a acetdolisis diferentes oligosacdridos provenientes de
glicoproteinas de tripomastigotes (A-D) y epimastigotes (E-H). Los
productos se cromatografiaron en papel con solvente D,
Oligosacaridos tratados: ManyGlcNAc (A,E) y MangGlcNAc (B,F) de M
88; ManjyGlcNAc (C,G) y MangGlicNAc (D,H) de CA-1/72. Las fracciones
no representadas no 1levaban radioactividad.

Standards: 1, manosa; 2, Many; 3, Man3; 4, Man3G'|cNAc; 5,
Man4G1cNAc.



se detectd0 una mayor proporcion de manosa (Fig. 41 A y C). Nuevamente se
realizo el analisis del fragmento de manobiosa proveniente del clon M 88 por
reduccion y electroforesis en molibdato de sodio, pero en este caso la marca
radioactiva no migro. Se interpreta entonces que la estructura de la mano-
biosa era Mbn;l(1;>3)Man. Se concluye asi que el segundo residuo de manosa
que se remueve en el principal camino de procesamiento en tripomastigotes es
el denominado i en la Fig. 5.

Resultados similares a los presentados para MangGlcNAc y ManjGlcNAc
de tripomastigotes fueron obtenidos para los mismos oligosacaridos de 1los
clones CA-1/72 y M 88 de epimastigotes provenientes de glicoproteinas maduras
(de la Fig. 40). Los perfiles de cromatografia de los productos de acetdlisis
aparecen en la Fig. 41 E-H,

De acuerdo con las evidencias presentadas, en la Fig. 42 se propone
la principal ruta de procesamiento que seguirian los oligosacaridos de alta
manosa en tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi.

En la seccion 1l.1. de este capitulo se mostrd que los tripomastigo-
tes acumulan MangGlcNAcp-P-P-Dol y ManjGlcNAcp-P-P-Dol. Ya se han presentado
evidencias de la transferencia a proteinas del oligosacarido de nueve restos
de manosa pero no asi de Man7GlcNAcp. Con el objeto de determinar si el oli-
gosacarido ManjGlcNAcy se transfiere a proteinas se estudiaron las estruc-
turas de MangGlcNAc y Man;GlcNAc obtenidos de glicoproteinas provenientes de
tripomastigotes incubados 3-5 min con (U-14C)g1ucosa.

Los oligosacaridos que migraron como MangGlcNAc y ManyGlcNAc en las
Fig. 39 Ay B (correspondientes a 1os clones CA-1/72 y M 88, respectivamente)
fueron repurificados por cromatografia en papel y luego sometidos a acetdolis-

is. Los productos de este tratamiento se identificaron por cromatografia en
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FIGURA 42: Secuencia propuesta para la remocion de residuos de manosa en la
principal ruta de procesamiento de oligosacaridos de alta manosa

en tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi. Para mayores
detalles ver Fig. 9. M= manosa.



papel con solvente D (Fig. 43). Man7GlcNAc proveniente del clon M 88 (panel
A) o CA-1/72 (panel B) rindio fundamentaimente manotriosa y MangGlcNAc, indi-
cando que a los 3-5 min de marcacion el oligosacarido unido a proteina tiene
la misma estructura que Man7GlcNAcy unido a Dol-P-P (ver seccion 1.2.).

Anteriormente se describio la estructura de ManyGlcNAcy originado
por demanosilacion de MangGlcNAcp en glicoproteinas maduras de tripomastigo-
tes (ver Fig. 42). E1 hecho que a tiempos cortos de marcacion se detecte la
misma estructura que la correspondiente al derivado de Dol-P-P y no aquella
observada en glicoproteinas maduras, indica que ManjyGlcNAcy fue transferido a
proteinas en los tripomastigotes M 88 y CA-1/72. Resultados semejantes fueron
descriptos por Engel & Parodi (115) en amastigotes axénicos, donde se
demostro la transferencia de Manj;GicNAcp ademas de la de MangGlcNAcp.

En cuanto a la estructura de MangGicNAc obtenido a tiempos cortos de
marcacion, los productos de acetdolisis detectados indican que seria idéntica
a la del oligosacarido de glicoproteinas maduras (Fig. 43 C y D) y diferente
de la del derivado de Dol-P-P intermediario en el ciclo del dolicol, confir-
mando que proviene de 1a demanosilacion de MangGlcNAcp. Es de hacer notar que
segin los resultados obtenidos en el estudio estructural es imposible que
Man;G1cNAc, provenga, a tiempos cortos de marcacion, de la demanosilacion de

MangGlcNAcp.

VII.3. Oligosacaridos tipo complejo unidos a proteina

Los oligosacaridos tipo complejo en los glicopéptidos son resistentes
al tratamiento con la enzima endo-H y a la ﬁg—e1iminac16n. E1 primer trata-

miento escinde la mayoria de los oligosacaridos de alta manosa y el segundo
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FIGURA 43: Acetolisis de oligosacdridos unidos a proteina de tripomastigotes.

Se sometieron a acetdlisis los oligosacaridos que migraron como
Man7GlcNAc (A,B) y MangGlcNAc (C,D) en la Fig. 39 A-B después de
haber sido repurificados por cromatografia en papel. En cada panel
se indica el clon del cual provienen. Los productos fueron someti-
dos a cromatografia en papel con solvente D.

Standards: 1, manosa; 2, Manp; 3, Man3; 4, Man3GicNAc; 5,
MangGlcNAc.



aquellos con uniones O-glicosidicas a proteinas (140).

La presencia de oligosacaridos tipo complejo en T. cruzi ha sido
motivo de controversia (94). Se decidio entonces iniciar su blsqueda en gli-
coproteinas de las formas tripomastigote y epimastigote de cultivo de T.
cruzi. Para ello se incubaron los pardsitos con (U-14C)glucosa durante 60 min
sequidos de 60 min de "“"chase". A continuacion se obtuvo un precipitado
metanolico como se indico en la seccion 11.2.8., se hidrolizaron los residuos
de acido sialico y el material desialidado se digirid con una proteasa para
obtener los glicopéptidos. Los glicopéptidos purificados fueron tratados con
la enzima endo-H y el material resistente fue sometido a /f?-e1iminac16n.
Finalmente, en los glicopéptidos que resistieron a los dos tratamientos se
examind la presencia de galactosa; si existieran en la preparacion oligo-
sacaridos tipo complejo deberia detectarse la presencia de este monosacarido
que, por otra parte, nunca esta presente en oligosacaridos de alta manosa
(ver Introduccion).

Se realizd la hidrolisis total del material resistente a endo-H y a
/2-e1iminac16n. Los productos obtenidos fueron desalados y sometidos a
.electroforesis en 5% acido formico. Este d1timo tratamiento permite eliminar
los residuos de aminoacidos y de glucosamina, mientras que en el material
neutro se recuperan el resto de los azicares. Estos se cromatografiaron en
papel con solvente B. En la Fig. 44 se muestran los perfiles obtenidos para
los clones M 88 y CA-1/72 de epimastigotes y tripomastigotes. Se observa 1la
presencia de galactosa en el material proveniente de ambas formas del
parasito y de los dos clones ensayados.

Es 1lamativo el hecho que tanto epimastigotes como tripomastigotes del

clon CA-1/72 (Fig. 44 C(C,D) presenten una relacion de radioactividad
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FIGURA 44: Oligosacaridos tipo complejo en glicoproteinas de T. cruzi.

Epimastigotes (A,C) y tripomastigotes (B,D) de los clones M 88 y
CA-1/72 fueron incubados durante 60 min con (U-14C)glucosa
seguidos de 60 min de "“chase". Se obtuvieron los glicopéptidos
radioactivos resistentes a endo-H y a fi—e]iminacién. Ese material
fue sometido a hidrolisis total y los productos se cromatogra-
fiaron en papel con solvente B. Para detalles ver 11.2.8.
Standards: 1, manosa; 2, glucosa; 3, galactosa.
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galactosa/manosa mayor que los parasitos del clon M 88. Lamentablemente 1la
escasez de material no permitio realizar estudios mas detallados al respecto.

E1 haber detectado residuos de galactosa radioactivos en los com-
puestos resistentes a endo-H yﬂ-e]iminacién permite concluir que en epi-
mastigotes y tripomastigotes se.sintetizan glicoproteinas con oligosacaridos
tipo complejo. Sin embargo, la cantidad sintetizada es muy inferior a la de
las glicoproteinas con oligosacaridos tipo alta manosa. Hemos calculado que
1a radioactividad presente en restos de manosa de 10s compuestos endo-H y
{E%-e]iminacién resistentes fue solo un 3-5% de la detectada en los mismos
residuos de oligosacaridos sensibles a endo-H. En realidad, este porcentaje
podria ser menor ain dado que ciertos oligosacaridos tipo alta manosa con 5 &

4 restos de manosa son resistentes a los tratamientos enzimatico y alcalino a

1os que se sometieron las muestras (141),

Discusion

Estudios previos habian revelado la acumulacion y transferencia a pro-
teinas de MangGlcNAcp en epimastigotes de T. cruzi de clones de la cepa CA-I
y de la cepa Tulahuen (85,110,115) y de Man7GIcNAcp y MangGlcNAcy en amasti-
gotes axénicos de clones CA-I (115). Aqui se presentan evidencias que indican
que epimastigotes y amastigotes axénicos del clon Miranda 80/88 acumulan los
mismos derivados de Dol-P-P que fueron descriptos para aquellos clones no
relacionados. Por lo tanto, se concluye que las diferencias observadas en el
mecanismo de N-glicosilacidon en ambas formas del pardsito no son exclusivas
de un clon sino que, por el contrario, serian universales.

También se describe por primera vez el mecanismo de glicosilacion de pro-



teinas en las formas tripomastigote y amastigotes intracelulares. Asi se
determin0 que mientras los Ultimos acumulan como derivado de Dol-P-P y trans-
fieren a proteinas s6lo MangGlcNAcp, 1los tripomastigotes transfieren
ManyGlcNAcy y MangGlcNAcp. En la Fig. 45 se presenta de manera resumida el
mecanismo de N-glicosilacion propuesto para ambas formas del parasito.

La transferencia a proteinas de oligosacaridos de distinto tamafio durante
la diferenciacion de T. cruzi no puede ser atribuida a las condiciones de
marcacion de los pardsitos, dado que en todos los casos las incubaciones se
realizaron a 37°C y en medios semejantes. Por otra parte, las formas que cre-
cieron en un mismo medio también presentaron diferentes mecanismos de N-
glicosilacion (tripomastigotes y amastigotes intracelulares, epimastigotes y
amastigotes axénicos).

De tal manera, en lo referente al mecanismo de N-glicosilacion, los tri-
pomastigotes tendrian un comportamiento similar a los amastigotes axénicos y
los epimastigotes a los amastigotes intracelulares. Es importante destacar
que aqui se demuestra claramente una diferencia metabolica entre los amasti-
gotes de ambos origenes, si bien se presumia que podian ser distintos (ver

Introduccion).

En cuanto a los oligosacaridos unidos a proteina, se detectd la glucosi-
lacion transitoria de oligosacaridos de alta manosa en tripomastigotes ;
amastigotes intracelulares. Este fenOmeno ya habia sido estudiado en epi-
mastigotes y amastigotes axenicos (85,86,115).

Estudios estructurales permitieron establecer el orden de remocidon de los
primeros restos de manosa durante el procesamiento de oligosacaridos de alta

manosa. Los resultados obtenidos indican que seria el mismo en epimastigotes

y tripomastigotes (ver Fig. 42). Paralelamente en tripomastigotes se observo



-‘lsl'_

AMASTIGOTES INTRACELULARES

MangGlcNAc,-P-P-Dol

Man gGlcNAc2 -Prot = Glc {MangGlcNAc2 - Prot
Mang GlcNAcy -Prot == Glc{MangGIcNAcj -Prot
Man7GlcNAcp -Prot = Glc{ManGIcNAc, -Prot

MangGlcNAcy-Prot ==2Glc1MangGicNAc; -Prot

MangGIicNAcy-Prot

TRIPOMASTIGOTES

Mang GlcNAc2-P-P-Dol

¢

Man9GicNAc2-Prot ==Glc|MangGlcNAcy-Prot

MangGlcNAcy-Prot ==GlciMangGIlcNAc; -Prot

Man7GlcNAc,-P-P-Dol

Man7GlcNAcy-Prot =06lcMan;GlcNAc,-Prot &= Man7GlcNAcj -Prot

MangGlcNAcy-Prot — Glc {MangGlcNAc2-Prot &= MangGlcNAc2-Prot

MangGlcNAcy-Prot

MangGIcNAc2 -Prot

FIGURA 45: Mecanismo de N-glicosilacion de proteinas propuesto para amastigo-

tes intracelulares y tripomastigotes de T. cruzi.




un mayor grado de procesamiento que en epimastigotes. La formacion de oligo-
sacaridos unidos a proteina con un tamaiio promedio menor podria ser originada
por la transferencia de ManyGlcNAc, ademas de MangGlcNAcp. Sin embargo, no se
puede descartar que los tripomastigotes tengan enzimas procesadoras muy acti-
vas que originen oligosacaridos mas pequenos.

Otra consecuencia importante de la transferencia de ManyGlcNAcy en tripo-
mastigotes estd relacionada con la estructura de los oligosacdridos que se
detectan unidos a proteina. Asi, parte del compuesto que contiene siete
restos de manosa tiene la misma estructura que Manj;GlcNAcp unido a 1ipido,
mientras que en epimastigotes la estructura del isOmero principal del mismo
tamafio es diferente porque proviene de la demanosilacion de MangGlcNAcy
MangGlcNAc).

Por el momento desconocemos la relacion que pueda tener el mecanismo de
N-glicosilacion de proteinas con la infectividad de T. cruzi. Podria especu-
larse que la transferencia a proteinas de ManyGlcNAcp influyera sobre la
infectividad de los tripomastigotes, ya sea por determinar una estructura
diferente en los oligosacaridos de alta manosa o un tamano promedio menor de
los mismos. Sin embargo, los amastigotes axénicos que transfieren el mismo
oligosacarido no son capaces de producir infeccion en células de mamiferos
(J.C. Engel, resultados no publicados). De acuerdo a esta observacion podria
presuponerse que el tamano y la estructura del oligosacarido transferido no
determina "per se" la infectividad. Pero es necesario considerar las limita-
ciones de la metodologia empleada, dado que se trabaja con glicoproteinas
totales del parasito. Al respecto, el estudio del mecanismo de procesamiento
y transporte intracelular de proteinas individuales de T. cruzi podria apor-

tar datos interesantes, asl como para proteinas virales permitid determinar
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que existia mids de una ruta intracelular para la biosintesis de glicopro-
teinas con oligosacaridos tipo complejo (79).

Recientemente se presentaron evidencias que sugieren la existencia de por
1o menos dos rutas celulares para la N-glicosilacion de proteinas y el proce-
samiento en células de eucariotes superiores. Estas diferirian en su capaci-
dad de marcarse con azicares exdogenos, en el tamano de los oligosacaridos de
alta manosa que generan y en su susceptibilidad a la inhibicidon por altos
niveles de glucosamina (142,143). En el caso de los tripomastigotes podria
pensarse que determinadas proteinas sean las que reciban Man;GlcNAcy y sigan
una ruta de procesamiento especifica, diferente de la de aquellas que reciben
MangGlcNAcy por N-glicosilacion. Finalmente, no puede descartarse que sea la
porcion proteica la que determine el grado de procesamiento de los oligo-
sacaridos y de alguna manera la infectividad (ver Introduccion).

T. cruzi es el primer eucariote donde se ha demostrado claramente una
modificacion en el tamano del oligosacarido transferido a proteinas durante
la diferenciacion. Previamente se habian descripto cambios en la estructura
de los oligosacaridos unidos a proteina durante la transformacion maligna y
la diferenciacion de células de mamiferos. También ciertas proteinas virales
pueden presentar, en un sitio de glicosilacion determinado, oligosacaridos de
alta manosa o complejos de acuerdo al hospedador donde crezcan (144), En
todos estos casos la alteracion se produce en el procesamiento de los oligo-
sacdridos una vez unidos a la proteina, mientras que en T. cruzi la modifica-
cion primaria se da en el tamano del oligosacarido transferido de Dol-P-P a
proteina.

Recordara el lector que los amastigotes intracelulares son formas repli-

cativas, no infectivas, que se diferencian intracelularmente a tripomastigo-
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tes quienes lisan las células hospedadoras para pasar al torrente sanguineo y
nuevamente colonizar células y diferenciarse a amastigotes. De tal manera, es
interesante recalcar que el cambio de oligosacarido transferido de
MangGlcNAc, en amastigotes intracelulares, a MangGlcNAcp y ManyGlcNAc, en
tripomastigotes, se da en un solo paso de diferenciacion, tal como se
esquematiza a continuacion:

AMASTIGOTES

(MangG1cNAcp)

I
TRIPOMASTIGOTES
(MangG1cNAcp + ManjGlcNAc))

En cuanto al estudio de los oligosacaridos tipo complejo aqui se ha
mostrado la presencia de restos de galactosa en el material endo-H y
fb-e]iminacién resistente proveniente de epimastigotes y tripomastigotes, 1o
‘que indica la sintesis de oligosacaridos tipo complejo.

Anteriormente Parodi y col. no habian detectado la presencia de oligo-
sacaridos complejos en epimastigotes siguiendo una metodologia diferente a la
presentada aquil (86). Si bien en esta oportunidad han sido detectados, su
infima proporcidon en relacion a los oligosacaridos de alta manosa no permitid
una caracterizacion exhaustiva.

Estudios previos acerca de las glicoproteinas de superficie de epimasti-
gotes y tripomastigotes indicaron la ausencia de glicoproteinas capaces de
unirse a las lectinas de soja y germen de trigo en la forma no infectiva
(103). Como esas lectinas reconocen [5-ga1actosa, ﬁ%—N-aceti]g]ucosamina y
acido sialico, se pensd que los epimastigotes carecerian de glicoproteinas

con oligosacaridos tipo complejo. Por el contrario, Previato y col. (145)
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mostraron que epimastigotes de T. cruzi eran aglutinados por las mismas lec-
tinas. Los resultados presentados en esta tesis indican la presencia de oli-
gosacaridos tipo complejo en 1las glicoproteinas de tripomastigotes y
epimastigotes; el haber detectado estos compuestos en ambas formas del
pardsito indica que la ausencia o presencia de los mismos no determina .la

infectividad.
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A los Sres. Miembros de la
Subcomisidn de Doctorado del’
Instituto de Investigaciones
Biogquimicas-Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales

S/D

De mi mayor consideracién:

Me dirijo a Uds. con el objeto de
presentar el trabajo de Tesis, que para optar al titulo de
Doctor en Ciencias Quimicas ha desarrollado la Licenciada
Laura de la Canal.

En nuestro laboratorio habiamos
encontrado que los tripanosomatidos (protozoarios parésitos,
algunos de los cualss son agentes causales de enfermedades
endémicas en paises en desarrollo) transfieren de un deriva-
do de dolicol difosfato a proteina, oligosaciridos no gluco-
silados conteniendo, adem8s de 2 residuos de N-acetilgluco-
samina, 6, 7 o 9 residuos de manosa dependiendo de las espe-
cies. En &sto los tripanosomdtidos se diferencian de los ma-
miferos, plantas, hongos e insectos, los cuales transfieren
todos el oligosacéarido Glc3Man9GlcNAc2.

El trabajo experimental de la Licen-
ciada de la Canal consta de cinco partes. En la primera de
ellas estudib6 el mecanismo de glicosilacibén en un nuevo tri-
panosomatido, la Leishmania enriettii, encontrando que era
similar al que tiene lugar en especies del género Crithidia,
y distinto al conocido para otras dos especies del género
Leishmania (L. mexicana y L. adleri). El caso de las :
Leishmanias es el Gnico conocido en el cual especies del mis-
mo género no comparten el mismo mecanismo de glicosilacidn.
En la segunda parte estudid el mecanismo de glicosilacidn en
un protozoario no tripanosomatido, la Euglena gracilis, micro-
organismo de vida libre, con el objeto de investigar si todos
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los protozoarios presentaban particularidades en su mecanismo
de glicosilacidn o si era una particularidad de los tripanoso-
mitidos. Encontr6 que el mecanismo en Euglena gracilis era si-
milar al que ocurre en eucariotes superiores. En las tercera

y cuarta partes estudid las caracteristicas enzimdticas que de-
terminan los fenotipos observados en tripanosomdtidos. Deter-
mind que estos protozoarios son incapaces de sintetizar doli-
col-P-Glc, el dador de los residuos glucosa en Glc,Man_ GlcNAc,-
P-P-dolicol en mamiferos y hongos, lo que explica la ausencia
de oligosacaridos glucosilados en tripanosomidtidos. Ademds en-
contrbd que las especies que forman Man_GlcNAc,-P-P-dolicol o
Man_,GlcNAc.,-P-P-dolicol in vivo son degicientes no solo en la
adiZi6n dei residuo de manosa faltante siguiente, defecto que
por si explicaria los fenotipos observados, sino en la adicidn
de todos los residuos de manaosa faltantes. Es ésta la primera
demostracidn que existen por lo menos 3 manosiltransferasas
distintas dependientes de dolicol-P-Man en el ensamblado de
dolicol-P-P-oligosac&ridos. En la Gltima parte de la Tesis, la
Lic. de la Canal estudid el mecanismo de glicosilacién de pro-
teinas en las diversas formas del parédsito Trypanosoma cruzi,
agente causal de la enfermedad de Chagas. Encontr6 que las for-
mas no infectivas (epimastigotes y amastigote) comparten el
mismo mecanismo de glicosilacidén en el cual Man_,GlcNAc, es
transferido a proteinas, pero que en la forma ihfectivi,
trypomastigote, existe un mecanismo adicional, en el cual sec
transfiere Man,GlcNAc.,. Es este el primer caso de una célula
eucariote en ez cual %e transfieren simultaneamente dos oligo-
sacéridos.

Todos estos estudios se han realizado
utilizando precursores radioactivos y las técnicas usuales en
el tema.

Saluda a Uds. muy cordialmente,

et

Dr. Armando J. Parodi
Director de Tesis
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