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RESUMEN

La glicosilación de residuos de asparagina en ias proteinas ocurre por ei

mismo mecanismo en todos los eucariotes estudiados, excepto en protozoarios

de 1a famiïia Trypanosomatidae. Este consiste en 1a transferencia co­

traducciona1 de] oïigosacárido GIC3Man9GïcNAC2a partir dei derivado de

doïicoï-P-P correspondiente.

En céiulas de namifero 1a biosïntesis de GIC3Man9G1cNAc2-P-P-d01ico]se

produce de manera secuencia] y siguiendo un orden ünico, donde GDP-Mancede

ios primeros cinco restos de manosa, doïicoi-P-Man 10s residuos de manosa

restantes, y d01ic01-P-G1c 105 tres residuos de giucosa.

En todos los tripanosomátidos estudiados se habia demostrado 1a trans­

ferencia a proteinas "in vivo" de oiigosacáridos carentes de residuos de gïu­

cosa. Además,en aïgunos de eiïos ei oiigosacárido transferido resuitó tener

menos de nueve restos de manosa, pero en esos casos su estructura es 1a misma

que 1a de] oïigosacárido de] mismo tamaño intermediario en e] cicio dei doïi­

co] en mamíferos. Los derivados de doiicoi-P-P que se acumuian y transfieren

a Proteínas son: MangGlcNAc2en epimastigotes de Trxpanosoma cruzi y en

Trypanosomaconorhini, Trypanosoma dionisii, Leptomonas samueïi, Herpetomonas

samueipessoai y Herpetomonas muscarum; MansGïcNAcz en LEÍShmBnÍa mGXÍcana,

Leishmania adleri y Blastocrithidia cu1icis, y finaimente, Man7G1cNAc2en

Crithidia fascicuiata, Crithidia harmosa y amastigotes de cu1tivo axénico de

Aquï se han estudiado diversos aspectos de] mecanismo de N-glicosiiación

de proteinas en tripanosomátidos con ei objeto de determinar e] origen de sus

peCUiiaridades. Los principaies resuitados y conciusiones obtenidas se resu­

men a continuación.
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1. La característica de transferir a proteinas oïigosacáridos no gïucosiïados

no es común a todos Ios protozoarios. Se demostró que e] protozoario de vida

1ibre Eugiena graciIis transfiere GIC3MangGicNAc2a] iguaï que e] resto de

1os eucariotes previamente estudiados.

2. Contrariamente a 10 que se presuponïa, miembros de un mismo género de tri­

panosomátidos pueden acumuïar derivados de Do]—P-P con oïigosacáridos de

diferente tamaño. Aquí se presentan evidencias de que céiuias de Leishmania

enriettii acumuian Man7GicNAc2mientras que previamente se había determinado

1a síntesis de Man5GlcNAc2-P-P-d01ic01en otras dos especies de Leishmania.

3. Preparaciones de membranade I; ¿5351, L¿_enriettii, EL fascicuiata y É;

cuïicis sintetizan doïico1-P-Man pero no doïicoi-P-Gïc, que es e] dador de

restos giucosiio en e] ensambïaje de 1ïpido-oligosacáridos en otros

eucariotes. Se concïuye que 1a deficiencia primaria que conduce a estos tri­

panosomátidos a formar derivados de doiicoi-P-P no giucosiïados es 1a ausen­

cia de actividad de UDP-G1c:do]icoï-P-giucosiïtransferasa, y por 10 tanto su

incapacidad de sintetizar doiicoï-P-Gïc.

4. Se diseñó un ensayo para 1a "edición de actividades de manosiïtransferasa

doiicoï-P-Man dependientes que consiste en 1a incubación de preparaciones de

membrana con doiicoi-P, GDP(14C)Man y aceptores exógenos

(Man5_8G1cNAc2-P-P-d01icoi). Luego por extracción de 105 derivados de

doïicoi-P-P sintetizados y anáïisis de 1os o1igosacáridos radioactivos se

puede determinar 1a presencia o ausencia de ciertas actividades de mano­

siÏtransferasa.



5. Utiiizando e] método que acaba de describirse se pudo determinar que EL

culicis, que "in vivo" forma Man5G1cNAc2,"in vitro“ es incapaz de transferir

e] séptimo, octavo y noveno residuo de manosa a1 1ïpido-01igosacárido prefor­

mado. LL enriettii y EL fascicuiata que transfieren Man7G1cNAc2"in vivo", no

producen 1a adición dei octavo y noveno resto de manosa "in vitro". Se

conciuye que: a) existen a1 menos tres actividades diferentes de

doïicoi-P-Manzdoiicoi-P-P-oligosacárido manosiïtransferasa, y b) 1a síntesis

de derivados de doïicoï-P-P truncados en estos tripanosomátidos se debería a

un bioqueo en 1a adición de determinados restos de manosa, originado por 1a

faïta de actividad de ciertas manosiïtransferasas doïicoï-P-Man dependientes.

6. Se determinó que en EL fascicuiata ios dadores de restos de nanosa en e]

ensambiaje de] do]icol-P-P-oiigosacárido son 10s mismos que en céiuias de

mamífero: GDP-Manactüa como dador de los primeros cinco restos de manosa y

doiicoi-P-Man de ios restantes.

7. Por primera vez se estudiaron Ios oïigosacáridos unidos a do1ic01-P-P y

aqueiïos presentes en giicoproteïnas de aita manosaen las formas tripomasti­

gote (infectiva) y amastigotes intraceïuïares de I; Eruíl. Se determinó que

estos ü1timos transfieren a proteínas MangGicNAczmientras que 1a forma

infectiva transfiere MangGicNAczy Man7GicNAc2.En 1a Fig. 45 se presenta ei

mecanismo de N-giicosiiación de proteínas propuesto para estas dos formas de]

parásito.

8. En cuanto a 1as formas epimastigote y amastigotes axénicos de l; cruzi se

había determinado que céiuias de ciones CA-I transferïan a proteínas

MangGlcNAczy MangGicNAczmás Man7G1cNAc2,respectivamente. Aquí se presentan



evidencias de que ias mismas formas de un cion no re1acionado (M80/88) acu­

muian como derivados de doïicoi-P-P 105 mismos o1igosacáridos que habian sido

descriptos para ciones CA-I.

9. De Ios puntos 7 y 8 se desprende que durante 1a diferenciación de [ngrugi

se produce un cambio en e] necanismo de N-giicosiiación que conduce a 1a

transferencia a proteínas de oligosacáridos de diferente tamaño. I; grugl es

e] primer eucariote donde se demuestra una modificación en e] tamaño de] oii­

gosacárido transferido durante 1a diferenciación.

10. Se estudió e] orden de remoción de Ios primeros restos de manosa durante

e] procesamiento de gïicoproteïnas en epimastigotes y tripomastigotes de I;

55551: En anbas formas e] procesamiento comienza con 1a remoción de ios

mismos residuos pero en 10s tripomastigotes se obtienen finaïmente oligo­

sacáridos más procesados.

11. En epimastigotes y tripomastigotes de l; grugi se investigó 1a presencia

de oiigosacáridos tipo compïejo en giicoproteïnas. La detección de restos de

gaiactosa en e] materia] resistente a 1a enzima endo-[ï-N-aceti]giucosamini­

dasa H y a 1a [3-e1iminación indica que existen oïigosacáridos compïejos en

anbas formas de] parásito.

Los resultados obtenidos aportan nuevos conocimientos acerca de] meca­

nismo de N-giicosiiación de proteínas en tripanosomátidos y permiten

comprender varias de ias pecuiiaridades que este presenta. A1 mismo tiempo se

han formulado especuiaciones evoïutivas que permitirían expiicar 1a sintesis

de derivados de doïicoi-P-P truncados en ciertos tripanosomátidos.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

1.1. Gïicoproteïnas

Las giicoproteïnas pueden definirse como proteinas conjugadas con­

teniendo como grupo prostático uno o más heterosacáridos, con un número de

restos sacarïdicos reïativamente pequeño, sin unidades repetitivas y covaien­

temente unidos a 1a proteína (1).

De acuerdo a1 tipo de unión que se estabiece entre e] resto gïicosïdico

y 1a proteina, 1as gïicoproteïnas se dividen en dos grandes grupos:

O-giicosïdicas y N-gïicosïdicas (2).

En cuanto a 1as gïicoproteïnas con eniaces O-giicosïdicos, 1a unión

péptido-azücar se estabiece a través de un grupo hidroxiïo en un aminoácido.

Se han descripto varios aminoácidos y azúcares involucrados en este tipo de

eniaces. E1 más habitua] en cé1u1as animaïes se constituye por 1a unión de un

grupo hidroxiio de un residuo de serina o treonina en e] péptido, con una N­

acetiigaiactosamina o xiïosa. Las giicoproteïnas que 11evan este tipo de

eniace se denominan genericamente nucinas (2).

Otro tipo de gïicoproteïnas con eniaces O-gïicosidicos son ios coiáge­

nos, donde 1a unión se forma entre un residuo de gaiactosa y e] hidroxiio de

una hidroxiïisina en e] poiipéptido (Fig. 1) (3).

También existen glicoproteïnas denominadas extensinas en ias cuaies e]

enlace O-giicosïdico se estabïece entre un resto de arabinosa y uno de

hidroxiprolina (3). Este tipo de unión es característico de compuestos pre­

sentes en 1a pared ceiuiar de vegetaïes (Fig. l).
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Por üitimo, han sido descriptas giicoproteïnas de hongos y 1evaduras

donde 1a unión se estabiece entre un resto de serina o treonina y uno de

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

Las estructuras de ios restos sacarïdicos de ias mucinas pueden ser muy

variadas. E1 rasgo más generaïizado entre e11as es 1a presencia de]

disacárido Ga1{31a7 3 GaINAcunido a serina o treonina. Frecuentemente a1

resto de gaïactosa se le adiciona uno de ácido siáïico por un eniace¿g\2 :7n6

(2,4).

Por otra parte, e1 enïace de] azúcar a 1a proteína característico de ias

g1icoproteïnas N-gïicosïdicas se estabïece entre una N-aceti191ucosamina y e]

nitrógeno de] grupo amido de una asparagina en 1a proteína. Estas gïicopro­

teïnas también se conocen con e] nombre de "tipo asparagina" (Fig. 1).

Estructuraïmente ias gïicoproteïnas con uniones N-glicosïdicas pueden

ciasificarse en tres Subgrupos (Fig. 2), a saber: tipo aita manosa, tipo

compiejo y tipo hibrido.

Las gïicoproteïnas tipo aIta manosa están constituidas exciusivamente

por N-acetiigïucosamina y manosa y presentan generaimente un nüc1eo interno

de Man5GïcNAc2 (aunque pueden ser más pequeñas) con 1a estructura que se

detalla en 1a Fig. 2. Los diferentes oiigosacáridos de tipo aita manosa

surgen de acuerdo a1 nümero y 1a Iocaïización de otros residuos de manosa que

pueden aparecer en 1os extremos no reductores de] nücïeo centra]. Estos resi­

duos siempre aparecen unidos por en1aces CJE1,2.

En e] caso de los oïigosacáridos compiejos e] nücïeo centra] es un

pentasacárido: Man3G1cNAc2.Esta estructura inicia] se nndifica por 1a pre­

sencia de 'hntenas" glicosïdicas externas con distinto número y diferente
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manosa". Los residuos señaïados con i pueden estar ausentes.



composición de azúcares. La antena externa más frecuente en giicoproteïnas

compiejas es de] tipo SAJLZ 7) 6 Ga1¿31 1) 4 GicNAc, pero se han informado

muchas otras (2,5). Dos sustituyentes habituaïes en estas giic0proteïnas son

una fucosa unida por un eniacegjkl 7) 6 con el residuo de N-acetiigiucosamina

más interno, y una N-acetiigïucosamina unida en ¿31 1>'4 a1 residuo de manosa

más interno dei nücieo (Fig. 2). A esta estructura básica pueden adicionarse

antenas 1atera1es unidas a residuos de;7L-manosa, u otros restos de azúcares

que aiargan ias antenas externas. La mayoria de ios oiigosacáridos tipo

compiejo tienen dos, tres o cuatro antenas externas, pero también se han

descripto con cinco (6).

Finaïmente, 1as giicoproteïnas con oïigosacáridos tipo hibrido son

aqueiias que tienen rasgos estructuraies tanto de giicoproteïnas tipo aita

manosa como compïejas (ver Fig. 2).

Todos los oiigosacáridos unidos a asparagina presentan 1a misma estruc­

tura centrai de Man3GicNAc2(recuadrada en 1a Fig. 2) porque todos eïios pro­

vienen de una ruta metabóïica comün y Iuego se procesan en forma

independiente dando origen a variadas estructuras. Esa ruta biosintética

comüny e] procesamiento de ios oiigosacáridos se describen en ias siguientes

secciones.

Por üitimo, existe un tipo particuiar de proteinas giicosiiadas; se

trata de ias nanoproteïnas de Saccharomyces cerevisiae que contienen restos

sacarïdicos unidos por dos tipos de eniaces: N-giicosïdicos y O-giicosïdicos.

En 1a Fig. 3 se esquematiza 1a estructura de una manoproteïna. Puede obser­

varse que 1a porción sacarïdica unida N-giicosïdicamente está dividida en una

cadena interna que contiene 9-11 restos de manosa y dos de N­

acetiiglucosamina, y una cadena externa formada por 100-150 manosas. La otra
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porción está compuesta de manosa, manobiosa, manotriosa y manotetrosa, unidas

a restos de serina/treonina.

1.2. O-giicosiiación ge proteinas

La síntesis de oïigosacáridos unidos 0-g1icosïdicamente a

serina/treonina se produce por 1a adición secuencia] de restos de mono­

sacárido a partir de ios nucleótido-azücares correspondientes. Durante 1a

secuencia de glicosiiación e] producto de una giicosiïtransferasa es utiïi­

zado comosustrato por 1a giicosiïtransferasa siguiente (3,7).

La síntesis se inicia con 1a transferencia de un resto de N­

acetiigaïactosamina a1 grupo hidroxiïo de 1a serina o treonina, catalizado

por 1a enzima UDP-GaiNAczpoïipéptidoN-aceti1ga1actosamini1-transferasa (8),

según 1a reacción siguiente:

UDP-GaINAc+ HO-(ser/thr) ­ ‘> GaiNAcch-O-(ser/thr) + UDP

A diferencia de 10 que ocurre durante 1a N-giicosiïación de proteinas,

parece no existir ningún requerimiento en cuanto a 1a secuencia que rodea a1

resto de serina/treonina para permitir su gïicosiiación; pero si es impor­

tante 1a existencia de una estructura secundaria ta] que favorezca ei acceso

de 1a transferasa a1 sitio de giicosiiación (2).

La eiongación continúa por adición secuencia] de nuevos restos de mono­

sacárido, a partir de nucieótido-azücares dadores (4), hasta alcanzar 1a

estructura fina] de] oiigosacárido.

Existen varios niveles de contro] que conducen a 1a síntesis de deter­

minada estructura. En principio, cada céïuia determina por contro] genético



1a expresión de 1a caïidad y cantidad de cada gïicosiitransferasa. M

respecto, es bien conocido que en 1os grupos sanguíneos A, B y 0 se determina

geneticamente 1a sintesis de carbohidratos de diferentes estructuras en g1i­

coproteïnas y gïicolïpidos de 1a superficie de 1os g16buïos rojos (4,7). En

Ios tres grupos sanguíneos se sintetiza un oïigosacárido común unido

O-giicosidicamente a serina/treonina. En e] grupo A, además, está codificada

1a sintesis de una¡31-N-aceti1ga1actosamini1-transferasa que cataiiza 1a adi­

ción de un residuo de N-acetiIgaIactosamina a1 oïigosacárido. Similarmente,

en e] grupo B se codifica una¿(:gaiactosiïtransferasa que puede introducir

un resto de ga1actosa, mientras que en Ios individuos de] grupo O no se

expresa ninguna de 1as dos enzimas, con 10 que se mantiene intacta 1a estruc­

tura de] oïigosacárido origina].

La proporción reïativa de 1as giicosiltransferasas es otro factor impor­

tante en el contro] de 1a estructura fina] de 1os 01igosacáridos. Se ha

concïuido que a1 llegar 1a biosïntesis de] oiigosacárido a un punto de rami­

ficación, 1a cantidad relativa de cada g1icosi1transferasa determinará 1a

ruta de glicosiïación que éste seguirá (2,9).

Muchosotros factores pueden infïuenciar 1a estructura fina1 de ios oïi­

gosacáridos unidos 0-g]icosïdicamente a proteínas. Los mismos no se tratarán

aquï dado que en esta tesis se desarroïlarán excïusivamente aspectos re1a­

cionados con glicoproteïnas tipo asparagina.

Finaïmente, de Ios temas que acaban de mencionarse se desea enfatizar e]

hecho que 1a O-incosiiación de proteínas se produce por transferencia

directa y secuencia] de restos de azúcares a partir de nucïeótido-azücares y

no por transferencia en bloque de un oligosacárido preformado como ocurre en

1a N-gïicosiïación.



1.3. N-giicosiiación gg_proteïnas

En 1972 Parodi y coi. (10) presentaron 1as primeras evidencias indicando

que un oiigosacárido giucosiiado unido a iïpido era transferido a proteinas

endógenas de hígado de rata. Desde entonces, gran cantidad de información se

ha acumuïado confirmando e] ro] de un intermediario 1ipïdico como precursor

para 1a sintesis de giicoproteïnas tipo asparagina. El lípido-oiigosacárido

precursor de 1a N-giicosiiación de proteínas ha sido caracterizado tanto en

su porción iipïdica como en e] residuo giicosiiado, resuitando ser

GIC3MangGicNAc2-P-P-d01ico] (11-13). La biosïntesis de este compuesto será

anaiizada en 1a siguiente sección.

Estudios "in vitro" reaiizados por e] grupo de Robbins (14) consti­

tuyeron las primeras evidencias acerca de 1a eficiencia de transferencia a

proteínas de distintos oiigosacáridos, a partir de derivados de Do]—P-P.

E1105 demostraron que derivados giucosiiados se transferïan 8-10 veces más

rápido que c0mpuestos equivaientes desprovistos de residuos de glucosa.

Hofiack y co]. (15) estudiando 1a síntesis de 1ïpido-oligosacáridos a partir

de precursores radioactivos en iinfocitos de ratón permeabiiizados observaron

que ios oiigosacáridos no giucosiiados unidos a Iïpido eran degradados de

manera seiectiva. Numerosos resultados obtenidos tanto "in vitro" (16,17)

como "in vivo" (18-21) en varios sistemas, llevaron a generaiizar que 1a pre­

sencia de tres residuos de giucosa en e] oligosacárido transferido era una

condición esencia] para iograr una transferencia eficiente a proteínas. Sin

embargo, e] hecho que 1a transferencia de oiigosacáridos giucosiiados sea más

eficiente no impïica que otros oiigosacáridos no puedan ser transferidos. Por
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ejempio, segün un informe reciente de Romero & Herscovics (22) céiuïas F9 de

teratocarcinoma murino transfieren una significativa cantidad de

Man7GicNAc2 de Do]-P—P a proteinas, además de] ya descripto G1C3MangGïcNAc2.

Comose verá más ade1ante, ios tripanosomátidos constituyen una excep­

ción dado que 5610 transfieren a proteinas oiigosacáridos no giucosiiados.

Otras excepciones son 1as mutantes de Saccharomyces cerevisiae obtenidas por

e] grupo de Robbins seieccionando por resistencia a1 suicidio provocado por

(3H)manosa (23,24). Todas e11as acumuïan como derivados de Doi-P-P y trans­

fieren a proteinas oïigosacáridos no giucosiiados. Estos oiigosacáridos son:

Man1_2G1cNAc2 en ias mutantes aig 2-1, ManSGïcNAcz en alg 3-1 y

MangGicNAczen aïg 5-1 y aig 6-1.

En resumen, sa1vo escasas excepciones, "in vivo" 1a gïicosiiación de

residuos de asparagina en 1as proteínas se produce esenciaimente por 1a

transferencia en b10que de] oiigosacárido GIC3MangGïcNAc2a partir de un

intermediario iipïdico.

Estudios de varios Iaboratorios permitieron estabiecer que 1a cadena

interna unida a asparagina en ias manoproteïnas de EL cerevisiae también pro­

viene de 1a transferencia de GIC3MangGïcNAc2(21,25).

En cuanto a 1a infïuencia de] nümero de restos de manosa presentes en e]

01igosacárido en su transferencia a proteínas, 1as evidencias indican que

tendrian poco o ningün efecto. Asï, 1a 1ïnea ceïuiar mutante de Iinfoma de

ratón Thy-1' que sintetiza GIC3Man5G1cNAc2unido a iïpido, transfiere efi­

cientemente este oiigosacárido a proteinas (26,27). Algo simiIar se observa

en céïuias CHO(ovario de hamster chino) que sintetizan y transfieren a pro­

teinas e] oiigosacárido 61C3Man5G1cNAc2en condiciones de ayuno de giucosa

(28,29), mientras que normaimente transfieren GIC3MangGicNAc2. E1 mismo



efecto se observa en céiulas tratadas con un desacopiante de 1a fosforiiación

oxidativa (30). Estudios "in vitro" también nuestran 1a poca infiuencia de

ios restos de manosa. Spiro y co]. (16) demostraron que 1a remoción con

()(-manosidasa de residuos de manosaperiféricos de] iipido-oiigosacárido acu­

muiado "in vivo" por céiuias de tiroides, no tiene ningún efecto en su trans­

ferencia a proteinas por un sistema microsoma] de] mismo origen.

En genera] se acepta que en 1a N-giicosiiación de proteinas e] oiigo­

sacárido se transfiere a cadenas de proteina nacientes en ei reticuio

endopiásmico. Sin embargo, existen evidencias experimentaïes que sugieren que

1a transferencia podria no ser en todos ios casos cotraducciona] sino también

post-traducciona], pero siempre a proteinas recién sintetizadas (12).

Con respecto a 1a estructura de] péptido aceptor, se determinó que se

produce 1a giicosiiación de residuos de asparagina que se encuentran en 1a

siguiente secuencia:

Asn —X - ser/thr

donde X puede ser cualquier aminoácido, excepto probabiemente proiina y ácido

aspártico (31). Sin embargo, una asparagina en esa secuencia no es condición

suficiente para determinar su giicosiiación (32). Estudios de Bause & Legier

(33) utilizando péptidos sintéticos iievaron a proponer que en e] mecanismo

de reacción de 1a giicosiiación de proteinas es indispensabïe 1a formación de

una unión tipo puente hidrógeno entre 1a cadena iaterai dei aminoácido

hidroxiiado y 1a amida de 1a asparagina. Actuaimente se considera que para

que se produzca 1a giicosiiación el poiipéptido debe tener una conformación

tai que permita: a) 1a formación dei puente de hidrógeno nencionado y, b) e]

acceso de 1a oiigosacariltransferasa que cataiiza 1a reacción (34).



1.4. Cicïo ggl_doïic01

E1 doïicoï es un poïipren01;)(-saturado con un número variabie de unida­

des de isopreno, entre 11 y 19 segün 1a especie (35,36). La estructura dei

doiicoï es 1a siguiente:

CH3 CH3

H-(CH2- C=CH-CH2)n-CH2-CH-CH2CH20H

Tal como se nencionó en 1a sección anterior, 1a N-glicosiiación de pro­

teínas se produce por transferencia en bioque de] oiigosacárido preformado, a

partir de] iïpido intermediario GIc3MangGlcNAc2-P-P-Doï.La ruta biosintética

que conduce a 1a formación de este compuesto se conoce con e] nombre de

"cicio de] dolicoi" y aparece esquematizada en 1a Fig. 4.

La primera reacción de gïicosiïación consiste en 1a transferencia de un

residuo de N-aceti1gïucosamina-fosfato de] UDP-GicNAca1 Doi-P, con produc­

ción de GicNAc-P-P-Doi (37). Esta reacción es inhibida por 1a tunicamicina

(38), antibiótico utiiizado comoinhibidor especifico de 1a N-giicosiiación.

A continuación se produce 1a adición de un resto de N-acetiigiucosamina y

cinco de manosa a partir de UDP-G1cNAcy GDP-Man, respectivamente. En canbio,

10s cuatro üitimos residuos de manosa y ios tres de giucosa no provienen de

1os nucieótido-azücares correspondientes sino de 105 derivados de Doi-P que

se sintetizan segün 1as siguientes reacciones:

GDP-Man + Doï-P -e> GDP + Doï-P-Man

UDP-GÏC + Doï-P —> UDP + Do'l-P-Gic
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Finaimente, ta] como aparece esquematizado en 1a Fig. 4, e]

61C3MangGicNAc2-P-P-Doicede e] 01igosacárido a un residuo de asparagina en

1a proteina aceptora y ei Doi-P-P Iiberado pierde un grupo fosfato con for­

mación de Doi-P que reinicia e] cicïo.

En 1a Fig. 5 se presenta 1a estructura de GIC3MangGlcNAc2que fue eiuci­

dada por Li y co]. en 1978 (18). En 1a misma también se representa en forma

resumida e] orden de adición de ios restos de monosacárido, tema que se trata

a continuación.

Kornfeïd y coïaboradores fueron quienes demostraron e] origen de cada

resto de manosa en 1a biosïntesis de GIC3Man9G1cNAc2-P-P-Doi,trabajando con

una 1ïnea ceiuiar mutante de 1infoma de ratón (Thy-1'). En primer iugar

mostraron que estas céiulas acumuïaban "in vivo" principaimente

Man5GicNAc2-P-P-D01 y que transferian a proteinas G1C3Man5G1cNAc2(27,39). A

continuación demostraron que ias cé1u1as Thy-1' eran incapaces de sintetizar

Dol-P-Man tanto "in vivo" como "in vitro" (40). Finaimente presentaron evi­

dencias de que preparaciones de membranade estas céiuias sintetizaban deri­

vados de Doi-P-P de hasta cinco unidades de manosa cuando se suministraba

GDP-(I4C)Mancomo sustrato, mientras que a partir de Do1-P-(3H)Man (en pre­

sencia de Man5G1cNAc2-P-P-Doï) formaban derivados conteniendo entre 6 y 9

restos de nnnosa (41). Asi quedó demostrado que en céiulas de namïfero e]

dador de ios primeros cinco restos de manosa en e] ensanbiaje de

Gic3Man9G1cNAc2-P-P—Dol es e] GDP-Man y que e] Dol-P-Man cede ios cuatro

residuos restantes.

Por otra parte, 1a adición de ios tres restos de gïucosa a1

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

ievaduras (42) y por e] grupo de Leïoir en higado de rata (43).
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La secuencia de adición de residuos de manosa en ei ensambiaje de] deri­

vado de Doi-P-P "in vivo" sigue un orden ünico (44) que aparece representado

en 1a Fig. 6. E1 hecho que siga un orden ünico hace pensar en una aita espe­

cificidad de ias giicosiitransferasas invoïucradas en e] proceso. Sin

embargo, hasta e] momento son pocas 1as evidencias presentadas que permiten

caracterizar actividades de nanosiitransferasa individuaies, y en todos Ios

casos reportados se trata de actividades GDP-Mandependientes (45-49). “In

vitro" en cambio, ias evidencias experimentaies sugieren una menor especifi­

cidad en cuanto a1 orden de adición de restos de manosa por ias manosi]trans—

ferasas (41,50,51). Es así como en varios sistemas eucarióticos se observó

que por incubación de fracciones de membrana con GDP-Mano Doi-P-Man radioac­

tivos se obtienen Doi-P-P-oiigosacáridos de variadas estructuras; este

fenómeno se discutirá en e] Capítuio VI.

A continuación se discutirán brevemente ciertos aspectos topoiógicos de]

cicio de] doiicoi en e] retïculo endopïásmico (RE). Se ha estabiecido que 1a

glicosiiación de residuos de asparagina ocurre en e] 1umen de] RE (5), pero

aün no se comprende compietamente 1a topoiogia de] ensambiaje de] oiigo­

sacárido unido a Doi-P-P. Las observaciones más destacadas descriptas a1

respecto son 1as siguientes: a) no se detecta transp0rte de GDP-Mandei

citopïasma a1 1umen de] retïcuio endopiásmico rugoso (52), b) 1a sintesis de

Doï-P-Gic, Doï-P-Man y Doi-P-P-GicNAcz en vesículas intactas con topoiogïa

correcta es sensibie a tratamiento de digestión con proteasas (53), c) varios

investigadores, por diversas técnicas, mostraron que ios intermediarios

Man3_SGicNAc2-P-P-Doiestarían de] lado citopiasmático de] reticuio, mientras

que todos ios derivados de Doi-P-P entre MhnóGicNAcz y GIC3Man9G1cNAc2se

encontrarïan en 1a faz iuminai de] mismo (54). En base a estas evidencias y a
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muchas otras no nencionadas aquí, Hirschberg y Snider (54) han propuesto e]

modeio que aparece en 1a Fig. 7 acerca de 1a topoïogïa de 1a N-gïicosi1aci6n

en e] retïcuio endopiásmico.

Resumidamente:

1a síntesis de Do]-P-P-G1cNAc2 podria tener 1ugar tanto en 1a faz

citopïasmática (Ia en Fig. 7) como en 1a 1umina1 (Ib) de acuerdo a diferen­

tes evidencias experimentaïes;

1a adición de ios primeros cinco residuos de manosa (II) ocurriría en 1a

faz citopiasmática de] retïcuio, dado que e1 GDP-Mandador no pasaría a1

Iumen de] RE;

e] Doï-P-P-GicNAczManssintetizado de] 1ado citopiaSmático haria un fïip­

fiop en 1a membrana, exponiéndose entonces hacia e] 1umen de] retïcuio;

e] Dol-P-Man sustrato para 1a entrada de 10s cuatro residuos de manosa

restantes seria sintetizado en 1a faz citopïasmática y luego sufrirïa un

fïip-fïop (III);

e] Doï-P-Man 1umina1 cederïa entonces cuatro restos de manosa a1

Dol-P-P-GicNAczManS, también en 1a faz 1umina1, produciendo

Doi-P-P-GICNAczMang (IV);

e] Dol-P-Gïc, dador de restos giucosiio, podría sintetizarse tanto sobre 1a

faz Iuminaï como sobre 1a faz citopïasmática (V a y b), dado que e] UDP-Glc

es capaz de penetrar a1 Iumen de] RER;

provenientes de Doï-P-Glc serian cedidos a1residuos gïucosiio

Do]-P-P—01igosacárido probabiemente sobre 1a cara 1umina1 (VI) para formar

Dol-P-P-GïcNAczMangGIC3,que finaimente transferirïa e] oiigosacárido a una

proteina aceptora en e] 1umen (VII).
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Para conc1uir, e1 cicïo de] doiicoi tai como se ha deta11ado en esta

sección es considerado universaï entre ios eucariotes, dado que ha sido

descripto en una gran cantidad de organismos (13) sin diferencias significa­

tivas. Es más, se ha sugerido que e] necanismo de giicosiïación de proteinas

vïa cicio de] doiicoï debe haberse adquirido tempranamente en 1a evolución y

que sería característico de toda céïuïa eucariótica actua] (55).

Varias o todas 1as reacciones de] cicio de] doiico] han sido descriptas

en ciertos eucariotes inferiores: 5¿ cerevisiae (11), los hongos Neurospora

crassa (56), Aspergiiïus giggn (57) y fiuggr rouxii (58), ei hongo muciiagi­

noso Dictyosteiium discoiggum (59), y en 10s protozoarios Tetrahxmena Elri­

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

Evidencias obtenidas en nuestro laboratorio acerca de] mecanismode g1i­

cosilación de proteinas en tripanosomátidos (ver sección 1.10.) ilevaron a

especuïar que estos organismos podrian configurar una suerte de "mutantes

naturaïes" de 1a N-gïicosiïación de proteinas (63) probabiemente causada por

una deficiencia en e] cicïo de] doiicoi. En este trabajo de tesis se presen­

tan evidencias que sustentarïan este concepto, si bien esta no es 1a ünica

hipótesis que permitiría expïicar las peculiaridades observadas en e] meca­

nismo de glicosiiación de proteínas en ios tripanosomátidos.

1.5. Procesamiento gg giicoproteïnas tipo asparagina

Una vez transferido e] oïigosacárido G1c3Man9G1cNAc2a 1a proteina, éste

sufre un rápido procesamiento que conduce a 1a aparición de ios diferentes

tipos de glicoproteïnas en 10 que a] resto sacarïdico se refiere (ver sección

1.1'.).
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En la Fig. 8 se esquematizan ias principaies reacciones de] procesa­

miento tai como se ias ha estudiado en céiuias de mamíferos; ias mismas se

resumen a continuación. E1 primer evento en e] procesamiento (Fig. 8-2) con­

siste en 1a remoción de tres residuos de giucosa de] oiigosacárido, cataii­

zada por dos,7(-giucosidasas de] RER(64,65): 1a ¿{-1,2 giucosidasa I remueve

e] residuo termina] y hifi-1,3 giucosidasa II remueve ios dos restos de glu­

cosa internos. Comienza 1uego 1a remoción de restos de rnanosa unidos por

eniaces QL-1,2 (Fig. 8-3a). La primera 041,2 manosidasa está iocaiizada en

e] RER y escinde a1 menos un residuo de rnanosa. A continuación, ios oïigo­

sacáridos de aita manosa pueden seguir procesándose por 1a acción de 1a

gK-1,2 manosidasa I de] aparato de Goigi (66-68); pOr pérdida de hasta cuatro

residuos de manosa se originan ios diferentes oiigosacáridos tipo aita

rnanosa. Los oiigosacáridos destinados a tener una estructura tipo compieja

son demanosiiados por 1a misma enzima hasta producir Man5G1cNAc2;este oiigo­

sacárido no puede seguir su procesamiento a menos que se ie adicione pre­

viamente un resto de N-aceti1 g]ucosamina ca tai izado por 1a

N-acetiigiucosaminiitransferasa I (69,70) (Fig. 8-4a). Recién entonces 1a

manosidasa II de] Goigi puede remover otros dos residuos de manosa con enia­

ces 3L-1,3 y ÜQ-1,6, dando como producto GicNAc-Man3GïcNAC2(Fig. 8-5).

Posteriormente se produce 1a adición secuencia] de restos de N­

acetilgiucosamina, gaiactosa y ácido siáiico (Fig. 8-6 a1 8-9) directamente a

partir de 10s nucieótido-azücares correspondientes. Después de 1a adición de

un residuo de N-acetiigiucosamina puede producirse 1a transferencia de un

resto de fucosa a1 residuo más interno de N-acetiigiucosamina (Fig. 8-7).

A diferencia de 10 que ocurre durante 1a adición "in vivo" de restos de

rnanosa a1 Do]—P-P-o]igosacárido, 1a remoción de dichos restos en ias gli­
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coproteïnas no sigue un orden preciso, si bien existe un orden más frecuente

que se esquematiza en 1a Fig. 9. De ta] manera, si se compara con 1a Fig. 6,

se observa que 1a estructura de ios productos de] procesamiento con wenos de

nueve unidades de manosa puede ser distinta que 1a de Ios compuestos de]

mismo tamaño intermediarios en 1a sintesis de GIC3Man961cNAc2-P-P-Doi.Este

hecho permitirá interpretar varios resuïtados presentados en esta tesis.

Los factOres que determinan e] grado de procesamiento que sufrirá cada

gïicoproteïna o cada sitio de gïicosilación no se conocen con certeza, pero

existen ciertos indicios. En principio, un factor.determinante es 1a 10ca1i­

zación subceluïar de 1a proteína en cuestión. De ta] manera, 1as gïicopro­

teïnas que no sa1en de] RERevidentemente no serán procesadas por enzimas de]

aparato de Goïgi (71). E1 procesamiento de oïigosacáridos de proteínas que

pasan a1 aparato de Golgi estaría sometido a varios controïes, siendo dos ios

más conocidos: a) 1a 10ca1izaci6n especifica de ias enzimas procesadoras y,

b) 1a estructura de 1a cadena polipeptïdica. Estos dos niveles de contro] se

deta11an a continuación.

a) Locaiización de 1as enzimas: 1a iocalización especifica de las enzimas

procesadoras provee un necanismo de contro] en e] espacio y en e] tiempo. En

1983 Griffith y co]. basados en ias evidencias experimentaies obtenidas

acerca de1 transporte intrace1u1ar de proteinas viraïes, sugirieron que el

compiejo de Goïgi podía dividirse en tres compartimentos funcionaies (72,73).

Se asumió que estos tres compartimentos, denominados cis (en contacto con e]

RER), medio y trans (e1 más distaï), presentaban diferentes baterias

enzimáticas. Las primeras evidencias a1 respecto indicaban un nnvimiento vec­

toria] (de cis a trans) de las gïicoproteïnas de membranadei virus Semiiki

Forest y 1a construcción de estructuras tipo compïejo en ias cisternas trans
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de] aparato de Goigi (74). Los tres compartimentos ya han sido detectados por

técnicas citoquïmicas. Otros grupos determinaron que 1as enzimas procesadoras

tienen una distribución precisa en ias cisternas de] Goigi, que concuerda con

1a secuencia de procesamiento. Así, por varios métodos se ha demostrado que

1a gaiactosiitransferasa está 10ca1izada en ias cisternas trans de] Goigi en

céiuias humanas(75) y 1a N-aceti1giucosaminiitransferasa I en ias cisternas

de] Goigi medio (76). Se ha definido 1a iocaiización subceiuiar de nuchas

otras enzimas invoiucradas en e] procesamiento y en todos ios casos coincide

con 1a ubicación esperada de acuerdo a su función (5).

b) Estructura de 1a cadena poiipeptïdica: se observó que 1a incorporación de

anáiogos de 1eucina e isoieucina en 1a cadena iiviana de una immunogiobuiina

sintetizada p0r céiuias MOPC-4GBevita e] procesamiento norma1 de 1a misma

(77). Este resuitado indica que 1a estructura de 1a proteïna infiuencia e]

procesamiento que sufrirá e] oiigosacárido. Evidencias en e] mismo sentido

fueron obtenidas mediante e] empieo de 1a enzima endo-H, utiiizada habi­

tuaimente en e] estudio de gïicoproteïnas por su capacidad de romper 1a unión

¿3-1,4 entre dos restos de N-acetiigïucosamina en giicoproteïnas de aita
manosa. Virus Sindbis, que normaimente poseen dos giicoproteinas, cada una de

ias cuaies posee dos oiigosacáridos, uno de tipo alta manosa y e] otro de

tipo compiejo, fueron crecidos en una nutante ce1u1ar incapaz de formar oii­

gosacáridos compiejos (ausencia de N-aceti1giucosaminiitransferasa I). De

esta manera ios dos oiigosacáridos en ambas giicoproteïnas viraies resuitaron

ser de tipo aita nnnosa, esto es, totaimente atacabies por endo-H en gii­

copéptidos obtenidos por proteólisis de ias g1icoproteïnas. Sin embargo, a1

hacer actuar 1a enzima endo-H sobre ios viriones intactos, 5610 aqueiios oii­

gosacáridos que en céiuias de tipo saivaje son procesados hasta tipo compiejo
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resuïtaron ser atacados por 1a gïicosidasa. Esto indica que dichos oïigo­

sacáridos estaban más expuestos que los que permanecen normaïmente como a1ta

manosa. Se asume, por 10 tanto, que Ios o1igosacáridos más expuestos a 1as

enzimas procesadoras son Ios que terminan su transformación como oïigo­

sacáridos compïejos (78).

Comose nencionó anteriormente, 5610 existen indicios acerca de] "ECG­

nismo de contro] de] procesamiento, por 10 que aün no se encuentra exp1ica­

ción a varios fenómenos observados. Por ejempïo, Strous y Lodish estudiaron

1a biosïntesis de transferrina (giicoproteïna de secreción con oïigosacáridos

tipo comp1ejo) en hepatocitos y 1a de g1icoproteïnas de 1a membrana de] virus

de 1a estomatitis vesicuïar (VSV). Esos estudios mostraron que en presencia

de] ionóforo monensina que afecta 1a función de] Goïgi 1a transferrina se

secreta con oïigosacáridos de aïta manosay 1as giicoproteïnas de] VSVtienen

una estructura de tipo compïejo (79). Estos y otros resuitados indican que

habría más de una ruta intraceiular para 1a biosïntesis de incoproteïnas con

01igosacáridos tipo compïejo.
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Una vez procesadas 1as giicoproteïnas dejan e] aparato de Goigi para

dirigirse a sus destinos finaies. Asï, 1as giicoproteïnas de membrana

piasmática .y 1as de secreción son transportadas a 1a superficie ceiuiar a

través dei sistema de endomembranas. En canbio ias giicoproteïnas destinadas

a ser enzimas 1isosoma1es siguen una ruta que ias caracteriza. Esta comienza

probabiemente en e] cis Goigi donde se produce 1a fosforiiación de residuos

de nanosa cataiizada por dos enzimas: 1a N-acetiigiucosaminiifosfotransfera­

sa y 1a N-aceti1g]ucosamina-l-fosfodiestengk-N-acetiigiucosaminidasa (80,81).

La primera enzima cataliza 1a transferencia de un resto de N-acetiïgiucosami­

na-fosfato de UDP-GïcNAca un resto de manosa en oiigosacáridos de aita

manosa (Fig. 8-3 b) y 1a segunda remueve 1a N-acetiigiucosamina para exponer

1a manosafosforiiada (Fig. 8-4 b). Los restos de N-aceti1giucosamina-fosfato

pueden ser transferidos a cinco restos de manosa diferentes y un mismooiigo­

sacárido puede tener más de una manosa-G-fosfato.

Los residuos manosiifosfato en oligosacáridos de aita manosa actúan como

señai de reconocimiento específico de ias enzimas 1isosoma1es y determinan su

transporte a ios iisosomas (80). Existen receptores en 1a membrana de]

aparato de GoIgi que reconocen 1a seña] de Man-6-P. Estos se unen a ias gii­

coproteïnas que 11evan 1a seña] y 1as vesícuias que contienen ios compiejos

formados se fusionan con 1a nembrana Iisosomai. A continuación se disocian

ios compiejos receptor-enzima 1isosoma1 y estas üitimas son iiberadas en e1

lumen de] iisosoma (82).

No se conocen con precisión 105 factores que determinan que uno o más

restos de manosa en una determinada glicoproteïna sean convertidos en señaïes

de manosa-fosfato. Los resuitados actuaïes sugieren que 1a N-acetiïgiucosami­

niifosfotransferasa reconocerïa una secuencia de aminoácidos específica en 1a



proteina que seria comün a todas ias enzimas 1isosoma1es y que estaria

ausente en ei resto de ias giicoproteinas (83,84).

La ruta de procesamiento que siguen ias manoproteïnas de EL cerevisiae

es diferente a ias expuestas. E1 oiigosacárido transferido es degiucosiiado

por 1a acción de ias ¿{-giucosidasas I y II y 1uego una ?¿—1,2 manosidasa de]

RE remueve un resto de nnnosa (Fig. 10). E1 oiigosacárido ManBGicNAczasi

formado es eiongado en e] aparato de Goigi, donde una serie de manosiitrans­

ferasas introducen residuos de manosa directamente a partir de GDP-Manpara

compietar 1a cadena interna y sintetizar 1a externa (42,25).

1.6. Glucosilación transitoria gg giicoproteinas

Otras reacciones de procesamiento de giicoproteïnas fueron descriptas

por Parodi y co]. iniciaimente en Trxpanosoma cruzi (85-86) y iuego obser­

vadas en higado de rata y semiilas de Phaseoius vulgaris (87), tiroides de

ternera (88) y varios tripanosomátidos cuyos casos particulares se presentan

más adeiante. Estas reacciones de procesamiento consisten en 1a giucosiiación

transitoria de oiigosacáridos de aita nanosa, actuando como dador de restos

giucosiio ei UDP-Gic (87). Los productos glucosiiados que se detectan habi­

tuaimente a1 incubar céiuias de mamífero con (14C)giucosa por periodos muy

cortos son: GiclMangGicNAcz, GiclMangGicNAcz, GiclMan7G1cNAc2y en ciertos

casos GiclManóGicNAcz. En principio se pensó que estos compuestos podian pro­

venir de 1a demanosiiación de oiigosacáridos giucosiiados unidos a proteina.

Sin enbargo, ias evidencias experimentaies indican que las formas giucosiia­

das aparecerian por giucosiiación de ios oiigosacáridos demanosiiados for­

mados por procesamiento (87). Estas formas se consideran transitorias dado
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que sóio se observan a tiempos cortos de marcación con (14€)giucosa y desa­

parecen a] rea1izar un "chase".

En 1a Fig. 11 se presenta un esquema de] mecanismo de gïucosiiación

transitoria de oiigosacáridos de aita nanosa en giicoproteïnas de namïferos

(88).

La gïucosiiación transitoria de gïicoproteïnas tendria 1ugar en e]

retïcuio endopiásmico 1iso y rugoso (87). Esta 10ca1ización es 1a misma que

1a descripta para ias gïucosidasas y una;7¿-1,2 manosidasa que intervienen en

e] procesamiento (64-66). En base a estos hechos Parodi especuló que 1a fun­

ción de 1a giucosiiación transitoria podrïa ser proteger a ios oiigosacáridos

unidos a proteína de una excesiva degradación en e] reticuïo endopiásmico

(87). Hasta e] momentono han surgido nuevas evidencias que permitan verifi­

car o descartar esta hipótesis.

1.7. Funcionesde ios oiigosacáridos presentes en 1as giicoproteïnas

En ios üitimos años se ha acumuiado una cantidad tai de información

sobre 1as funciones que desempeña 1a porción sacarïdica de ias giicoproteïnas

que hace imposibïe su tratamiento en extenso. Es por eso que aqui se ha

optado por presentar aïgunos pocos ejempios bien c0nocidos que proveen una

noción genera] de] tema. Para mayor detaile se refiere a1 lector a ias revi­

siones pubïicadas (2,89,90).

Se pueden atribuir dos propiedades principaies a ios oïigosacáridos pre­

sentes en las giicoproteïnas, que son 1as que determinan una inmensa variedad

de funciones. Estas dos propiedades que se discutirán a continuación son: a)

la capacidad de actuar como seña] de reconocimiento y, b) 1a de infiuenciar

las propiedades físico-químicas de ias proteinas.
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a) Seña] de reconocimiento: en muchos casos se ha demostrado que un azúcar o

una secuencia sacarïdica que actüa como marcador bioiógico interactúa c0n

proteinas que reconocen esa señaï, desencadenando una respuesta específica

(2). Por ejempio, proteínas de] plasma que llevan un residuo de gaiactosa

termina] (expuesto) son reconocidas por un receptor de hepatocitos de

mamífero, específico para gaiactosa, y son sacadas de 1a circuiación. Otro

ejempïo bien conocido es e] que invoiucra e] reconocimiento de un residuo de

manosa-6-fosfato en 1as enzimas 1isosoma1es por parte de receptores de]

aparato de Goïgi que detemina que sean conducidas hacia 1os Iisosomas (ver

sección 1.5.).

Finaimente también se asigna a 105 oligosacáridos una función en e] reco­

nocimiento cé1u1a-cé1u1a. Así, 1a diferenciación de Dictyosteiium discoideum

invoiucra una asociación de céïulas que es nediada por 1a interacción entre

proteínas tipo 1ectina en una cé1u1a y un resto de oïigosacárido en otra

céluïa.

b) Infiuencia sobre propiedades físico-químicas: 1a incorporación de un resto

de oïigosacárido en una proteína provoca cambios en su carga, tamaño e

hidrofobicidad; estos cambios a su vez sueien nodificar ciertas propiedades

de las proteínas, fundamentalmentesu estructura terciaria, soiubilidad y

viscosidad. A continuación se citan a1gunos ejempios en reiación a este tema:

Se considera que Ios restos de ácido siáiico con sus grupos carboxiio diso­

ciados son 105 responsabies de 1a aïta viscosidad de varias mucinas de

saliva y de mucuscervicaï e intestina] (2).

- Anticuerpos monocïonaïes preparados contra proteínas degiicosiïadas de 1a

cubierta de] virus Semïiki Forest no reconocen a las mismas proteínas gii­
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cosiïadas, sugiriendo que se produjo un cambio conformaciona] por glicosi­

lación de 1a proteina (89).

E1 carbohidrato protegería a 1as glicoproteïnas contra 1a proteóiisis; 1a

invertasa, fibronectina y deoxirribonucleasa son más sensibies a proteasas

cuando no están gïicosiiadas (90). Sin embargo, en estos tres casos 1a pre­

sencia de] 01igosacárido parece no ser indispensabie para desempeñar su

actividad bioïógica (89).

La actividad de 1as glicoproteïnas anticongeiantes de peces antárticos

depende de 1a integridad de unidades de disacárido que forman puentes de

hidrógeno con moïécuias de agua, evitando asï e] crecimiento de ios crista­

1es de hielo (2).

La invertasa de 1evadura es más sensibie a 1a desnaturaiización por pH o

caior cuando no está giicosiiada (89).

De este apretado resumen acerca de ias propiedades de ios 01igosacáridos

presentes en giicoproteinas se desprende 1a diversidad de funciones que

pueden desempeñar.

1.8. Ubicación sistemática l bioiogïa gg Eugiena graciiis l tripanosomátidos

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

Euglena gracilis y varios tripanosomátidos, pertenecen a1 Subreino Protozoa.

En primer iugar se presenta 1a ubicación sistemática de estos protozoarios

(91).

thlum SARCOMASTIGOPHORA

Subphzium MASTIGOPHORA

Ciase l Phytomastigophorea



Orden g Eugienida

Suborden 2 Eugienina

Géneros: Eugïena y otros

glass g Zoomastigophorea

95923 g Kinetopiastida

Suborden 2 Trypanosomatina

Fam Trypanosomatidae

Géneros: Trypanosoma, Herpetomonas, Leptomonas, Crithi­

dia, Leishmania, Biastocrithidia y otros.

Euglena ha sido un enigma para muchos bióiogos dado que presenta carac­

terísticas animales y vegetaies. A pesar de ias controversias taxonómicas

generadas, 1a ciasificación que acaba de citarse es universaimente aceptada.

Eugïena es un protista de vida 1ibre que cubre infinidad de nichos ecoiógicos

y habitats, que van de medios anaeróbicos a aguas tropicaies, ácidas o aica­

iinas. Las caracteristicas más destacadas de] género Euglena (92) son: a) 1a

presencia de cioropiastos, de diferentes formas y nümero, cuando crece en un

medio Iuminoso y, b) dos fiageïos, uno "my móvil que emerge de 1a invagina­

ción ceiuiar, y otro no emergente (Fig. 12 a).

Los organismos de la Fam. Trypanosomatidae, a los que nos referiremos

comotripanosomátidos, son todos parásitos, si bien aigunas formas pueden ser

cuitivadas axenicamente. Se caracterizan por 1a presencia de un único fiageio

que puede estar iibre o unido a1 cuerpo ce1u1ar formando una membrana

onduiante; poseen una estructura ceiuïar, e] kinetopiasto, que caracteriza a1

Orden a1 cua] pertenecen (91). E1 kinetopïasto es una región especiaiizada de
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Diferentes nnrfoïogïas y estadïos de chsarroïïo en Eug1ena 3:1­
ci1is y tripanosomátidos.

a: forma 11bre de E¿_grac11is

b: promastigote de tripanosomátidos (ej.: forma infectiva de __
enriettii)
c: amastígote de tripanosomátidos (ej.: forma intraceluïar de I;
cruzi y ELenriettii)
d: epimastigote de trípanosomátidos (ej.: EL cuïicís y formas de
cultivo de IL cruzi)
e: tripomastigote de tripanosomátídos (ej.: forma infectíva de I;
cruzi)

C. fascicuïata)f: coanomastigote de tripanosomátidos (ej.:
F= fïageïo; N=nücïeo; K=kinetop1asto.
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1a ünica mitocondria que presentan los Kinetopiastida. Este se ubica en 1a

base dei fiageio y se caracteriza por su a1to contenido de DNA(airededor de]

20%de] DNAtota], variando segün 1a especie) (93).

Dado que uno de 10s temas que nos ocupa aqui es e] mecanismo de giicosi­

lación de proteinas en tripanosomátidos, seria interesante conocer ias carac­

teristicas funcionaies de] sistema de endomembranasde estos organismos. Sin

enbargo, ios datos bibliográficos 5610 apuntan a aspectos morfoiógicos, donde

se destaca 1a presencia de una cisterna de retïcuio endopiásmico muy promi­

nente y en estrecho contacto con e] aparato de Goigi que se iocaïiza en 1a

parte anterior de] cuerpo, entre e] nücieo y e1 kinetopiasto (94).

A continuación se presentan someramente aigunos rasgos de ios tripano­

somátidos estudiados en esta tesis. Trvpanosoma y Leishmania son parásitos

tipicos de vertebrados, pero además cumpien parte de su cicio de vida en

ciertos artrópodos. A estos parásitos se ios 11amadigenéticos por aiternar

entre dos hospedadores: un artrópodo vector y un vertebrado (95). Crithidia y

Biastocrithidia, en cambio, son parásitos exclusivamente de invertebrados,

principaimente insectos. Dado que desarroiian todo su cicio en un ünico

hospedador se ios denomina tripanosomátidos monogenéticos. A estos Organismos

también se los reúne bajo e] nombre de "tripanosomátidos de hospedadores

inferiores" o “tripanosomátidos inferiores" (95).

Los parásitos nnnogenéticos se transmiten de un artrópodo a otro por

ingestión de 1a materia fecai de un hospedador infectado. Una vez producida

1a infección ios parásitos se aiojan normaimente en e] 1umen dei intestino

dei hospedador. Los insectos hospedadores más habituaies de 10s tripano­

somátidos inferiores estudiados en esta tesis son: ios mosquitos Anopheies sp

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



Biastocrithidia cuiicis.

En 10 que se refiere a Trypanosoma y Leishmania, ios cicios de vida y

transmisión son nás compiejos por e] hecho de ser digenéticos. Los vectores

de Tripanosoma 55251 son 1a vinchuca (Triatoma infestans) y otros Triatominae

(96); ios de Leishmania enriettii son tábanos, principaimente Lutzomejia mon;

ticoia (97). E1 hospedador vertebrado más habitual descripto para L;

enriettii es e] conejiiio de ias Indias, y se sabe que es incapaz de producir

infección en e] hombre (97). En cuanto a l; grugl e] panorama es más C0mp11­

cado dado que tiene un ampiio rango de hospedadores. Desde e] punto de vista

socio-económico e] principa] hospedador es e] hombre, dado que su infección

produce 1a enfermedad de Chagas. Antes de describir e] cicio de vida de I;

gru¿j_ se describirán brevemente ias distintas formas de] parásito que se

encuentran en 1a naturaieza.

Los cambios nnrfoiógicos que se operan durante e] cicio de vida de ios

tripanosomátidos invoiucran una variación en 1a posición dei complejo

flageio-kinetopiasto con respecto a1 nücïeo y a] extremo anterior de]

parásito (98). En 1a Fig. 12b-f se han esquematizado 1as diferentes formas de

IL grugi y ias correspondientes a1 resto de ios tripanosomátidos estudiados

en esta tesis. Puede verse que ios amastigotes de IL grugl, que segün su

nombre carecerian de fiageio, en reaïidad poseen un fiageio corto que no

podia ser detectado por microscopía óptica. Debido a 1a presencia de ese fia­

geio varios autores prefieren 11amar esferomastigote a 1a forma amastigote.

Es importante destacar que ias diversas morfoiogïas detectadas en I¿

grugl son un refiejo de cambios más importantes en su comportamiento. Asi,

mientras 105 tripomastigotes son infectivos e incapaces de dividirse, ios

amastigotes intraceiuiares son formas rep1icativas y no infectivas. La forma



epimastigote que se encuentra en e] intestino de] invertebrado vector también

es capaz de dividirse.

En cuïtivo axénico pueden obtenerse formas epimastigote, tripomastigote

y amastigote. Sin embargo, y especialmente en e] caso de los amastigotes que

naturaimente son intraceïuïares, e] hecho de tener 1a misma nnrfoïogïa no

impiica necesariamente que su netaboïismo sea idéntico a1 de 10s parásitos

encontrados en cicïos naturaïes. En e] capítuïo VII se presentan evidencias

que concuerdan con esta aseveración.

En 1a Fig. 13 se presenta e1 cicïo de vida de IL grugi en 1a vinchuca y

en e] hombre (94,96). E1 ciclo puede resumirse en ias siguientes etapas:

I : La vinchuca puede infectarse a1 chupar sangre de un hombre enfermo que

11eva tripomastigotes. En e] estómago de] invertebrado ios tripomastigo­

tes se transforman en epimastigotes;

II : 1uego, por sucesivas divisiones ce1u1ares en e] intestino de 1a

vinchuca, ios epimastigotes se transforman en tripomastigotes

metacïcïicos que son eiiminados en 1as heces;

III: cuando 1a vinchuca pica a1 hombre en e] mismo nomento defeca y deja ias

heces contaminadas con tripomastigotes. Estos entran en 1a circuiación,

penetran en 1as céïulas hospedadoras y se transforman en amastigotes;

IV : los amastigotes intraceïuiares se dividen y se diferencian a tripomasti­

gotes que, Iuego de iisar 1a cé1u1a hospedadora, nuevamente entran a1

torrente sanguíneo (IVa). Los tripomastigotes sanguíneos pueden coioni­

zar nuevas céïuias donde se transforman en amastigotes (IVb);

I : e] cicïo se reinicia cuando ios tripomastigotes reinfectan a1 vector.

Finaïmente, se han descripto diferencias significativas en ciertos

parámetros bioiógicos en cé1u1as de I; cruzi cionadas de diversas cepas. Las



Flagelo

TRIPOMASTIGOTES

Núcleo
lVb x AMASTIGOTES

Kl'netoplaslo

HOMBRE

l VINCHUCA m

EPIMASTIGOTES TRIPOMASTIGOTESV M
ll

FIGURA13: Ciclo de vida doméstico de T_. cruzí.



_ pg ­

principales diferencias se observan en: contenido de DNApor céiuïa, infec­

tividad "in vivo" e "in vitro", composición antigénica y veïocidad de creci­

miento (99). Por esa razón en 105 ensayos rea1izados con IL cruzi que se

presentan en esta tesis se cita e] cïon uti1izado, dado que no se puede ase­

gurar que otro cion tenga e] mismo comportamiento.

1.9. Estudios sobre gïicoproteïnas en ELgraciïis x_tripanosomátidos

La 1iteratura es muyescasa en 10 referente a1 estudio de gïicoproteïnas

de IE¿_graciïi . En cambio, e] pape] de 1as gïicoproteïnas en 1a diferen­

ciación y capacidad de penetración en cé1u1as hospedadoras ha sido muy estu­

diado en tripanosomátidos.

Se han presentado evidencias de que las gïicoproteïnas tipo asparagina

estarían invoïuCradas en e] proceso de adhesión y penetración de I¿_g:u¿1 en

céïuïas de mamífero y se considera que son 10s principaies antígenos de

superficie. Trabajos de Piras y co]. (100) mostraron que 1a incubación de

tripomastigotes con tunicamicina, en concentraciones que inhiben 1evemente 1a

incorporación de nanosa a gïicoproteïnas, es capaz de aumentar dos veces 1a

adhesión de 1os parásitos a fibrobïastos de ratón a1 tiempo que disminuye

notabiemente 1a penetración de 1os parásitos a 1as céïuïas. También se ha

mostrado que 1a incubación de tripomastigotes y amastigotes con:>(-manosidasa

provoca un aumento en 1a adhesión de ios parásitos a céïuïas en cultivo

(101).

Dada 1a importancia socio-económica de 1a enfermedad de Chagas, muchos

grupos de investigación intentan identificar gïicoproteïnas antigénicas

específicas de 1a forma infectiva de l; cruzi (tripomastigote) con la idea de
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obtener vacunas y anticuerpos monocïonaies. La principa] estrategia utiïizada

ha sido 1a caracterización nediante e] uso de 1ectinas y e1ectroforesis en

geies de poiiacriiamida. Existen en 1a iiteratura gran cantidad de publica­

ciones a] respecto, pero su interpretación se hace difici] debido a 1a diver­

sidad de cepas uti1izadas y a 1a faïta de resoïución de ios métodos empieados

(94). Las primeras evidencias más ciaras acerca de 1a existencia de gïi­

coproteïnas con propiedades antigénicas especificas de diferentes estadios de

IL gruíi fueron dadas por los grupos de Cohn (102) y Coiii (103). La incor­

poración de eiectroforesis bidimensionaïes aportó nuevos datos sobre e] tema

y actuaïmente se considera que una gïicoproteïna de superficie aisiada de

tripomastigotes, de 85 KD(proteína Tc-85), sería especifica de ese estadio y

seria necesaria para una eficiente internaiización de ios parásitos en ias

céiuias de mamífero (104). Esta giicoproteïna se une a Concanavaiina A y a 1a

aglutinina de germen de trigo, y esta üïtima unión no es afectada por trata­

miento de 1as giicoproteïnas con neuraminidasa (103). Estos resuitados indi­

can que e] residuo responsabïe de 1a unión a 1a 1ectina sería

N-acetiigiucosamina y no un ácido siáïico. También se mostró que 1a N­

acetiigïucosamina inhibe 1a internalización de ciertos ciones de tripomasti­

gotes en varias céïuias en cuitivo. Todas estas observaciones han 11evado a

especuiar que 1a proteína Tc-85 estaría invoïucrada en 1a interacción

hospedador-parásito vïa un receptor de N-acetilgiucosamina presente en 1a

superficie de] hospedador (103). Recientemente se han cionado fragmentos de

DNAgenómico que codifican para una glicoproteïna de 1a superficie de tripo­

mastigotes de 85 KD, y es muy probabïe que se trate de 1a misma que estudia

e] grupo de C011i (105).

Por otra parte, Sher y Snary (106) han presentado evidencias segün 1as



cuaies un anticuerpo monocïonal específico para una gïicoproteïna de super­

ficie de epimastigotes (y ausente en tripomastigotes) de peso moiecuiar

72.000 es capaz de inhibir 1a transformación de epimastigotes a tripomastigo­

tes "in vitro"; se ha postuiado que esta moiécuia seria un receptor que

controia 1a diferenciación de] parásito (107).

1.10. N-gïicosiiación gg proteinas en protozoarios gg vida iibre ¿_parásitos

Hasta 1a década de] 80 muy poco se conocia acerca de] mecanismo de gii­

cosiïación de proteinas en protozoarios. Keenan (60,61) habia descripto que

preparaciones iibres de céiuias de Tetrahxmena pxriformis incubadas con

UDP-Giccataïizaban 1a síntesis de un giicoiïpido con propiedades idénticas a

Ios derivados de Doi-P descriptos en eucariotes superiores, que servia como

dador de giucosa para 1a síntesis de otras sustancias giucosiiadas ten­

tativamente identificadas comoun 1ïpido-oiigosacárido y giicoproteinas. Más

tarde Mülïer (62) trabajando con extractos 1ibres de cé1u1as de Xgllgi

carteri presentó resuitados que indicarïan que e] oiigosacárido de can­

posición GiclMansGïcNAcz serïa e] transferido durante e] proceso de N­

glicosiiación de proteinas en ese protozoario.

Simuitaneamente Parodi y co]. comenzaron a estudiar e] mecanismo de

giicosiiación de proteinas tipo asparagina en protozoarios parásitos. En un

primer trabajo (108) demostraron que g; fascicuiata "in vivo" sintetizaba

Man7G1cNAc2como ünico derivado de Dol-P-P. Se demostró también que e1 oiigo­

sacárido Man7G1cNAc2era transferido a proteinas. Estos resuitados sugirieron

por primera vez que 1a N-gïicosilación de proteinas en un protozoario

parásito no invoiucraba 1a transferencia de oligosacáridos giucosiiados. La
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FIGURA14: Estructuras de 105 ngosacáridos unidos a Doï-P-P de varios trí­

panosomátidos. La estructura compïeta de MangGïcNAczcorresponde a
los compuestos encontrados en T_.M (epimastigotes de Cu1t1‘vo

axém’co), T_. diom‘sii, T_._ conorhíni, H_. muscarum, H_.
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manosa ausentes en otros tripanosomátidos.



estructura de] o1igosacárido Man7G1cNAc2que sintetiza "in vivo" EL fascicu­

lgtg_ como derivado de Doi-P-P ya ha sido determinada (108,109) (Fig. 14)

resuitando ser 1a misma que 1a de] intermediario en 1a síntesis de

GIC3MangGicNAc2-P-P-001en céiuïas de mamífero (ver Fig. 6).

En sucesivos trabajos se caracterizaron ios oïigosacáridos unidos a

Doi-P-Py transferidos a proteínas en otros tripanosomátidos, resuïtando ser:

MangGicNAczpara epimastigotes de I¿_gruzl (85,86,110) y para Trzganosoma

conorhini, Trypanosoma dionisii, Lgptomonas samueii, Herpetomonas

samuelpessoai y Herpetomonas muscarum (111,112), Man5G1cNAc2para Leishmania

mexicana (113), Bïastocrithidia culicis y Leishmania adïeri (111,112), y

Man7G1cNAc2para Crithidia harmosa (114). Las estructuras de estos 01igo­

sacáridos aparecen representadas en 1a Fig. 14. Puede observarse que en todos

Ios tripanosomátidos que sintetizan derivados de Doi-P-P con wenos de nueve

residuos de manosa, 1a estructura de] oïigosacárido que acumulan es 1a misma

que 1a de] compuesto equivaïente intermediario en 1a formación de

GIC3Man9G1cNAc2-P-P—Doïen mamíferos (ver Fig. 6). Además, se destaca e]

hecho que todos 10s oïigosacáridos transferidos a proteinas están despro­

vistos de residuos de gïucosa. Estas peculiaridades observadas en e] meca­

nismo de g1icosi1aci6n de proteinas en tripanosomátidos serán objeto de

estudio en 1a presente tesis.

Otras observaciones con respecto a1 necanismo de gïicosiïación de pro­

teinas en tripanosomátidos se señaïan a continuación:

- Mientras que en epimastigotes de I¿ grggi_habïa sido demostrada 1a trans­

ferencia a proteínas de MangGïcNAcz(85,86) recientemente se determinó que

1a forma amastigote de cuïtivo axénico de ciones CA-I sintetiza 4 a 5 veces

más de Man7GïcNAc2que de MangGicNAcz unidos a Doï-P-P y que transfiere a



proteínas anbos oiigosacáridos (115). Durante 1a diferenciación "in vitro"

de amastigotes axénicos a epimastigotes pudo confirmarse 1a existencia de

este cambio en e] mecanismo de N-gïicosiiación de proteínas a1 pasar de una

forma a 1a otra. La estructura de Man7G1cNAc2transferido en amastigotes

axénicos es 1a misma que 1a de] oligosacárido sintetizado por EL fascicu­

lgtg y que 1a de] compuesto de] mismo tamaño intermediario en e] cicio de]

doiicoï en mamíferos (ver Fig. 14).

Se ha detectado una nueva reacción en e] procesamiento de gïicoproteïnas

tipo asparagina. Consiste en 1a incorporación de residuos de galactosa en

configuración furanósica, en extremos no reductores de oiigosacáridos sen­

sibies a endo-H. Estos restos de gaiactofuranosa han sido descriptos en EL

fascicuïata y Crithidia harmosa (114), y en L; samueli y fi; samueïgessoai

(112).

- La giucosiiación transitoria de oiigosacáridos de aita manosa descripta en

1a sección 1.6. ha sido observada en I; 93251 (85,86,115), LL mexicana

(113), en l; dionisii, I; conorhini, LL samueïi, EL samuelgessoai, g;

cuiicis y L; ¿Elegí (112) y en EL fascicuïata ylg¿ harmosa (114). En 1a

Fig. 15 se presenta un resumen acerca de] mecanismo de giicosilación y pro­

cesamiento de gïicoproteïnas en ios tripanosomátidos en Ios que se conoce.

E1 tamaño de 1a porción Iipïdica de Ios Doï-P-monosacáridos sintetizados

"in vivo" fue determinada para dos tripanosomátidos. En I; cruzi (110) fue

estimada en 13 unidades de isopreno y en EL fasciculata (35) en 11 unida­

des.

Mayores detaiies sobre e] mecanismo de giicosiïación de proteinas en

tripanosomátidos serán presentados en 1a sección Antecedentes y Objetivos de

cada capítuio de esta tesis.
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FIGURA15: Mecanismo de N-gïicosiïación de proteínas y procesamiento de 1os

oïigosacáridos en tripanosomátidos.
Los oiigosacáridos subrayados son 105 que se detectan en 1as gli­

coproteïnas maduras. En epimastigotes de IL M 5610 se trans­
fiere MangGïcNAczmientras que en amastigotes obtenidos de medio

axénico se transfieren MangGicNAcz(mecanismo de epimastigotes) y

Man7G1cNAc2.
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CAPITULO II

MATERIALES 1_METODOS

II.1. Materiaies

II.1.1. Materiai radioactivo

La marcación de céiuias de EL graciïis se reaiizó con (U-14C)giucosa

(284.5 Ci/moi) de New Engiand Nuciear. En las marcaciones de g; enriettii y

I¿ ggggi_ se utiiizó (U-14C)gïucosa (325 Ci/moi) adquirida a American

Radioïabeïed Chemicais.

(¡DP-(“aman (216.5 Ci/moi) y UDP-(14€)G1c (285 Ci/moi) fueron pre­

parados en e] Instituto de Investigaciones Bioquímicas "Fundación Campomar"

por S. Raffo y M. Bravo, segün 1a técnica de Wright y Robbins (116) con aigu­

nas modificaciones.

11.1.2. Standards radioactivos

Man7G1cNAc2y MangGïcNAcz se obtuvieron como derivados de Doi-P-P

sintetizados “in vivo" por amastigotes de cuïtivo axénico de I¿_g:!¿i en pre­

sencia de (U-14C)glucosa (115).

Man5_9GicNAcse prepararon por incubación de cortes de oviducto de

gaiiina con (U-14C)gïucosa y tratamiento con endo-H de ios giicopéptidos for­

mados, previa incubación de ias proteínas totaies con proteasa (21).

Manz, Man3 y Man4 radioactivos se obtuvieron por acetóiisis de]

manano de g¿_cerevisiae (117) y Man4G1cNAcpor acetóiisis de (14C)Man9G1cNAc



obtenido de oviducto de galiina.

Do1-P-(14C)Man fue preparado por incubación de microsomas de hígado

de rata con Doï-P y GDP-(I4C)Manbajo 1as condiciones indicadas en 1a sección

11.5.1. E1 DoI-P-Mansintetizado se purificó por cromatografía de intercanbio

iónico de 1a manera descripta en 11.2.4.

G1c1_3Man9G1cNAc2se obtuvieron como derivados de Doi-P-P de cortes

de oviducto de ga11ina incubados con (U-14C)gïucosa (21).

II.1.3. Enzimas¿_otros reactivos

Se utiiizaron 1as siguientes enzimas:

- proteasa tipo XIV de Streptomyces griseus, de Sigma;

- endo-fng-acetiigïucosaminidasa H (endo-H) de 5¿_griseus, de Sigma;

-¿¿¡manosidasa de "jack bean" tipo III, de Sigma.

Do1-P fue adquirido a Sigma.

11.1.4. Protozoarios

E; graciiis var baciilaris fue cuïtivada a 28°Cy en oscuridad en dos

medios que diferían en 1a fuente de carbono. E1 medio A contenía 0,3% giucosa

y e] g 1% etanol. Ambos medios contenían además: 1% triptona (Difco), 0,4%

extracto de levadura (Difco) y 10 Hg/m] de vitamina B 12.

E¿ fascicuiata y EL cuiicis fueron Cuitivadas en e] medio descripto

por Bacchi y co]. (118) a 28°C.

LL enriettii (forma promastigote) y l; ¿[ggi (formas epimastigote y

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



medio conteniendo: 33 g/1 de infusión cerebro-corazón (Difco), 3 g/1 de trip­

tosa (Difco), 4 g/1 de NazHPO, 0,4 g/1 de KC], 0,02 g/1 de hemina (Sigma) y

10% de suero feta] bovino (FCS) inactivado (GEN S.A.), todo ajustado a pH

7.2-7.4.

Los tripomastigotes y amastigotes intraceiuiares de I¿_g:u¿i se obtu­

vieron a partir de céiuïas en cuitivo infectadas. Comohospedadoras se utiii­

zaron céiuias BESM(müscuio liso de embrión bovino) que fueron cuitivadas en

monocapa en boteïias piásticas de 175 cmz, con nedio RPMI-1640 suplementado

con 5% FCS (119), 100 U/ml de peniciiina y 100)«g/m1 de estreptomicina. Según

se quisieran obtener tripomastigotes o amastigotes intraceiuiares, ias céiu­

1as fueron infectadas a una muïtipiicidad de 106 6 1,5 x

107 parásitos/boteiia, respectivamente. A1 infectar a una a1ta muitipiicidad

las céiuias hospedadoras se Iisan antes de que ios amastigotes se transformen

intraceiuïarmente en tripomastigotes, y 1iberan a1 medio ios amastigotes

intraceiulares. Sin embargo, habituaimente 1as preparaciones de amastigotes

intraceiuiares 11evan un 10-20%de contaminación con tripomastigotes.

Los amastigotes axénicos se obtuvieron por pasaje a medio fresco de

una pequeña cantidad de epimastigotes de fase estacionaria. Bajo estas con­

diciones parte de ios epimastigotes adoptan 1a morfología de amastigotes

(120). Los amastigotes pueden separarse de ios epimastigotes debido a que ios

primeros forman agregados y sedimentan mientras que 10s epimastigotes, por

ser fiageiados, se distribuyen en todo e] medio, 10 que permite eiiminarios

por sucesivos cambios de medio de cuïtivo. E1 cu1tivo de amastigotes se man­

tiene por repique a nedio fresco de céiuias en fase exponencia] de creci­

miento. Si e] cultivo aicanza 1a fase estacionaria se diferencia a

epimastigotes.



Los ciones de IL cruzi utiïizados en 1os distintos ensayos fueron:

CA-I/72, Miranda 80 y Miranda 88. De acuerdo a1 anáiisis de restricción de

minicirCU1os 1as céïulas Miranda 80 y 88 son indistinguib1es, pero diferentes

de 1as céïuïas CA-I/72 (121).

11.2. Marcaciónde protozoarios 1_aisïamiento de sustancias radioactivas

11.2.1. Marcaciónde Leishmania enriettii

0,4 g de parásitos se cosecharon en fase de crecimiento exponencia]

por centrifugación a 1.500 x g durante 10 min a 4°C. Se 1avaron dos veces con

50 m1 de PBS y una vez con 50 m1 de medio minimo de Eagle (MEM) (122) sin

gïucosa pero con e] agregado de 5 mMpiruvato de sodio (MEM/piruvato). Luego

Ios parásitos fueron resuspendidos en 0,8 m1 de MEM/piruvato conteniendo 150

¡«pi de (U-14C)gïucosa, todo previamente temp1ado a 25°C. La incubación a esa

temperatura duró 15 min y se detuvo por e1 agregado de 5 m1 de

c10roformo/metano1 (3:2) de manera de obtener una partición de Foïch

(cioroformo/metanol/agua 3:2:1). De 1a interfase formada se aisïaron 1os

Do1-P-P-01igosacáridos y de 1a fase inferior 105 Do1-P-monosacáridos.

11.2.2. Marcacióngg Eugïena gracilis

En e] caso de 1as céïuïas cu1tivadas en medio A, 22 g (peso húmedo)

de cé1u1as cosechadas en fase de crecimiento exponencia] se 1avaron tres

veces con 1,5 vo1ümenes (Vol/peso húmedo) de MEM/piruvato. La nnrcación se

reaiizó resuspendiendo 1as cé1u1as lavadas en un v01umen de MEM/piruvato con­

teniendo 500 Api de (U-14C)gïucosa. A Ios 15 y 25 min de incubación a 28°C se



tomaron aiïcuotas de 20 m1 y se sometieron a sendas particiones de Foich.

Para las céiuias crecidas en nedio g ias condiciones empieadas fueron ias

mismas excepto que se partió de 2,5 g de materia] y ias aiïcuotas se tomaron

(de un volumen tota] de 5 mi) como sigue: 1a primera (de 4 m1) se tomó a ios

20 min de incubación; a1 m1 restante se le agregaron 9 mi de medio g y se

incubó durante 130 min más. Ambasaiïcuotas se 11evaron a 1a proporción fina]

de cioroformo/metanoi/agua (3:2:1) para detener 1a incubación.

11.2.3. Marcación gg_Trypanosqma cruzi

Para 1a marcación de epimastigotes y amastigotes axénicos de IL grugl

ios organismos se cosecharon en fase de crecimiento exponenciai, se iavaron

tres veces con MEM/piruvato, se resuspendieron en dos voiümenes de

MEM/piruvato + 100-300 ¡«Ci de (U-14C)giucosa y se incubaron a 37°C por

diferentes tiempos.

Para 1a obtención de tripomastigotes y amastigotes intraceiuiares se

infectaron céiuias musculares en cultivo a diferente muitipiicidad (ios

detaiies se presentaron en 1a sección II.1.4.). Producida 1a iisis de ias

céiuias infectadas, e] sobrenadante que 11evaba ios parásitos fue centrifu­

gado a 350 g por 5 min. E1 sobrenadante se pasó a dos boteiias piásticas de

175 cm2 y se incubó tres horas a 37°C para producir 1a adhesión de ias céiu­

ias muscuiares que contaminaban ei sobrenadante. E1 medio sobrenadante se

fiitró iuego a través de un fiitro Spectra/mesh de 10 um de abertura de poro.

Este procedimiento aseguró que 1a muestra obtenida no estuviera contaminada

con céiuias hospedadoras. De aqui en "ás e] procedimiento de narcación no

difirió de] reaiizado para ios otros protozoarios. Brevemente, ios parásitos



purificados de cé1u1as de namïfero se 1avaron tres veces con MEM/piruvato y

se resuspendieron en dos voïümenes de MEM/piruvato conteniendo 100-300¡¿Ci de

(U-14C)gïucosa. E1 nedio de marcación de tripomastigotes fue adicionado con

1%de seroaibümina bovina para evitar 1a Iisis de ios parásitos. Finaïmente

se reaiizaron 1as incubaciones a 37°C por diferentes tiempos.

En los casos de incubaciones tipo "pu1so-chase", e] puiso duró 60 min

con 1a nnrca radioactiva y 1uego se diiuyó 10 veces con medio de crecimiento

en e] caso de Ios epimastigotes y medio RPMI-1640 con 5% FCS para 1os tripo­

mastigotes, y se dejó incubar 60 min más.

Para e] estudio de 1os Doï-P-P-oïigosacáridos y de ios o1igosacáridos

de a1ta nanosa unidos a proteína, terminadas 1as incubaciones se recibieron

aiïcuotas en 25 m1 de cïoroformo/metanoï (3:2), se agregaron 8 mg de proteína

microsoma] de rata como carrier y agua, hasta compïetar 5 m1. De 1a interfase

formada se extrajeron 1os derivados de Doï-P-P y 1os gïicopéptidos.

Para aisïar oïigosacáridos tipo compïejo de gïicoproteïnas las mar­

caciones se detuvieron agregando 4 volúmenes de metano].

11.2.4. Aisïamiento gg_Do]-P-monosacáridos sintetizados "in vivo"

La fase inferior de 1a partición de Foich obtenida Iuego de incubar

las Céïuïas con (14C)giucosa se secó a temperatura ambiente y se saponificó

(ver II.3.3.). Después de saponificar, 1a fase inferior resu1tante se secó,

se disoïvió en 0,8 m1 de cloroformo/metanoï (2:1) y se sembró en una coiumna

(pipeta Pasteur) de DEAE-ceïuïosa (forma acetato) equiïibrada con e] mismo

soivente. La coïumna se 1av6 con 8 m1 de c10roformo/metano1 (2:1) y 1uego se

e1uy6 con 4 m1 de] mismo soïvente conteniendo 10 mMformiato de amonio y 12



m1 de c10roformo/metan01 (2:1) con 30 mMformiato de amonio. Las fracciones

colectadas fueron de 0,8 m1 y se reunieron aque11as e1uidas con 30 mMde sa]

que presentaron radioactividad. Estas fracciones se secaron primero con

corriente de aire y luego en desecador a1 vacïo y finaïmente fueron sometidas

a hidróiisis ácida suave para su anáïisis.

11.2.5. Aisiamiento gg Doï-P-P-oïiggsacáridos sintetizados "in vivo"

En e] caso de L; enriettii 1a interfase de 1a primera partición de

Foich se sometió a una nueva partición en cïoroformo/metanoi/agua (3:2:1). La

interfase obtenida se 1avó cuatro veces con 5 m1 de agua y luego se extrajo

con 2 m1 de metano] y seis veces con 1,5 m1 de cioroformo/metanoi/agua

(1:1:0,3); este üïtimo soivente de ahora en más será 11amado 1103. E1 preci­

pitado de1ipidado no se descartó porque contenía ias giicoproteïnas. Se

reunieron e] extracto metanóiico y e] de 1103 y se evaporaron a sequedad con

corriente de aire a temperatura anbiente. E1 nateria] seco se resuspendió en

0,8 m1 de soivente 1103 y se sembró en una c01umna de DEAE-ceiuiosa (forma

acetato) de 0,5 x 5 cm equiiibrada con e] mismosoïvente. Se recogieron frac­

ciones de 1 m1 provenientes de: 10 m1 de 1avado con 1103, 5 m1 de 1103 con­

teniendo 10 mM formiato de amonio, 10 m1 de 1103 conteniendo 30 mM de 1a

misma sa] y 10 m1 de 1103 conteniendo 60 mMformiato de amonio. Se reunió e]

materia] radioactivo que eiuyó como un pico bien definido con 30 mMde sa].

Este fue secado con corriente de aire e hidroiizado para 1iberar ios oiigo­

sacáridos.

Para e] materia] obtenido de céiuias de EL graciiis se procedió prac­

ticamente de 1a misma manera que con e] proveniente de L; enriettii, siendo



1a ünica diferencia que ios voiümenes de ias soiuciones de 1avado y extrac­

ción de] pe11et proteico se aumentaron seis veces debido a que se partió de

una mayor cantidad de materia]. Una vez obtenido e] extracto 1103 se trabajó

con ios voiümenesindicados para L; enriettii.

En e] caso de I¿_grggi ias interfases se 1avaron una vez con 30 m1 de

cioroformo/metanoi/agua (3:2:1), otra vez con 30 m1 de agua y finaimente tres

veces con 5 m1 de agua. La extracción y purificación de

Doi-P-P-oiigosacáridos se reaiizó comose indicó para L¿_enriettii.

11.2.6. Aisiamiento de giicopéptidos

Para 1a obtención de glicopéptidos se trabajó con e] precipitado

remanente 1uego de 1a extracción de Do]—P-P-o]igosacáridos con solvente 1103.

Este materia] deiipidado se iavó una vez con 5 m1 de metano] y tres veces con

5 mi de agua. E1 precipitado proteico 1avado se sometió a digestión con pro­

teasa bajo ias condiciones expiicadas en 1a sección 11.3.12. Los productos de

proteóiisis se separaron por fiitración en una coiumna de BioGe1 P-6

(120 x 1,25 cm) equiiibrada con buffer acetato de piridina 0,1 M pH 5,0. Se

sembraron aproximadamente 2 m1 de muestra (después de reducir su voiumen por

evaporación) y se recogieron fracciones de 2 m1. Se reunieron las fracciones

radioactivas cuyos voiümenes de e1ución coincidieron con aqueiios de ios g]i—

copéptidos conteniendo entre 4 y 14 restos de nonosacárido utiiizados como

standard. Ese materia] se secó con corriente de aire, se sembró en papei y se

sometió a eiectroforesis en 5% ácido fórmico. Las sustancias neutras se

descartaron y se continuó trabajando con ei nateriai radioactivo que migró

hacia ei cátodo. La noviiidad eiectroforética de esas sustancias proviene de



1a carga positiva que adquieren 1os aminoácidos en medio ácido. Este materia]

cargado se e1uy6 y se secó, constituyendo 1a 11amadafracción de glicopépti­

dos purificados.

11.2.7. Aislamiento de oIigosacáridos sensibïes a endo-Hde g1icopéptidos

Estos se obtuvieron por tratamiento con endo-H de 105 glicopéptidos

purificados (ver 11.3.10.) y una segunda electroforesis en ácido fórmico 5%.

Los oïigosacáridos sensib1es a endo-H, por acción de esta enzima son separa­

dos de un residuo de N-acetiïg1ucosamina unido a su vez a un péptido, con 1o

que pierden su carga positiva en medio ácido. Por 1o tanto, 1os o1igosacári­

dos liberados por endo-H no migran en una e1ectroforesis en ácido fórmico 5%.

Se e1uyeron entonces 105 compuestos correspondientes a1 pico neutro, se

secaron y se procedió a su identificación.

La fracción de oïigosacáridos endo-Hresistentes está constituida por

e] materia] que después de tratamiento con 1a enzima sigue migrando hacia e]

cátodo.

11.2.8. Aisïamiento gg o1igosacáridos tipo comp1ejogg gïicopéptidos

La incubación de los parásitos con (14€)gïucosa se detuvo agregando 4

voïümenes de metano]. E1 precipitado resu1tante se resuspendió en 1 rn] de

agua y se reprecipitó con 4 m1 de metano] tres veces más. Finaïmente se

agregó 1 m1 de 0,02 N HC] y se hidro1izaron 105 residuos de ácido siáïico por

ca1entamiento a 100°C durante 150 min (123). Cump1ido este tiempo las

muestras se enfriaron, se neutraïizaron con NaOHy se precipitaron con 4

vo1ümenes de netano]. Este precipitado fue digerido primero con proteasa y
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Iuego con endo-H. E1 materia] resistente a esta üitima enzima fue aisiado por

eïectroforesis en ácido fórmico 5% como se deta116 en 1a sección anterior.

Luego fue sometido a Ü-eiiminación en 0,5 m1 de 0,075 N NaOH, 1 M NaBH4,

durante 16 horas a 45°C (124). A continuación se agregaron 3 In] de ácido

acético 1 M y se desaió 1a muestra en una co1umna de BioGe] P-6 (97 x 1 cm)

equiiibrada con 0,1 Mbuffer acetato de piridina pH 5,0. Finaimente, ios o1i­

gosacáridos liberados por Ág-eïiminación se separaron de ios gïicopéptidos

resistentes a1 tratamiento por eiectroforesis en ácido fórmico 5%. E1

materia] cargado positivamente en ese sistema de eiectroforesis está con­

situido por giicopéptidos con oIigosacáridos tipo compiejo. Para anaiizarïos

se ios sometió a hidróïisis ácida tota] y Ios productos se purificaron por

eïectroforesis en ácido fórmico 5%. Por este procedimiento se recuperan ios

azúcares Iiberados como materia] neutro y se pierden 1os aminoácidos y ios

restos de gïucosamina.

II.3. Métodos

11.3.1. Hidr51isis ácida suave

Este método es normaïmente empïeado para romper e] en1ace entre Doï-P

o Doi-P-P y mono u oiigosacáridos. Las muestras fueron secadas y resuspen­

didas en 1 m1 de HC] 0,02 N. La hidr61isis se rea1i26 durante 15 min a 100°C.

Una vez enfriadas 1as muestras se agregaron 5 m1 de cioroformo/metanoi (3:2)

y se centrifugaron. Las fases superiores conteniendo los nnno u oiigosacári­

dos 1iberados de Doi-P o Doi-P-P respectivamente, se secaron a 60°C y se cro­

matografiaron en papel.



II.3.2. Hidróïisis ácida tota]

Los oïigosacáridos se disoivieron en 1 m1 de HC] 1 N y se hidroïi­

zaron durante 4 h a 100°C. Para cambiar Ios iones cioruro de 1a muestra por

iones acetato se agregaron 1 m1 de agua y aproximadamente 1 g de un intercam­

biador de aniones (Dowex AG-X-l forma acetato). E1 nateria] no pegado a 1a

resina más e] voiumen de dos lavados con 1 m1 de agua se reunieron y secaron.

11.3.3. Sagonificación

La fase inferior seca se resuspendió en 2,5 m1 de c1oroformo/metano1

(4:1) conteniendo 0,2 N NaOH. Se incubó 10 min a 37°C y 1uego se 11ev6 a 1a

proporción fina] (3:2:1) de cïoroformo/metanoï/agua, por agregado de 0,8 m1

de metano] y 0,66 m1 de agua. La fase inferior asï formada se 1av6 tres veces

con c10roformo/metano1/agua (1:16:16), y fina1mente se 11ev6 a sequedad.

II.3.4. Reducción gg_01igosacáridos con NaBH4

Las muestras secas se resu5pendieron en 1 m1 de NaBH4 0,1 M y se

incubaron 16 h a temperatura ambiente. Se agregaron 1,5 m1 de ácido acético,

se secó 1a muestra y se desaió con una resina catiónica (Dowex50, forma H+).

E1 materia] desaiado se 11ev6 a sequedad, se resuspendió en 1 m1 de metano] y

se secó nuevamente para eïiminar e] ácido bórico. Este procedimiento se repi­

tió tres veces más.



11.3.5. Acetóïisis

Basicamente e] procedimiento empïeado fue e] descripto por Kocourek y

Baïiou (125). La acetiiación de 1as muestras se 11ev6 a cabo en 1 m1 de

piridina/anhídrido acético (1:1) durante 3 Ii a 100°C. A continuación las

muestras se secaron y se 1avaron dos veces con 1 m1 de metanoï anhidro eva­

porando a sequedad cada vez.

La acetóiisis se rea1izó en 1 m1 de anhídrido acético/ácido acético/

ácido su1fürico (10:10:1) a 30°C durante 16 h. Cumpiido este tiempo se agre­

garon 2 m1 de piridina y se evaporó a 60°C con c0rriente de aire. Luego se

agregaron 2,5 m1 de cïoroformo y 2,5 m1 de agua. Se secó 1a fase cïorofórmica

y 1a fase acuosa se extrajo nuevamente con 2,5 m1 de c10roformo. La segunda

fase c1orof6rmica obtenida se reunió con e] materiai seco de 1a primera, se

1av6 con 2 m1 de agua y se secó.

Finalmente se reaïizó 1a de-O-acetiiación de ios productos de

acetóiisis. Se agregaron 0,9 m1 de metano] y 0,1 m1 de metóxido de sodio 1 M

a cada muestra. Este üitimo reactivo se preparó disoiviendo sodio metá1ico en

metano]. Después de 20 min de reacción a temperatura ambiente, se agregó 1 m1

de agua y se desaió por agregado de resina Dowex 50 (forma H+). La soiución

desaiada se secó y se identificaron ios productos de acetóiisis por croma­

tografía en papeï.



11.3.6. Cromatografía gg page]

E1 papei utiiizado fue SS 2043a (Schieicher & Schüeii). Los soiventes

empieados para desarroiiar ias cromatografïas se detaiian a continuación:

A, 1-butan01/piridina/agua (6:4:3)

B, 1-butan01/piridina/agua (10:3:3)

C, 1-propanoi/nitrometano/agua (5:2:4)

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

E, 1 Mácido acético /1 Macetato de amonio pH 7,4 /etan01 (26:4:75)

11.3.7. Eiectroforesis gg page]

Se usó papei SS 2043a (Schieicher & Schüeii). Las condiciones en que

se reaïizaron ias electroforesis y ios buffers utiiizados fueron:

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

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

Acido fórmico 5%: 30 V/cm, 120 min

11.3.8. Determinación gg_proteïnas

Se reaiizó por ei nétodo de Lowry (126). Comostandard se utiiizó

seroaïbümina bovina.



11.3.9. Determinaciónde radioactividad

Para 1a determinación de radioactividad en cromatogramas y e1ectro­

ferogramas se cortó cada tira en papeïitos de 1 cm (eventuaimente de 0,5 cm);

cada papeiito fue coiocado en un viai descartabïe conteniendo nezcïa de cen­

te11eo (0,5% 2,5-difeni10xa201, 0,025% 1,4-bis-2-(4-meti1-5-feni10xazoii1)

benceno en tolueno).

En e] caso de ias muestras radioactivas acuosas 1a radioactividad se

midió con tres voïümenes de 1a mezcïa de cente11eo descripta por Bray (127).

Las muestras contenidas en soïventes orgánicos fueron evaporadas con

corriente de aire y 1uego se agregaron 2 m1 de mezcia de Bray.

En todos Ios casos 1a radioactividad se determinó en un contador de

centeiieo iïquido.

11.3.10. Tratamiento con endo-H

Las muestras secas se resuspendieron en 180 ¡mi de buffer

trietiiamina-acetato 50 mMpH 5,5 , se agregaron 0,01 unidades de endo-H y se

incubaron a 37°C entre 12 y 24 horas (128). Terminada 1a incubación se eva­

poraron ias muestras a sequedad con corriente de aire.

11.3.11. Tratamiento con C(-manosidasa

IDO/{I de suspensión enzimática (8 unidades) se diaïizaron durante 3

horas contra 250 m1 de buffer citrato de sodio 50 mMpH 4,5 conteniendo 0,1

mMacetato de zinc. La suspensión diaiizada se agregó a1 tubo que 11evaba la
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muestra seca y se incubó a 37°C durante 16 horas. La incubación se detuvo por

agregado de 1 m1 de agua y caïentamiento a 100°C, 5 min. Se centrifugó, e]

sobrenadante Iïmpido se 11evó a sequedad, y se sembró en pape] para ser desa­

1ado por electroforesis en acetato de piridina. E1 nateria] neutro 1uego de

1a e1ectroforesis se eïuyó, se secó y se identificó por Cromatografía en

pape].

11.3.12. Tratamiento con proteasa

E1 precipitado de proteína se resuspendió en 5 m1 de buffer Tris-HC]

0,1 M pH 8 conteniendo CaC12 2 mM. Se agregó una punta de espátuia de pro­

teasa y se incubó entre 37 y 50°C, durante 4 ó 2 dias respectivamente, bajo

atmósfera de toiueno. Cada dïa se agregó otra punta de espátuia de 1a enzima.

Terminada 1a incubación, se redujo e] voiumen por evaporación con corriente

de aire a 60°C; se centrifugó y se sembró en una coiumna de fiitración en gei

para 1a separación de Ios productos (ver "Aisïamiento de giicopéptidos", sec­

ción II.2.6.).

11.4. Preparaciones

11.4.1. Microsomasgg tripanosomátidos

Céïulas de ios diferentes tripanosomátidos se cosecharon durante 1a

fase de crecimiento exponencia] temprana por centrifugación a 1.000 x g

durante 10 min. Se 1avaron dos veces con soïución A (0,25 M sacarosa, 5 mM

Na-EDTApH 7,2 y 5 mM2-mercaptoetan01), se mezciaron con dos veces su peso

húmedo en perïas de vidrio, y se rompieron en mortero hasta que a1 microsco­



pio practicamente no se vieron céïuïas vivas (aproximadamente 2 min). Se

dejaron decantar 1as per1as de vidrio y a continuación e1 homogenato obtenido

se diïuyó con soïución A y se centrifugó 5 min a 1.000 x g. E1 sobrenadante

se c1arific6 por centrífugación a 17.300 x g durante 15 min. Este sobrena­

dante se u1tracentrifugó 60 min a 100.000 x g, de donde se obtuvo un precipi­

tado microsoma] que fue resuspendido en homogenizador Potter vidrio-tef1ón a

una concentración de proteína de 30-60 mg/m] con un mínimo voiumen de soïu­

ción A.

Para rea1izar 1a síntesis de Doï-P-P-oiigosacáridos se empïearon

microsomas recién preparados dado que por congeïamiento perdían 1a actividad

enzimática.

11.4.2. Microsomasgg hígado gg rata

34 g de hígado de ratas que fueron ayunadas durante 48 h se homoge­

neizaron con soïución A en un disruptor tipo “0mnimixer”. E1 homogenato se

centrifugó a 18.000 x g durante 15 min. E1 sobrenadante se u1tracentrifugó 60

min a 100.000 x g y e] precipitado microsoma] se resuspendió en soiución A

con 1a ayuda de un homogenizador Potter, a una concentración de proteína de

aproximadamente 100 mg/m].

11.4.3. Aceptores exógenos

100 g de higado de vaca se homogeneizaron en Omnimixer con 200 m1 de

metano] y 300 m1 de cioroformo. La interfase obtenida por centrifugación a

baja ve1ocidad se lavó tres veces con 500 m1 de cloroformo/metanoï/MgC12 4

mM(1:16:16) y una vez con 500 m1 de cïoroformo/metanoi/agua (1:16:16). Luego



se extrajeron 1os Do1-P-P-oiigosacáridos con 200 m1 de so1vente 1103; este

procedimiento se repitió dos veces más. E1 extracto 1103 obtenido se fi1tr6 a

través de pape1 Nhatman N°1 y todo el voïumen se sembró en una coïumna de

DEAE-ce1u1osa (forma acetato) de 32 x 1,2 cm, equiïibrada con soivente 1103.

La coiumna se lavó con 150 m1 de 1103 y se e1uy6 primero con 120 m1 de 1103

conteniendo 15 mM formiato de amonio, y 1uego con 150 m1 de 1103 con 100 mM

de 1a misma sa]. E1 materia] e1uido con 100 mMde formiato de amonio se 11ev6

a 1a proporción fina] 3:2:1 de cïoroformo/metanoï/agua para e1iminar 1a sa].

La fase inferior asï formada se lavó con c1oroformo/metan01/agua (1:16:16),

se secó y se resuspendió en 6 m1 de 501vente 1103. Los aceptores exógenos se

c0nservaron a -20°C hasta su utiiización.

II.4.4. Microsomasde hígado soïubiiizados

1 m1 de microsomas de higado de rata (aproximadamente 100 mg de

proteína) se resuspendieron, en frïo, con 5 m1 de buffer TNP40 (0,1 M Tris­

acetato pH 7,0, 5 mM EDTA, 5 InM[g-mercaptoetanoï, 20% gliceroi .y 0,12%

Nonidet P-40). Se agitó un minuto en Vortex y se centrifugó 60 min a 100.000

x g. E1 sobrenadante de u1tracentrifugaci6n se usó como fuente de enzima.

11.5. Incubaciones "in vitro"

II.5.1. Sintesis gg_Do]-P:mpnosacáridos

Las mezcïas de reacción contenían, en un voiumen tota] de SO/qi, 0,6%

Tritón X-lOO, 50 mM buffer Tris-ma1eato pH 7,6, 10 mM MgC12, 12 mM 5'AMP,

0,4-O,9 mg de proteina de membrana, diferentes concentraciones de Do1-P de



higado y 9AM UDP-(14€)G1c ó 10 AM GDP-(I4C)Man. En todos 10s casos se agregó

primero e] Doi-P, que fue secado a1 vacio y 1uego resuspendido en e]

detergente. A continuación se agregaron e] resto de 10s reactivos. Las incu­

baciones duraron 5 min y se rea1izaron a 28°C, excepto para L¿ enriettii e

higado de rata que ios ensayos tuvieron 1ugar a 25 y 37°C, respectivamente.

Para detener 1as reacciones se agregaron 0,5 m1 de metano], 0,75 m1 de cioro­

formo y 0,2 m1 de agua. Las fases inferiores se 1avaron tres veces con 0,5 m1

de cloroformo/metanoi/agua (1:16:16) y finaimente se determinó 1a radioac­

tividad en cada una.

Para estudiar Ios nucieótido-azücares presentes a1 fina] de 1a incu­

bación se tomaron 100 PQ de 1a fase superior de 1a partición de Foich con 1a

que se detuvo e] ensayo, se sembró esa aiïcuota en papei y se cromatografió

en soivente E.

11.5.2. Sintesis gg Doi-P-P-oiigosacáridos

10 Pg de Doï-P y 30 ¡u de aceptores exógenos (provenientes de 0,5 g

de higado de vaca) fueron secados a1 vacio y soiubiiizados con 5¡{l de deoxi­

coiato de sodio 5%. A continuación se agregaron e] resto de ios reactivos en

ias concentraciones finaïes que se indican: 40 mMbuffer Tris-maieato pH 7,6,

8 mMMgC12, 55 ¡V4 GDP-(I4C)Man y ias preparaciones frescas de membrana (3 mg

de proteina en e] caso de hígado de rata, 0,72 mg para LL enriettii, 1,5 mg

para EL fascicuiata, 0,8 mg para EL cuiicis y 0,68 mg para I¿_g:g51), en un

voiumen fina] de 60 }Q. Cuando se indica en e] texto, ios sustratos Doi-P y

GDP-(I4C)Manfueron reempiazados por Doi-P-(14C)Man (60.000 cpm) sintetizado

por microsomas de higado de rata como se describió en 1a sección anterior y



purificado por cromatografía en DEAE-ceiuïosa(ver II.2.4.).

Las incubaciones se rea1izaron a 28°C en Ios casos de EL fascicuiata,

EL cuïicis y IL gruíi, a 25°C para L; enriettii y a 37°C para microsomas de

hígado de rata. A 105 15-20 min de incubación 1as reacciones se detuvieron

por agregado de 0,5 m1 de netano], 0,2 m1 de una suspensión acuosa de micro­

somas de hígado (30 mg proteína/m1) como carrier y 0,75 m1 de cioroformo.

Después de centrifugar, 1as interfases y las fases inferiores obtenidas se

procesaron por separado.

Interfases: se 1avaron dos veces con c1oroformo/metan01/agua

(1:16:16). Los derivados de Dol-P-P que contenían más de 6-7 unidades de

monosacárido fueron extraídos cuatro veces con 0,5 m1 de soïvente 1103. Los

extractos 1103 se purificaron Iuego por pasaje a través de microcoiumnas

(pipetas Pasteur) de DEAE-ceiuiosa (forma acetato) equiiibradas con soïvente

1103. Después de sembrar 1a nuestra, cada coiumna fue 1avada con 9 m1 de

soïvente 1103, iuego con 4 m1 de] mismo soïvente con e] agregado de 10 mMde

formiato de amonio, y finaïmente se eïuyeron 105 Doï-P-P-oïigosacáridos con 8

m1 de soïvente 1103 conteniendo 30 mMformiato de amonio.

Fases inferiores: se secaron y saponificaron bajo 1as condiciones

descriptas en 1a sección 11.3.3. Las fases inferiores iimpias conteniendo los

derivados de Doi-P y ios derivados de Doï-P-P de menos de 6-7 restos de mono­

sacarido, se reunieron con ios derivados de Do1-P-P de mayor tamaño 5610

cuando e] texto 10 indica.

La determinación de actividad de nnnosiitransferasa con enzima soiu­

bilizada se reaïizó en presencia de: 20¡*1 de aceptores exógenos (contenidos

originaimente en 0,32 g de higado de vaca), Doi-P-(14C)Man sintetizado por

microsomas de hígado de rata (20.000 cpm), 60 yq de buffer TNP40 (ver sección



II.4.4.), 5 mMMgC12, 0,25% Nonidet P-40 y 40 ¡U de preparación microsoma]

soïubi1izada. Las íncubaciones se reaiizaron a 37°C durante 30 min y se detu­

vieron agregando 0,5 m] de metano], 0,75 m1 de cïoroformo y 0,2 m1 de suspen­

sión de microsomas de hígado como carrier. A continuación se procedió de 1a

misma manera que cuando se uti1izaron microsomas como fuente de enzima.

11.5.3. Degradaciónde oïigosacáridos

Se incubó MangGlcNAc(18.000 cpm) sintetizado "in vivo" por cortes de

oviducto de gaiïina con los siguientes reactivos: 40 mMbuffer Tris-maieato

pH 7,6, 8 mMMgC12, 0,4% deoxicoïato de sodio y 1,5 mg de preparación micro­

soma] de EL fascicuïata, en un voïumen fina] de 60,41. Después de 6 horas de

incubación a 28°C se agregaron 0,75 m1 de c10roformo, 0,5 m1 de metanoï y

0,2 m1 de agua. La fase superior formada por centrifugación se secó, se

resuspendió en 1 m1 de 0,1 M buffer acetato de piridina pH 5 y se sembró en

una coïumna de BioGe] P-6 equilibrada con e] mismo buffer. Se reunieron 1as

fracciones donde eluyen oïigosacáridos entre 4 y 14 restos sacaridicos, se

secaron y se sometieron a cromatografía en pape] con soivente C.



CAPITULO III

DERIVADOSDE DOLICOLEN Leishmania enriettii

Antecedentes l Objetivos

En 1a sección 1.10. se han mencionado 105 oïigosacáridos que se acumu1an

comoderivados de Do1-P-Py se transfieren a proteínas en diferentes tripano­

somátidos. Cabe recordar que en todos 1os casos estos oïigosacáridos están

desprovistos de residuos de gïucosa.

Se ha demostrado que e] o1igosacárido de mayor tamaño que se sintetiza

unido a Doï-P-P y que se transfiere a proteínas es e] mismo para todas 1as

especies estudiadas de 1os géneros Trzpanosoma y Herpetomonas:

MangGlcNAcz(85,110-112). Además, las dos especies de] género Crithidia ana­

1izadas acumu1an Man7G1cNAc2(108,114) y 1as dos especies de Leishmania (L_.

ad1eri y L_. mexicana) transfieren a proteinas Man5G1cNAc2(111,113). Esta

observación Hevó a generaïizar que, aparentemente, e] tamaño de] o1igo­

sacárido que se acumuïa como derivado de D01-P-P sería e] mismo para todos

105 miembros de un género de tripanosomátidos (111). En 1a búsqueda de otro

tripanosomátido que acumu1ara ManóGïcNAcz,y teniendo en cuenta 1a generali­

zación mencionada, se inició e1 estudio de 1os derivados de Do1-P-P en L_.

enriettii. Comose mostrará a continuación, L_. enriettii acumuia "in vivo"

Man7GïcNAc2-P-P-DOI, con 10 que se niega 1a generaiización segün 1a cua1

todos 1os tripanosomátidos pertenecientes a un mismo género acumuïarïan y

transferirïan a proteínas o1igosacáridos de] mismotamaño.

Por otra parte, trabajos previos de] grupo de Parodi han demostrado 1a

incapacidad de L cruzi (110), C_.fascicuïata (114), _T_.dionisii y h samueïi



(111) de sintetizar Do]-P—(14C)Glc"in vivo" a partir de (14€)gïucosa, pero

bajo ias mismas condiciones se detectó 1a formación de Doi-P-(14C)Man. En

cambio en ios casos de L; aglgri y fi¿_muscarum (111) se observó síntesis "in

vivo“ de Doï-P-Man y Dol-P-Gic. Estos resuitados sugirieron que 1a ausencia

de derivados de Doï-P-P gïucosiïados en los tripanosomátidos serïa causada en

aigunos casos por 1a incapacidad de sintetizar Doi-P-Gïc y en ios otros

debido a un defecto en la transferencia de] resto giucosiio de] Doi-P-Gic a1

oïigosacárido preformado. Comoprimer intento para caracterizar 1a deficien­

cia presente en L; enriettii aquï se anaiizan 105 Doi-P-monosacáridos sin­

tetizados "in vivo“.

III. Resuitados

111.1. Oiigosacáridos unidos a Doï-P-P sintetizados “in vivo"

Céiuias de L; enriettii se incubaron durante 15 minutos en presencia

de (U-14C)glucosa. Cumpiido ese tiempo, Ios parásitos fueron sometidos a una

partición en cïoroformo/metanoi/agua (3:2:1) y de 1a interfase formada se

extrajeron Ios Doï-P-P-oïigosacáridos. Luego éstos fueron purificados por

cromatografía de intercambio aniónico y finaïmente 105 oiigosacáridos se

Iiberaron de 1a porción Iipïdica por hidróïisis ácida suave.

111.1.1. Tamaño

Los 01igosacáridos iiberados de Doi-P-P se sometieron a croma­

tografía en pape] en soivente C con el objeto de determinar su tamaño. En 1a

Fig. 16 aparece e] resuïtado obtenido. E1 único compuesto que se detectó
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FIGURA16: Oïigosacáridos unidos a Dol-P-P en LL enríettii.
Los Do]-P-P—o1igosacáridos sintetizados “in vivo" en presencia de

(U-14C)gïucosa se purificaron según e] método descripto en 1a sec­
ción 11.2.5. Los 01igosacár1dos 1íberados de DOI-P-P por hidróïi­
sis ácida suave se sometieron a cromatografía en pape] (soïvente
C).

Standards: 9, MangGïcNACZ; 7, Man7GlcNAc2.
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comigra con un standard de Man7GïcNAc2.

III.1.2. Sensibiïidad ¿.X-manosidasa

E1 compuesto que comigró con un standard de Man7G1cNAc2en 1a Fig.

16 fue e1uido de] pape] y una aiïcuota se trató con ¿¿cmanosidasa. Los pro­

ductos de hidróïisis enzimática se desaïaron y se cromatografiaron en papei

(soivente D) para su identificación. En 1a Fig. 17 A se muestra e] perfi]

obtenido. Se observa un ünico pico con 1a misma migración que un standard de

manosa. Además, entre los standards de Man3y Manz se detectan uno o más com­

puestos que no se definen en un pico neto y que 11evan poca "arca radioac­

tiva. Este tipo de comportamiento sueie observarse cuando se trata c0n

¿71-manosidasa una muestra que 11eva en e] extremo reductor dos residuos de N­

acetiigiucosamina. La poca definición de] pico se deberia a 1a maia migración

de] producto de degradación ManGïcNAcz. Si e] compuesto tratado hubiera

estado giucosiiado se debería haber encontrado un pico migrando como

GicMan4GicNAc2, o sea menos que e] standard de Man4.

III.1.3. Sensibiïidad a endo-H

Una técnica utiiizada con frecuencia para 1a caracterización de oïi­

gosacáridos de aita nanosa consiste en e] tratamiento de 1os mismos con 1a

enzima endo-N-aceti]giucosaminidasa H (endo-H). Esta enzima hidroiiza en

forma específica 1a unión entre dos residuos de N-acetiigiucosamina con

eniace [3-—1,4 en oiigosacáridos de a1ta manosa (128).

- Una aiïcuota de] supuesto Man7G1cNAc2de 1a Fig. 16 fue tratada con

endo-H. Los productos de hidróïisis se separaron por cromatografía en pape]
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FIGURA17: Caracterización de] oïigosacárido unido a Doï-P-P. Tratamientos
enzimáticos.

E1 o]igosacárido que migró como ManyGlcNAczen 1a Fíg. 16 fue tra­

tado con 1as enzimascyk-manosidasa (panel A) y endo-H (paneï B).

Los productos se anaïizaron por cromatografía en papeï en soïvente
D.

Standards: 9, HangGlcNAcz; 7, Man7G1cNAc2;5, N-aceti1g1ucosamina;

4, Man4; 3, Han3; 2, Manz; 1, manosa.



desarroïïada en soïvente D.

En 1a Fig. 17 B puede observarse que con este tratamiento se produjo

1a 1iberaci6n de N-acetiïgiucosamina a1 tiempo que se conserva un compuesto

que sigue comigrando con ei standard de Man7G1cNAc2(pico I).

111.1.4. Hidrólisis tota]

Parte dei materia] que migró como Man7G1cNAc2después de] trata­

miento con endo-H (pico I, Fig. 17 B) fue sometido a hidróiisis ácida tota].

Los productos se identificaron por cromatografía en pape] (soivente A) según

se muestra en 1a Fig. 18 A. Se observa un soio pico de radioactividad que

migra como un standard interno de manosa, pero no se detecta giucosamina

radioactiva. Si se considera que en 1a Fig. 17 B se detectó aproximadamente

200 veces más de radioactividad en ei oligosacárido 1iberado por endo-H que

en e] resto reductor de N-acetiïgiucosamina, resuïta razonabie que en 1a Fig.

18 A no se observe un pico de giucosamina radioactiva dado que 5610 una

pequeña aiïcuota de] oïigosacárido fue sometida a hidróiisis total. Por otra

parte, ya en EL fascicuïata se había informado 1a ausencia de marca radioac­

tiva en giucosamina después de reaiizar 1a hidróiisis de] oiigosacárido pro­

veniente de Doi-P-P (108). En ese caso aparentemente ios restos de

N-acetiigïucosamina no aparecían narcados inciuso después de 1 h de incuba­

ción de las céïulas con (14C)glucosa (108).
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FIGURA18: Caracterización de] oiigosacárido unido a Do1-P-P. Tratamientos

químicos.
Parte de] materia] de] pico I en 1a Fig. 17 B se sometió a

hidróiisis ácida tota] y 105 productos se cromatografiaron en
pape] con soïvente A (paneï A). Otra aiícuota dei compuesto de]

pico I se sometió a acetóïisis y ios fragmentos obtenidos se
corrieron en cromatografía en pape] con solvente D (pane1 B). Las

fracciones que no se muestran carecen de radioactividad.
Standards: 1, manosa; 2, Manz; 3, Man3; 4, Man4G1CNAC;5, gïuCosa;

6, gïucosamina.



III.1.5. Acetólisis

Se denomina acetólisis al tratamiento químico que produce la esci­

sión preferencial de enlaces (yk-1,6 entre residuos de manosa (125). El

análisis de los fragmentos producidos permite dilucidar parcialmente la

estructura de oligosacáridos de alta manosa. Con ese fin se sometió a

acetólisis una alícuota del material que corresponde al pico I de la Fig. 17

B. Los productos de acetólisis separados por cromatografía en papel se pre­

sentan en la Fig. 18 B. Estos migran como Man3 y Man4GlcNAc. Si se consulta

la Fig. 14 podrá observarse que estos serían los fragmentos esperados si el

oligosacárido que se estudia tuviera la misma estructura que

Man7GlcNAc2unido a lïpido de E¿_ fasciculata, E¿_ harmosa y amastigotes

axénicos de I; cruzi.

111.2. Monosacáridos unidos a Dol-P sintetizados "in vivo"

Células de L¿ enriettii fueron incubadas durante 15 min con

(14C)glucosa. Luego se realizó una partición de Folch y de la fase inferior

se purificaron los Dol-P-monosacáridos radioactivos. Los monosacáridos fueron

obtenidos por hidrólisis ácida suave de los derivados de Dol-P y luego iden­

tificados por cromatografía en papel. En la Fig. 19 se presentan los

resultados; se observa un pico que migró como manosa, indicando que el ünico

derivado de Dol-P sintetizado fue Dol-P-Man.
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FIGURA19: Monosacáridos unidos a Dol-P en L. enriettií.

Los Do1-P-monosacárídos sintetizados "in vivo" en presencia de
(U-14C)gïucosa se aisïaron como se describe en Materiaïes y
Métodos. Los monosacáridos Iiberados de Dol-P por hidróïisis ácida
suave se cromatografiaron en pape] con soïvente B.
Standards: 1, manosa; 2, gïucosa.



Discusión

Los resuïtados presentados permiten caracterizar a1 ünico derivado de

Doi-P-P acumuiado "in vivo" por L¿_enriettii como Man7GïcNAc2.De ta] manera,

L; enriettii compartirïa con Ios demás tripanosomátidos anaiizados hasta e]

momento1a característica de sintetizar derivados de Doi-P-P no giucosiiados.

No ha sido e1 objetivo de este trabajo 1a caracterización deta11ada de 1a

estructura de] oligosacárido unido a Iïpido. Sin embargo, 1os datos que

aporta 1a acetóïisis sugieren que 1a estructura de] oiigosacárido

ManyGicNAczde L¿ enriettii seria 1a misma que 1a de] oiigosacárido presente

en EL fascicuïata (109), EL harmosa (114) y amastigotes de cu1tivo axénico de

IL gruzl (115) (ver Fig. 14) y que 1a de] intermediario en 1a formación de

GIC3Man9G1cNAc2-P-P-Doien mamíferos (44) (ver Fig. 6).

De ta] manera, ias evidencias presentadas contradicen 1a Sugerencia dada

anteriormente (111) segün 1a cua] Ios tripanosomátidos pertenecientes a un

mismo género acumuiarïan como derivado de Doi-P-P un oligosacárido de] mismo

tamaño. Recuerde ei lector que en LL 391351 (111) y L¿ mexicana (113) se

habïa demostrado 1a sintesis de Man6G1cNAc2como derivado de mayor tamaño.

Por otra parte, se muestra 1a incapacidad de L¿_enriettii para sintetizar

Doi-P-Gic "in vivo". Este resuïtado podría expïicar 1a ausencia de derivados

giucosiiados de Do]—P-P;sin embargo, como se verá más adeiante, se requieren

estudios “in vitro" para corroborar esta posibie eXpiicación. Esos estudios

se presentan en e] capituïo V de esta tesis.
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CAPITULO IV

MECANISMOQE GLICOSILACIONQE PROTEINASE! Euglena graciiis

Antecedentes x_0bjetivos

Ya se ha comentado que 1a incapacidad de sintetizar derivados de Doi-P-P

gïucosiïados es una característica universa] de 105 tripanosomátidos pre­

viamente estudiados y a los que ahora se sumaL; enriettii. Además, junto con

ias mutantes de 1evadura aisïadas por e] grupo de Robbins (23,24) constituyen

ios únicos organismos que transfieren a proteinas solamente oiigosacáridos no

gïucosiiados.

Tratando de encontrar una expïicación a este comportamiento surgen en

surgen en principio dos preguntas: 1a incapacidad de sintetizar

61C3MangGïcNAc2-P-P-Doï,

- será comün a todos los protozoarios por ser organismos que están en 10s

esiabones más bajos de] árboï evoiutivo de Ios eucariotes?, o

- existirá 5610 en 105 tripanosomátidos, quizás como adaptación a1

parasitismo?

Se han mencionado en 1a Introducción 1os resuïtados presentados por

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

hacïan sospechar 1a existencia de derivados de Do]-P—Pgïucosilados y su

transferencia a proteínas; pero en ningün caso se reaiizaron ensayos "in

vivo" que permitieran caracterizar e] oiigosacárido transferido a proteínas

en protozoarios diferentes de ios tripanosomátidos.

Intentando responder las preguntas pianteadas se decidió entonces estu­
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diar e] necanismo de gïicosiïación de proteinas en EL graciiis, protozoario

de vida iibre que pertenece a una Ciase diferente a 1a de ios tripanosomáti­

dos (ver sección 1.8.).

IV. Resuitados

IV.1. Oïigosacáridos unidos a Do]—P-P

Céïuias de E¿_ graciïis que habian crecido en medio A_ se incubaron

durante 15 y 25 min. con (U-14C)gïucosa. Se aisïaron Ios derivados de Doi-P-P

y Ios oïigosacáridos iiberados p0r tratamiento ácido suave se identificaron

por cromatografía en pape] desarroiiada en soivente C. La Fig. 20 muestra ios

resuitados obtenidos. Tanto con 15 como con 25 minutos de incubación (pane1es

A y B respectivamente), e] principal compuesto que se detecta migra como un

standard de GIC3MangGicNAc2(pico I).

A continuación se reunieron 1as sustancias que migraron en e] pico I en

10s paneïes A y B de 1a Fig. 20 y se sometieron a hidróiisis tota]. Comose

ve en 1a Fig. 21, por cromatografía en papei se detectan dos productos prin­

cipaies que migran como manosa y gïucosa, y uno menor que comigra con un

standard de glucosamina. Un cuarto pico con escasa migración podría

corresponder a1 disacárido GïcNH2/31194GïcNHz(producto de desacetiiación en

medio ácido de GlcNAcz)que es muyresistente a 1a hidróiisis.
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FIGURA20: Oligosacáridos unidos a Do1-P-P en E_. gracih's.

Los Doï-P-P ngosacáridos se a1'51aron de cé1u1as cu1t1'vadas en

medio A e incubadas con (U-14C)gïucosa por "¡os tiempos indicados
en cada pane1. Los oh'gosacáridos se separaron de] Do1-P-P por
hidróh’sis ácida suave y se corrieron en cromatografía en pape]
con soïvente C.

Standards: 3, Glc3Man961cNAc2; 2, G1c2MangG1cNAc2; 9, MangsïcNAc;

8, ManBGïcNAc; 7, Man7GïcNAc.
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FIGURA21: Composición de azúcares de1 oïigosacárido unido a Doi-P-P.
Las sustancias que migraron como e] "pico I" en 1a Fig. 20 A y B

se e1uyeron, se reunieron y fueron sometidas a hidróïisis ácida

tota]. Los productos se Cromatografiaron en papeï con soïvente A.
Standards: 1, manosa; 2, glucosa; 3, glucosamina.



IV.2. Oiigosacáridos tipo "aita manosa"unidos a proteína

Se reaïizaron incubaciones de cé1u1as de EL graci1is crecidas en medio

A o.g con (U-14C)gïucosa. A distintos tiempos se tomaron alícuotas 1as cuaïes

fueron sometidas a una partición de Foïch, degradación de proteinas y purifi­

cación de los glicopéptidos. La descripción de este procedimiento se detaiió

en e] capituïo II. Los gïicopéptidos aisïados fueron tratados con 1a enzima

endo-H y asï se obtuvieron Ios oiigosacáridos sensibies a endo-H (de "aïta

manosa"). Para caracterizar ios oiigosacáridos de giicoproteïnas maduras se

procedió incubando ias céïuïas durante 20 min con (U-14C)giucosa; cumpïido

ese tiempo se diiuyó 10 veces con medio g_y se incubó por otros 130 min más

(corresponde a1 panel D de 1a Fig. 22).

La Fig. 22 muestra 1os perfiïes de oïigosacáridos sensibïes a endo-H

obtenidos por cromatografía en papel con soïvente C. Varios puntos nerecen

comentarse:

- A tiempos de incubación semejantes no se detectan diferencias significati­

vas en el perfil de oïigosacáridos provenientes de cé1u1as cu1tivadas en

medio A o g, donde 1as fuentes de carbono fueron gïucosa y etano], respec­

tivamente (compárense 1os paneïes B y C de 1a Fig. 22).

E1 oligosacárido de nayor tamaño que se observa a los 15, 20 y 25 min de

incubación migra como GiczMangGïcNAcz (paneies A - C) y no se detecta en

g1icoproteïnas maduras (paneï D).

En las giicoproteïnas maduras parecen predominar 1as formas wenos procesa­

das de Ios oïigosacáridos de a1ta manosa, fundamenta1mente Man9G1cNAc

(pane1 D).
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FIGURA22: Oïigosacáridos sensibïes a endo-H en gh'coproteïnas de E_.M­
m.
En cada pane] aparece e] medio en que fuer0n cu1t1‘vadas 1as céïu­

1as y e] tiempo de incubación con (U-14C)gïucosa. Q: 1as cé1u1as
fueron incubadas durante 20 min con 1a marca radioactiva; Iuego se

d1'1uy6 10 veces con medio g y se incubó 130 min más. En todos 105

casos se a151aron 105 gh'copéptidos y de ehos se purificar-on 1os
oh‘gosacárídos sensib1es a endo-H. Estos se corrieron en croma­

tografía en pape] con so] vente C.

Standards; 2, GïczMangGïcNAcz; 1, GïclMangGïcNAc; 9, MangGïcNAc;

8, MangGïcNAc; 7, Man7G1cNAc.



- En ios paneies A, B y C se observa un compuesto que comigra con un standard

de GiclMangGïcNAcz (pico I). Además, en 1a muestra obtenida a Ios 15 min de

incubación se ven dos picos de radioactividad que migran: uno entre

MangGicNAc y ManBGlcNAc (pico II), y e] otro entre MangGicNAc y Man7GicNAc

(pico III). En varios sistemas (85,88) compuestos con migraciones semejan­

tes que aparecen 5610 a tiempos cortos de marcación, han sido carac­

terizados como G1c1Man8G1cNAc(e1 pico II) y G1c1Man7GicNAc(ei pico III).

Discusión

E1 estudio de] mecanismo de giicosiIación de proteinas en EL graciïis ha

sido enfocado desde dos puntos de vista: a) de] derivado de DOI-P-P acumu­

1ado, y b) de ios o1igosacáridos unidos a proteínas de a1ta manosa.

Aquí se nuestra 1a acumuïación "in vivo" en EL graciïis de un oiigo­

sacárido nayoritario unido a Doi-P-P. De acuerdo a su migración en pape1 y su

composición en monosacáridos, este oïigosacárido sería G]c3MangG1cNAc2.

En cuanto a ios oiigosacáridos sensibies a endo-H unidos a proteína, 1a

detección de GïczMangGlcNAczindica que un oïigosacárido glucosiïado ha sido

transferido a proteínas. Se asume que se trata de GIC3MangGicNAc2por e1 cri­

terio que se expiica a continuación. No se esperaba detectar

GIC3Man9G1cNAc2unido a proteïna debido a que su vida media, una vez trans­

ferido, se ca1cu1a inferior a dos minutos en otros sistemas bien conocidos

(céïuïas de mamífero) (129). En cambio GiczMangGicNAcz, producto de procesa­

miento de GIC3Man9G1cNAc2,se detecta habituaimente por tener una vida media

más 1arga. De ta] manera, 1a presencia de GÏC2Man9GÏCNAC2unido a proteína

sería una evidencia indirecta de 1a transferencia de GIC3MangGïcNAc2a partir



de] iïpido intermediario.

En resumen, 1a acumuiación de G1C3Man9G1cNAc2-P-P-Doi y 1a detección de

GichangGicNAcz unido a proteína, nos permiten asumir que G1C3MangGicNAc2es

e] oïigosacárido que se transfiere a proteinas en EL graciii .

Por otra parte, 1a aparición de GiclMangGïcNAcz y GÏCIMan7GÏCNAC2unidos

a proteína, a tiempos cortos de marcación, indicarïa 1a existencia de g]uco—

siiación transitoria de gïicoproteïnas en EL graciiis. En eucariotes

superiores se ha demostrado que esos dos oiigosacáridos se originan por 1a

giucosiiación de MangGicNACZy Man7G1cNAc2unidos a proteina, respec­

tivamente. La gïucosiïación transitoria ya ha sido demostrada también en tri­

panosomátidos (ver sección 1.10.). En cuanto a1 oïigosacárido

GiclMangGicNAczdetectado en proteínas, no podemos discriminar si ha sido

originado por degïucosiiación de GiczMangGïcNAcz, por giucosilación de

MangGicNAcz o por ambos mecanismos.

En base a ias evidencias aquí presentadas y a ios conocimientos previos

sobre eucariotes superiores, en 1a Fig. 23 se presenta e] modeio propuesto

para 1a N-gïicosiiación de proteínas en EL graciiis.

Respondiendo entonces a una de 1as preguntas pianteadas en ios objetivos,

ahora sabemosque 1a característica de transferir a proteínas oiigosacáridos

sin residuos de glucosa observada en tripanosomátidos, no es común a todos

ios protozoarios. EL graciiis, un protozoario de vida iibre, transfiere a

proteinas GIC3Man9G1cNAc2a1 igua] que e] resto de ios eucariotes.

Para 10s neófitos en 1a bioquímica y sistemática de protozoarios, es

interesante destacar que se han observado varias simiïitudes desde e] punto

de vista de 1a bioquímica descriptiva entre euglénidos y tripanosomátidos

(por ej.: presencia de citocromos tipo c y enzimas de] ciclo de] giioxiiato
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FIGURA23: Mecanismode N-gh‘cosflación de proteínas propuesto para LM­

11;.
Sobre 1a derecha de 1a figura aparecen 1as formas provenientes de
gïucosflación transitoria. Los compuestos subrayados son 1os que
se encuentran en 1as gh’coproteïnas maduras.



(130)), dos grupos que dentro de ios protozoarios están bastante distan­

ciados.

Por otra parte, se recuerda a1 1ector que preparaciones de membrana de]

protozoario fotosintético Xgllgï carteri producían 1a formación de

GiclMan5GicNAc2 como derivado de Doï-P-P de mayor tamaño (62), y que con

extractos 1ibres de céiuias de Tetrahymena pyriformis se observaba sintesis

de un compuesto glucosiiado unido a 1ïpido (no caracterizado) y su posib1e

transferencia a proteinas (60). Todas estas evidencias, tomadas en conjunto,

permiten reafirmar a ios tripanosomátidos como excepciones entre Ios

eucariotes (incïuso entre ios protozoarios) en cuanto a 1a transferencia a

proteinas de o1igosacáridos no gïucosiiados. Sin embargo, todavia no se sabe

si 1a incapacidad de sintetizar Doi-P-P-oïigosacáridos gïucosiiados en 1os

tripanosomátidos está reïacionada con su especiaiización a1 parasitismo. Para

intentar resoiver esta cuestión serïa interesante conocer e] nncanismo de

glicosiïación de proteinas en aigün miembro de] Suborden Bodonina. Los

Bodoninos son protozoarios que pertenecen a1 mismo Orden que 10s tripano­

somátidos (O. Kinetopiastida) pero que presentan formas de vida 1ibre.

Lamentabïemente, este estudio no se pudo rea1izar por 1a imposibilidad de

obtener los organismos.



CAPITULO V

SINTESIS :;n vitro" QE DERIVADOSQE DOL-P EE TRIPANOSOMATIDOS

Antecedentes x_0bjetivos

En este capítuïo se intentará explicar 1a ausencia de derivados de

Dei-P-P gïucosiïados en ios tripanosomátidos.

Existen evidencias de que 1a faita de gïucosa en e] medio de cuitivo de

aïgunas céïuias de mamífero provoca 1a acumuiación y transferencia a pro­

teïnas de oiigosacáridos de menor tamaño que ios que 1as mismas acumuïan en

un nedio rico (28,29). Habituaïmente e] nedio utiiizado en 1a marcación de

tripanosomátidos no contiene gïucosa (medio MEM/piruvato) y se pensó que esa

podia ser 1a causa de 1a detección de derivados de Doï-P-P no gïucosilados.

Sin embargo, se ha informado que 1a marcación de EL fascicuiata o de l¿lg[g¿1

en presencia ya sea de 5,5 mMgïucosa o de 5 mMpiruvato de sodio produce 1a

sintesis de] mismo derivado: ManyGïcNAczen e] primer protozoario (114) y

MangGïcNAczen e] segundo (110). Por otra parte, también se nnstró que inhi­

biendo 1a sintesis de proteinas de manera de acumuiar Doï-P-P-oïigosacáridos

por falta de polipéptidos aceptores, también se acumuia Man7GïcNAc2-P-P-Doï

en g; fascicuïata (111). Se descarta asï 1a posibiïidad de que se sinteticen

derivados glucosiiados y que no sean detectados debido a su inmediata trans­

ferencia a proteinas.

Un üïtimo punto a considerar se refiere a 1a capacidad de sintetizar

Do]—P-G]c.Se ha reportado que en I; 53251 (110), EL fascicuiata (114), I;

dionisii y L¿_samue11 (111), y L¿_enriettii (esta tesis) no se detecta 1a

sintesis de Dol-P-Gïc después de incubar ios protozoarios con (U-14C)giucosa.



Estas observaciones podrian expiicar 1a ausencia de derivados de Do]-P—Pgiu­

cosiïados en estos tripanosomátidos, dado que e] Do]—P-G]cactúa como dador

de restos gïucosiio (ver sección 1.4.). Sin embargo, e] hecho que no se

observe sintesis de Doi-P-Gic "in vivo", no indica necesariamente 1a ausencia

de 1a actividad enzimática que 10 sintetiza; por ejempio, aigün trastorno en

e] transporte de ios sustratos o su rápida utiïización "in vivo" podrian con­

ducir a 1a incapacidad de sintetizar o de detectar Doi-P-Gic. Trabajando "in

vitro" podria identificarse 1a naturaïeza de este defecto.

Para tratar de expiicar e] origen de 1a ausencia de oïigosacáridos gïuco­

si1ados unidos a Doi-P-P en tripanosomátidos se rea1izaron ensayos de sin­

tesis de Doi-P-Gic utiiizando preparaciones de membrana. Estos ensayos fueron

efectuados tanto con tripanosomátidos monogenéticos (E¿_ fasciculata y .g¿

cuiicis) comodigenéticos (L; enriettii y l; cruzi) con e] objeto de cubrir

un panorama reiativamente amp1io.

V. Resuitados

Preparaciones de membranade EL fascicuïata, L¿_enriettii, EL cu1icis yILL

55251 se incubaron durante cinco minutos con diferentes concentraciones de

Do]—P de higado y GDP-(14C)Man o UDP-(14C)G1c y en presencia de 12 mMS'AMP

como inhibidor de pirofosfatasas de nucieótido-azücares. Las incubaciones se

detuvieron rea1izando una partición de Foich y se determinó 1a radioactividad

presente en cada fase inferior, después de haber sido Iavadas comose indicó

en 11.5.1. La Fig. 24 A-Dmuestra que en ios cuatro protozoarios 1a presencia

de Do1-P estimuió 1a sintesis de un compuesto 1iposoiub1e utiiizando

GDP-(I4C)Man como sustrato. En cambio, no se detectó 1a formación de un pro­
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Síntesis de Doï-P-monosacáridos "in vitro".

Se incubaron preparaciones de menbrana de & fascicuiata (A), L_._
enriettii (B), B. cuiicis (C), epimastigotesde LM cepa Tu]
0 (D) y de hígado de rata (E), con concentraciones crecientes de

Doï-P de higado y GBP-(14€)Man (H) o UDP-(14€)Gïc (A-A). g:
A-Ay ¿Lx-¿indican incubaciones reaïizadas con 0,6 mg de proteina
microsoma] de rata o con 1a misma cantidad de esa preparación más

de C_. Se

radioactividad presente en 1a fase orgánica segün se describió en
11.5.1.

microsomas fascicuïata, respectivamente. midió 1a
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ducto de esas caracteristicas a partir de UDP-(14€)G1c.

El compuesto 1iposoïub1e sintetizado por microsomas de L; enriettii a par­

tir de GDP-(I4C)Man y Doi-P fue caracterizado como sigue: a) por croma­

tografía en columna de DEAE-ceïuiosa equiïibrada con cioroformo/metanoi (2:1)

eïuyó con un gradiente de formiato de amonio en 1a misma posición en 1a que

1o hizo un standard de Doi-P-Man sintetizado por microsomas de higado de

rata. En 1a Fig. 25 A se muestra ei perfii de e1ución de esta coïumna. b) La

hidróiisis ácida suave de] compuesto purificado por DEAE-ceïuiosa de 1a Fig.

25 A reveió por cromatografía en pape] 1a presencia de manosa como ünico

azúcar radioactivo (Fig. 25 B). La caracterización de ios compuestos iiposo­

1ub1es producidos a partir de GDP-Many Do]—Ppor I; gruzi, EL fascicuiata y

EL cu1icis dio resuitados semejantes a ios presentados para L¿ enriettii.

La incapacidad de sintetizar Do]—P-G]ca partir de Doi-P y UDP-(14€)Gic

observada en 1a Fig. 24 podria deberse a 1a faita de sustrato radioactivo

debido a una inmediata degradación de] mismo a1 iniciarse e] ensayo. Si este

fuera e] caso, aiïcuotas de 1a fase superior producida en 1a partición de

Foich con 1a que se detuvieron ios ensayos, cromatografiadas en un soivente

adecuado, deberían mostrar 1a ausencia de UDP-(14€)Glc. Sin embargo, 1a cro­

matografía en pape] desarroiiada en soïvente E de aiïcuotas de ias fases

superiores muestra que, terminado e] ensayo, entre 50 y 90% de 1a radioac­

tividad inicia] se recupera como UDP-Gicen ios cuatro tripanosomátidos. Los

resuitados se presentan en 1a Fig. 26. De aquí se concluye que 1a faita de

síntesis de Doï-P-Gic no es debida a 1a degradación dei sustrato durante ios

ensayos.

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

rata bajo ias mismascondiciones que se utiiizaron para ios tripanosomátidos,
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Caracterización de D01-Pderivados sintetizados "in vitro".

E1 materia] 1iposoïub1e de 1a Fig. 24 B sintetizado por nenbranas

de L¿ enriettii fue caracterizado por: A, cromatografía en co1umna
de DEAE-ceïuïosa

C1oroformo/metano1

(forma acetato) equi1ibrada con

(2:1), y eluida con 10 (lg) y 30 (EQ) mMde
en 1as fracciones queformiato de amonio en e1 nfismo so]vente,

indican 1as f1echas (ver sección II.2.4.); E, e1 compuesto purifi­
cado por DEAE-ce1uïosa fue sometido a hidróiisis ácida suave y 1os

productos acuoso1ub1es se corrieron en cromatografía en pape] c0n
soïvente A.

Standards: H, Doï-P-Man sintetizado por microsomas de hígado de
rata; 1, manosa; 2, gïucosa.
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incubaciones de síntesis de Doï-P-Gïc de 1a Fíg.
de 1a fase superior formada durante la partición de

Las nenbranas usadas en cada ensayo fueron: EL fasciculata (pane1

A), LL enriettii (B), EL cu1icis (C) y I; cruzi (Tu1 0) (D). No se
muestran 1as fracciones que no 11evaban radíoactívidad.
Standards: 1, UDP-Gïc; 2, G1c-6-P; 3, gïucosa.



se observó sintesis de Doi-P-Gic y Doi-P-Man radioactivos (Fig. 24 E). En

otro experimento se mezciaron microsomas de higado de rata y de EL fascicu­

1333 (0,6 mg de proteina de cada uno) y se incubaron con UDP-(14€)Glc. E1

resuitado obtenido fue e] mismo que cuando se incubaron 5610 microsomas de

higado, indicando que 1a preparación de EL fascicu1ata no contiene ningün

factor que inhiba 1a sintesis de Doi-P-Gic o que 10 degrade (Fig. 24 E).

Discusión

Los resultados presentados muestran que preparaciones de nembrana de g;

fascicuiata, LLenriettii, ELculicis y l; cruzi son incapaces de sintetizar

Doi-P-Gic, en condiciones bajo 1as cuaies sintetizan un compuesto iiposoiubie

caracterizado‘como Doi-P-Man. Se conciuye entonces que estos tripanosomátidos

carecerïan de 1a actividad de transferasa invoiucrada en 1a formación de

Doi-P-Gic. Estos resuitados concuerdan con los obtenidos previamente por

incubación de céiuias con (U-14C)giucosa, pero aqui se verifica por primera

vez 1a existencia de una deficiencia enzimática. Las observaciones hechas "in

vivo" no permitían conciuir a1 respecto, dado que podrian ser müitipies ias

razones por ias cuaies no se detectara Do]-P—G1c"in vivo". Por ejempio, se

ha descripto una iïnea ce1u1ar de mamífero que presenta una severa reducción

en 1a gaiactosiiación de proteinas, a1 tiempo que sintetiza cantidades nor­

maies de] nucieótido-azücar dador (UDP-Gai) y presenta actividad norma] de

gaiactosii-transferasa "in vitro" (131-132). Deutscher y Hirschberg (133)

demostraron que esta iïnea ceiuïar es incapaz de transiocar e] UDP-Ga]desde

su sitio de sintesis, e] citopiasma, a1 1umen de] aparato de Goigi (donde

OCurre 1a gaiactosiiación), con 10 que se explica e] fenotipo observado in



vivo". Aïgo semejante fue observado en una 1ïnea ce1u1ar mutante que carece

de residuos de ácido siálico en sus gïicoproteïnas. En este caso está afec­

tado e] transporte de CMP-ácido siáïico a través de 1a nembrana de] aparato

de Goïgi, y 1a actividad de siaïii-transferasa es norma] (134).

La ausencia de actividad de UDP-GiczDoi-Pglucosiïtransferasa descripta

en este capituïo, permitiría expiicar 1a formación ¡y transferencia a pro­

teinas de derivados de Doi-P-P carentes de residuos de gïucosa en 1os tripa­

nosomátidos estudiados. Se recuerda a1 lector que, a1 menos en céiuias de

mamíferos (43) y en 1evadura (42), e1 dador de restos giucosiïo en e]

ensambiaje de 61C3MangG1cNAc2-P-P-Doïes e] Doï-P-Gïc. En este sentido ios

tripanosomátidos serían semejantes a ias mutantes de Saccharomycescerevisiae

aig 5-1 descriptas por Runge y co]. (23). Estas levaduras son incapaces de

sintetizar Doï-P-Gïc y por esa razón transfieren a proteinas un oïigosacárido

no gïucosiiado: MangGlcNAcz. También se determinó que microsomas de ias

mutantes aig 5-1 son capaces de transferir Do1-P-Gïc (exógeno) a

Doi-P-P-oïigosacáridos, mientras que ias mutantes aïg 6-1 pueden sintetizar

Dol-P-Gïc pero son incapaces de transferir restos giucosiio a1 1ïpido­

oiigosacárido. En e] caso de Ios tripanosomátidos aqui estudiados no se veri­

ficó su capacidad de transferir gïucosilos de Doï-P-Glc a

Doi-P-P-oiigosacáridos. Por 10 tanto, 1a incapacidad de sintetizar Doi-P-Gïc

es una deficiencia primaria y no se puede descartar que también tengan afec­

tado e] mecanismode transferencia de giucosiios a partir de Dol-P-Gic.

Se comentó en el capítuio III que en L; ¿Elegí y EL muscarum (111) se

había observado 1a síntesis "in vivo" de Doï-P-Man y Do]—P-G1c.Estos tripa­

nosomátidos no han sido estudiados en e] presente trabajo pero previamente se

especuió que 1a sintesis de derivados de Doi-P-P no gïucosiiados se deberia a



1a incapacidad de transferir restos giucosiio de Doi-P-Gic a1 oiigosacárido

preformado. Si este fuera e] caso, ambos tripanosomátidos tendrian 1a misma

deficiencia que ias mutantes de 1evadura aig 6-1 descriptas más arriba. Hasta

e] momentono han sido aportadas pruebas experimentaies que ava1en esta espe­

cuiación.

Por otra parte en IL gggíi (85-86), EL fascicuïata (114) y EL cuiicis

(112) se ha detectado 1a glucosiiación transitoria de oiigosacáridos de aïta

manosa en giicoproteïnas. Dado que estos tripanosomátidos son incapaces de

sintetizar Dol-P-GIC se asume que e] dador de restos giucosiio en 1a reacción

mencionada seria e] UDP-Gïc, ta] como fuera determinado previamente para

microsomas de hígado de rata (87).

Por e] momento, esta es toda 1a información que podemos aportar acerca

de] origen de 1a incapacidad de sintetizar Doi-P-Gïc y 1a consiguiente trans­

ferencia a proteínas de oiigosacáridos no gïucosiiados en estos tripano­

somátidos. Cabe preguntarse si 1a faïta de actividad de UDP-GiczDoi-P

glucosiitransferasa se debe, entre otras posibiiidades, a aigün fenómenode

reguiación transcripciona], traduccionai o post-traduccionai, a una mutación

(estructuraï o reguiatoria), o sencillamente a que los tripanosomátidos nunca

han 11evado en su genoma 1a codificación para esa enzima. Cuaiquiera fuera ei

caso surge otra pregunta: ¿existirá aiguna ventaja adaptativa en e] hecho de

transferir oïigosacáridos no giucosiiados? Por 1a información que se posee en

otros sistemas, parece pOCOprobabie que este sea e] caso, dado que ias evi­

dencias indican que 1a transferencia de oiigosacáridos giucosiiados es mucho

más eficiente ("in vitro" hasta 25 veces en EL cerevisiae (17)) que 1a de sus

homóïogos no giucosilados; si bien es cierto que este comportamiento se

observa en organismos que naturaïmente transfieren a proteinas
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GIC3Man9G1cNAc2,que no es 10 que ocurre en 105 tripanosomátidos.
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CAPITULO VI

SINTESIS lia Vitro" QE DERIVADOSQE DOL-P-P E!_TRIPANOSOMATIDOS

Actividades de Do]-P-Man:Do]-P-P—o1igosacáridomanosiitransferasa

Antecedentes 1_0bjetivos

Observaciones previas indicaban que 1os tripanosomátidos presentan dos

rasgos diferentes a1 resto de ios eucariotes en cuanto a su necanismo de N­

giicosiiación, a saber: 1) todas 1as especies estudiadas transfieren a pro­

teínas oïigosacáridos no giucosiiados, y 2) aigunas especies sintetizan como

derivado de Doi-P-P y transfieren a proteínas oïigosacáridos con wenos de

nueve restos de nnnosa. Los resuïtados presentados en e1 capítuïo V de esta

tesis permiten explicar ei primer comportamiento: ios tripanosomátidos

investigados carecen de actividad de UDP-GiczDoï-Pgiucosiitransferasa, io

que ios hace incapaces de sintetizar derivados de Doi-P-P giucosiïados. Queda

aün por expiicar e1 segundo comportamiento; este es e] tema que se desarrolïa

en ei presente capítuio.

Se recuerda a1 1ector que entre ios tripanosomátidos que "in vivo" acumu­

ian derivados de Doi-P-P con nenos de nueve restos de manosa, también existe

diversidad. Asï, mientras g; fascicuiata, EL harmosay EL enriettii acumuian

Man7GicNAc2-P-P-Doi, ig; nmxicana, L:_ adieri y ig; cuiicis acumuïan

Man6G1cNAc2-P-P-Doi. Además, ios derivados de Doi-P-P que sintetizan "in

vivo" estas especies tienen 1a mismaestructura que ios intermediarios en 1a

síntesis de GIC3MangGïcNAc2-P-P-Doien céluias de mamífero (comparar Figs. 6

y 14). Estas observaciones hicieron pensar que estos dos grupos de tripano­

somátidos carecerïan de diferentes actividades de manosiitransferasa invo­

1ucradas en 1a síntesis de MangGicNAcz-P-P-Doi; ios tripanosomátidos que
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transfieren ManyGlcNAczcarecerïan de una potencia] "manosiitransferasa 8"

que cata1izarïa 1a adición dei octavo residuo de manosa, y aqueiios que

transfieren ManóGicNAczno tendrian actividad de "manosiltransferasa 7". Sin

embargo, esto no es "ás que una especuiación, dado que hasta e] nnmento no

han sido presentadas evidencias que indiquen 1a existencia de actividades de

manosiitransferasa-001-P-Man-dependientes distintas en ningún sistema.

Para corroborar 1a hipótesis planteada fue necesario diseñar un ensayo

que permitiera medir actividades de manosiltransferasa individuaies en pre­

paraciones de nembrana de ios diferentes tripanosomátidos. En primer lugar

aquï se presenta e] diseño de] ensayo realizado con microsomas de hígado de

rata y a continuación Ios resuitados obtenidos en tripanosomátidos.

VI. Resuïtados

V1.1. Ensayogg Do]-P-Man:Do]-P-P-01igosacárido manosiitransferasas de hígado

gg rata

VI.1.1. Diseño

Los detaiies metodológicos de] ensayo diseñado se presentaron en 1a

sección "Incubaciones in vitro" de Materiaïes y Métodos (II.5.2.).

Resumidamente, se incubaron microsomas de higado de rata con Doi-P,

GDP-(14C)Many aceptores exógenos no radioactivos. Estos üitimos consisten en

una nezcïa de derivados de Doï-P-P de hïgado de vaca que contiene todos ios

precursores entre MansGicNAcz-P-P-Doiy MangGicNAcz-P-P-Doi (1a verificación

se detaiia en 1a sección siguiente). Después de 15 min de incubación se puri­
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ficaron Ios derivados de Doi-P-P contenidos en un extracto 1103 y ios oiigo­

sacáridos iiberados de Doi-P-P por hidr61isis ácida suave se identificaron

por cromatografía en pape] con soivente C. Comose observa en 1a Fig. 27 A,

en ausencia de aceptores exógenos no se detecta 1a sintesis de

Doi-P-P-oïigosacáridos radioactivos. La adición de aceptores exógenos a1

ensayo permite 1a sintesis de varios derivados de Doi-P-P que migran entre

ios standards de MangGicNAc y ManóGicNAc, indicando que ios mÍCrosomas de

higado de rata contienen nanosiitransferasas funcionaies capaces de utiiizar

como sustrato acept0res de higado de vaca. Ta] como se esperaba, un compuesto

que migró como MangGicNAc fue ei derivado de mayor tamaño formado en e]

ensayo. E1 pico que se observa detrás de éste probabiemente corresponda a un

derivado giucosiiado de MangGicNAczsintetizado a partir de Doi-P-Gic

endógeno.

VI.1.2. Caracterización de ios aceptores exógenos

Para utiiizar e] ensayo diseñado en 1a medición de actividades indi­

viduales de manosiltransferasa era indispensabie confirmar que ios aceptores

exógenos contuvieran todos Ios precursores requeridos con 1as estructuras

correctas entre Man5GicNAc2-P-P-Doiy MangGicNAcz-P-P-Doi.

Es posible conocer e] tamaño de Ios aceptores exógenos suministrados

en e] extracto iipïdico analizando 1a distribución de 1a radioactividad en

cada resto de manosa de los productos radioactivos sintetizados por microso­

mas de higado (Fig. 27 A). Asi, por ejempio, 1a ausencia de radioactividad en

los residuos a¡g_ (Fig. 5) de] oiigosacárido MangGÏcNAczsintetizado in

vitro" indicarïa 1a presencia de aceptores de iguai o mayor tamaño que
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FIGURA27: Oiigosacáridos unidos a Doi-P-P sintetizados por microsomas de

higado.

A: se incubaron microsomas de hígado de rata con Doi-P y
GDP-(I4C)Man en presencia (o—-o) o ausencia (o-—o) de aceptores

exógenos. Se extrajeron 10s Doi-P-P-oiigosacáridos, se sometieron
a hidrólisis ácida suave y ios oiigosacáridos iiberados se
corrieron en cromatografía en papei con soivente C. g: 10s com­
puestos que migraron como ios standards 9 (o-—O) y 6 (o-—o) en e]

pane] A, se eiuyeron y sometieron a acetóiisis. Los productos se

anaiizaron por cromatografía en pape] con soivente D. Las frac­
ciones que no se nuestran no presentaron radioactividad.
Standards: 1, manosa; 2, Manz; 3, Man3; 6, MansGÏCNAC; 7,

Man7GicNAc; 8, MangGicNAc; 9, MangGicNAc; 12, 61C3Man9G1cNAc2.
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MansGicNACZ.Por otra parte, si se detectara iguai cantidad de radioactividad

en 10s residuos n e.1 de MangGicNAczindicarïa que entre ios aceptores no hay

MangGicNAcz.Por e] contrario, si hay más radioactividad en i que en n se

confirmarïa 1a existencia de MangGicNAcz-P-P-Doien e] extracto 1ipïdico. De

la distribución de radioactividad en ios distintos residuos de MangGicNAczse

pueden faciimente obtener otras conciusiones anáiogas respecto de 1a presen­

cia de Man5_gGicNAc2-P-P-Doien e] extracto.

Comocontro] de] "¿todo se analizó 1a estructura de MangGicNAc,uni­

formemente narcado en 10s restos de manosa, proveniente de giicopéptidos de

I; grugl marcados durante 120 min con (14€)giucosa. La acetóiisis de este

oiigosacárido rindió Manz, Man3y Man4G1cNAc.La reiación de radioactividad

manobiosa/manotriosa fue de 0,67 que es practicamente ei vaior teórico. En

Man4G1cNAc1a radioactividad fue aigo menor que 10 esperado, probabiemente

por pérdida seiectiva de] materia] que contiene 1a N-acetiigïucosamina

durante 1a acetóiisis de 1a muestra. De tai nanera, se confirma que ias pro­

porciones reiativas de radioactividad en ios residuos de manosag, Í) g, n_e

l (Fig. 5) pueden ser utiiizadas para determinar 1a existencia de ciertos

aceptores exógenos. En cuanto a ios residuos a, g, g y e, como su recupera­

ción no es cuantitativa, sóio se considerará 1a ausencia o presencia de

radioactividad en eiios.

Se procedió entonces a reaiizar e] anáiisis estructura] de ios oiigo­

sacáridos sintetizados por microsomas de higado de rata como derivados de

Doi-P-P. E1 compuesto que migró en 1a Fig. 27 A como MangGicNAc se sometió a

acetóiisis seguida de cromatografía en papel desarroiiada en soivente D. En

1a Fig. 27 B puede observarse que este tratamiento produjo nanobiosa (80%de

1a marca radioactiVa) y manotriosa (20% restante), pero no se detectó
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radioactividad en Man4GïcNAc2.Para determinar e] tipo de eniace presente en

cada fragmento de acetóïisis, éstos fueron sometidos a reducción con NaBH4y

e1ectroforesis en buffer unlibdato de sodio 0.1 M pH 5,0. Bajo estas con­

diciones ios fragmentos que contienen restos de manito] con en1ace5¿9(—1,2

cercanos a1 extremo reductor migran hacia e] ánodo, mientras que aque1ios con

en1aces X7L-1,3 no migran (135). Después de] tratamiento descripto e]

disacárido migró hacia e] ánodo y e] trisacárido no migró, indicando 1a pre­

sencia de un eniace (11??) en 1a nanobiosa y uno (1-93) proxima] a1 extremo

reductor de] trisacárido.

Por 10 tanto, de acuerdo a1 tamaño y a 10s en1aces presentes en ios

fragmentos de acetóiisis, se conciuye que 1a estructura de MangGicNAczunido

a lípido sintetizado por nficrosomas de hïgado, es 1a misma que 1a que se

encuentra "in vivo" en céiuïas de mamífero (ver Fig. 6).

A continuación se sugiere a1 1ector remitirse a 1a Fig. 28 para 1a

mejor comprensión de 10s resuïtados que van a presentarse. Para determinar e]

porcentaje de radioactividad presente en cada residuo de manosa en

MangGlcNAcgsintetizado por microsomas de hígado se reaiizó 1a hidróiisis

tota] de Ios fragmentos de acetóïisis reducidos con NaBH4. Luego, por

electroforesis en 0,1 Mmoiibdato de sodio pH 5,0 se separaron ios restos de

manito] que migran hacia e] ánodo, de ios de manosa que permanecen en e1 ori­

gen. Por anáïisis de] fragmento de manobiosa se determinó que e1 54% de 1a

radioactividad tota] de MangGicNAczse encontraba en e] residuo 1 de 1a Fig.

28 y que e] g_11evaba un 26% de 1a "arca. Un estudio semejante de] fragmento

de manotriosa reveló que e] residuo g no tenïa marca radioactiva y que f_y g

juntos (sin poder discriminarlo) contenían e] 20% de 1a radioactividad

restante. E1 hecho que el residuo 1 haya presentado más radioactividad que e]
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FIGURA28: Secuencia de tratamientos para e] anáiisis de ios aceptores

exógenos. Deducción de 1a existencia de Man5_8G1cNAc2-P-P-Doï.
Entre paréntesis aparecen Ios porcentajes de radioactividad tota]
determinados en cada fragmento o resto sacarïdico (M= manosa;
M-0H=manitoi).
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n indica que ios aceptores exógenos contienen MangGicNAcz-P-P-Doï. Por razo­

namientos semejantes se concluye que también hay en ios aceptores

Man7G1cNAc2-, Man6G1cNAc2-y probabiemente Man5G1cNAc2-P-P-Doi.

Por otra parte, 1a acetóiisis de ManBGïcNAcz, Man7G1cNAc2 o

Man6G1cNAc2de 1a Fig. 27 A rinde fragmentos diferentes a ios esperados si

existieran con una ünica estructura, idéntica a 1a de ios intermediarios de]

ciclo de] doiicoi en mamíferos. Por ejempio, en e] caso de ManGGlcNAczios

fragmentos de acetóïisis esperados eran Manz y ta] vez Man4G1cNAc2si éste

estuviese marcado; sin enbargo, como se observa en 1a Fig. 27 B, no se

encontró Man4GicNAc2 _y junto con un pico principa] de Manz aparecen dos

menores de Man3 y manosa radioactivos. Parte de1 material que migró como

Manz quedó en e] origen de una e1ectroforesis en moïibdato de sodio después

de haber sido reducido, de donde se deduce que existía una unión (1-53).

Concluyendo, parte de] ManóGïcNAczunido a Hpido sintetizado por microsomas

de hígado tiene 1a misma estructura que e] compuesto de] mismo tamaño que se

sintetiza "in vivo", pero ademásexistirïan isómeros con estructuras diferen­

tes. Lo mismo sucedería con Man7_8G1cNAc2-P-P-Doisintetizados "in vitro".

Rearick y co]. (41) encontraron un comportamiento semejante cuando incubaban

preparaciones de membrana de cé1u1as Thy-1' (1infoma murino) con Doï-P-Man y

GDP-Man. E1105 observaron que ios derivados de Doi-P-P de mayor tamaño sin­

tetizados "in vitro" (MangGicNAczy MangGicNAcz)tenian 1a estructura que se

encuentra "in vivo", mientras que 105 derivados de menor tamaño se presen­

taban como una mezcïa de isómeros. Resu] tados en e1 mismo sentido fueron pre­

sentados para preparaciones de membrana de tejido mamario bovino (51,136) y

de i cerevisiae (50). En arrbos casos se detectó 1a sïntesis de un soïo

isómero de MangGlcNAczunido a Doi-P-P, idéntico a1 sintetizado "in vivo",



mientras que Man6_gGicNAc2se presentaban a1 nenos como dos isómeros. En e]

sistema de tejido mamario también se demostró que Man1-2G1cNAC2-P-P-001eran

monoisoméricos (136) y que Man4_561cNAc2-P-P-Doi se formaban con varias

estructuras diferentes (137). La interpretación que se dio a estos resuitados

(41,51) fue que en un sistema 1ibre de cé1u1as ias manosiitransferasas

actuarïan con menor especificidad que "in vivo" en cuanto a] orden de adi­

ción de ios restos de manosa, dando origen a “intermediarios erróneos" que se

acumuiarïan por ser "Bios sustratos para 1a transferasa siguiente. Es impor­

tante destacar que en todos ios casos ios isómeros sintetizados eran parte

de] compuesto mayor (MangGicNACZ)confirmando que 1a faita de especificidad

residía unicamente en e] orden de adición de 10 nnnosacáridos. De acuerdo a

esta interpretación se desea destacar que si ei compuesto de mayor tamaño que

se detecta "in vitro" es e] producto fina], este deberia tener 1a misma

estructura que e] oligosacárido equivaiente sintetizado "in vivo".

Por otra parte interesaba saber si en 1a preparación de microsomas de

higado había una aita actividad de g<ymanosidasa que pudiera dar origen a Ios

oligosacáridos de estructuras diferentes a las que se encuentran "in vivo".

Para despejar esta incógnita se reaiizó un ensayo semejante a1 diseñado para

1a "edición de nnnosiitransferasas, donde se reempiazó e] GDP-(I4C)Manpor

una concentración equivaïente de GDP-Manno radioactivo y se adicionó

Man7GICNAc2-P-P-Doiradioactivo sintetizado por céiuias de g¿_ fascicuiata.

Después de 20 minutos de incubación se extrajeron ios derivados de Doï-P-P y

se anaiizaron por cromatografía en pape]. En 1a Fig. 29 se presenta e1 deri­

vado radioactivo que se recupera después de reaiizar 1a incubación deseripta

(paneï A) y e] Man7G1cNAc2iiberado por hidróïisis ácida dei sustrato utiii­

zado en e] ensayo (panei B). Puede observarse que después de 1a incubación e]
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Síntesis de Doï-P-P-oïigosacáridos por microsomas de hígado.

Contro] de degradación.

A: se incubaron microsomas de hígado de rata con Dol-P, GDP-Man,
aceptores exógenos y Man7G1cNAc2-P-P-Doïradioactivo (10.000 cpm)

sintetizado "in vivo" por EL fascicu1ata. A 1os 20 min de inCuba­
ción se extrajeron 1os Do]-P-P-o]igosacáridos, se sometieron a
hidr61isis ácida suave y se Cromatografiaron en papel con so1vente
C ias de]

radioactivo de] ensayo anterior (Man7G1cNAc2-P-P-Doï)fue hidro1i­
sustancias hidrofïïicas. g; una a1ïcuota sustrato

zada en medio ácido suave y 1os oïigosacáridos 1iberados se

corrieron en cromatografía en pape1 con soïvente C. Las fracciones
0-12 no contenían radioactividad.

Standards: 9, MangGïcNAcz; 7, Man7G1cNAc2.



perfii de] cromatograma no cambia, indicando que Man7GïcNAc2-P-P-Doï no fue

degradado a oiigosacáridos menores. Este ensayo tiene sóïo vaior indicativo

ya que se desconocen ias actividades especificas de] Man7GïcNAc2-P-P-Doïde

EL fascicuiata y de los Doï-P-P-oiigosacáridos que se forman en e1 ensayo con

microsomas de higado.

VI.1.3. Soïubiiización de manosi1transferasas Doï-P-Mandependientes

Se probaron diversas formas de soïubiïización de enzimas microsomaies

de hígado de rata con e] objeto de intentar posteriormente 1a purificación de

Doi-P-ManzDoï-P-P-oiigosacárido manosiitransferasas. La condición de soiubi­

1ización que permitió recuperar actividades de manosiitransferasa fue 1a

siguiente: buffer Tris-acetato 83 mMpH 7,0, 0,1% Nonidet P-40, 16,6% gii­

cero], 4,2 mM fgímercaptoetanoi y 4,2 mMEDTA-Na. Con e] materia] soiubiïi­

zado se reaiizaron ensayos de actividad en presencia de aceptores exógenos y

Doi-P-(14C)Man como sustratos. Terminada 1a incubación se extrajeron ios

derivados de Doi-P-P, se hidroïizaron en nedio ácido suave y los compuestos

hidrofïiicos se cromatografiaron en pape]. Los detaiies de soïubiïización y

medición de actividad de Doi-P-ManzDoi-P-P-oiigosacárido nanosiïtransferasas

se han presentado en ei capïtuio II. La Fig. 30 muestra que siguiendo esta

metodoiogïa se observó sintesis de derivados que migran como MangGicNAczy

Man7GicNAc2.Lamentabïemente, 1as nanosiitransferasas soiubiïizadas perdían

rapidamente 1a actividad, lo que impidió su purificación. Se probaron

diferentes concentraciones de Nonidet P-40 y deoxicoiato de sodio, presencia

de NaC]0,1 M, agregado de fosfatidiicoiina o extractos lipïdicos de microso­

mas de hígado, pero bajo ninguna condición se logró estabiïizar 1a actividad
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FIGURA30: Síntesis de Doï-P-P-01igosacáridos por microsomas soïubiIizados de
higado de rata.
Un extracto soiubiïizado de microsomas (ver 11.4.4.) se incubó con

Doi-P-(14C)Man y aceptores exógenos bajo ias condiciones deta11a­
das en Materiaïes y Métodos. Terminada 1a incubación se extrajeron
105 derivados de Doï-P-P y 105 oiigosacáridos 1iberados por
hidróiisis ácida suave se cromatografiaron en papeï con soivente
C.

Standards: 9, MangGÏCNAcz; 7, Man7GlcNAc2.



después de soïubiiizada.

V1.2. Dadores gg restos gg manosaen tripanosomátidos

Se recordará que en cé1u1as de namïfero se ha determinado que 10s pri­

meros cinco residuos de manosa uti1izados en 1a sintesis de derivados de

Doi-P-P provienen de] GDP-Man,y los cuatro residuos restantes provienen de

un ïïpido-azücar dador: e] Doi-P-Man. Aquí se estudiaron ios dadores de resi­

duos de manosa en EL fascicuïata, dado que se habia observado que este tripa­

nosomátido tenia un bajo contenido de Dol-P endógeno (véase Fig. 24 A) Io que

faciïitarïa 1a interpretación de Ios resuïtados. Los ensayos consistieron en

1a incubación de membranas de E; fascicuiata con GBP-(14€)Manen presencia o

ausencia de aceptores exógenos y Dol-P. Terminada 1a incubación se reaïizó

una partición de Foich, se extrajeron ios oïigo y monosacáridos unidos a

Doï-P-P y Doï-P, y los productos acuosoiubïes liberados por hidróiisis ácida

suave se anaiizaron por cromatografía en pape]. En 1a Fig. 31 se presentan

los reSuitados obtenidos. Puede observarse que en presencia de Doi-P Q

GDP-(I4C)Man1a preparación de membranade g¿_fascicu1ata formó casi exciusi­

vamente Doi-P-(14C)Man (panel A). La adición de aceptores exógenos a1 ensayo,

en ausencia de Doi-P de hígado de rata, condujo a 1a formación de

Doï-P-P-oiigosacáridos de hasta cinco residuos de manosa, a1 tiempo que se

redujo notabïemente 1a cantidad de Dol-P-(14C)Man sintetizado (Fig. 31 B).

Finaimente, cuando 1a nezcïa de ensayo contuvo Doi-P, GDP-(14C)Many acep­

tores exógenos se observó 1a formación de DoI-P-P-oïigosacáridos de hasta

siete residuos de manosa (Fig. 31 C).

Los datos presentados sugieren que 105 dadores de restos de manosa en EL
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FIGURA31: Dadores de restos de manosa en tripanosomátidos.

Membranas de EL fascicuiata fueron incubadas con GDP-(I4C)Man en
presencia de Doi-P (pane1 A), o en ausencia de Do1-P y con e]

agregado de aceptores exógenos (B), o en presencia de Do1-P y 10s
aceptores (C). Se extrajeron ios derivados de Doï-P y Dol-P-P a

partir de 1a fase inferior y 1a interfase de cada ensayo y se
reunieron. Los mono y oïigosacáridos 1iberados por hidróïisis
ácida suave se cromatografiaron en pape] con s01vente C.

Standards: 1, manosa; 5, MansGïcNAC; 5, ManóGÏCNAC;7, Man7GïcNAc;

8, MangGïcNAc; 9, MangGïcNAc.



fascicuiata serian Ios mismos que los determinados para céiuïas de iinfoma de

ratón: GDP-Mandador de Ios primeros cinco restos y Doi-P-Man de los siguien­

O

V1.3. Ensayo de Doï-P-ManzDoi-P-P-oïigpsacáridg manosiitranferasas en

membranasgg parásitos

VI.3.1. Sintesis de Doï-P-P-oïigosacáridos

Para 1a determinación de actividades de nanosiitransferasa en pre­

paraciones de membranade tripanosomátidos, se reaiizaron ensayos en presen­

cia de GDP-(I4C)Man, Doï-P y aceptores exógenos, según e] diseño presentado

en 1a sección 1.1. de este capituio. Los oligosacáridos derivados de Doi-P¡P

sintetizados "in vitro" se identificaron por cromatografía en papei; ios

resuitados se muestran en 1a Fig. 32. En ningün caso se observó síntesis de

derivados de Doi-P-P cuando ei ensayo no contenía aceptores exógenos. Los

oiigosacáridos de mayor tamaño sintetizados en presencia de aceptores por ias

diferentes preparaciones de nembrana fueron: Man7GlcNAc2para L¿_enriettii

(panei B), Man5G1cNAc2para EL cuiicis (panei C) y MangGïcNAczpara I; 95251

(panei D). Además, como se describió en 1a Fig. 31 C, microsomas de E¿_fgsgig

Elgjïta sintetizaron 01igosacáridos de hasta siete unidades de manosa (se

repite en Fig. 32 A).

En otro tipo de ensayo se incubaron membranas de LL enriettii con

aceptores exógenos y Doi-P-(14C)Man de hígado de rata. En 1a Fig. 33 puede

observarse que bajo estas condiciones también fue Man7GicNAc2e1 derivado de

Doi-P-P de mayor tamaño sintetizado por microsomas de EL enriettii.
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FIGURA32: Síntesis de Doi-P-P-o1igosacáridos por membranas de tripano­
somátidos.

Se incubaron preparaciones de membrana de LL enriettii (pane1 B),

EL cuiicis (C) y de epimastigotes de I¿ cruzi cepa Tu] O (D) con
GDP-(I4C)Man, Doi-P y aceptores exógenos. En e1 pane] A se repite

la Fig. 31 C, donde se utiïizaron membranas de EL fascicuïata. Los
derivados de Doï-P-P sintetizados se extrajeron con soivente 1103,

se purificaron y Ios oïigosacáridos Iiberados por hidróiisis ácida
suave se corrieron en cromatografía en pape] con soïvente C. Las
fracciones que no se presentan no iievaban radioactividad.

Standards: 9, MangGïcNAc; 8, Man8G1cNAc; 7, Man7G1cNAc; 6,

ManGGïcNAc; 5, ManSGicNAc.
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FIGURA 33: Síntesis de Doï-P-P-oïígosacáridos a partir de Doï-P-Manradioac­
tivo.

Microsomas de L; enriettii fueron incubados c0n aceptores exógenos
y Doï-P-(14C)Man preparado con microsomas de hígado de rata. Se
extrajeron 10s derivados de Doï-P y Doï-P-P y 1os azúcares obteni­

dos por hidróïisís ácida suave se cromatografiaron en pape] con
solvente C. Para deta11es y standards ver Fig. 31.



En resumen, e] oiigosacárido de nnyor tamaño sintetizado "in vitro"

por cada tripanosomátido tiene e1 mismo nümero de residuos de nnnosa que el

que cada especie transfiere a proteinas "in vivo". Merece destacarse e] hecho

que ias preparaciones de membrana de g¿_ fascicuiata, g¿_ cuiicis y LL

enriettii no fueron capaces de sintetizar oiigosacáridos mayores que e] que
usintetizan in vivo", a pesar de que ios aceptores exógenos poseen ios

sustratos adecuados.

V1.3.2. Estructura de 10s oiigosacáridos

De acuerdo a 1a hipótesis presentada en 1a sección 1.2., si 1a

ambigüedad en ei orden de adición de restos de manosa en sistemas iibres de

céiuias también ocurriese en tripanosomátidos, entonces sóio ios oiigo­

sacáridos que son productos finaies en e] cicio dei doiicoi tendrían que

tener 1a misma estructura que ios encontrados "in vivo". Por esa razón se

decidió reaiizar ei anáiisis estructurai de 105 derivados de Doi-P-P de nayor

tamaño sintetizados por cada preparación de membrana. De tai manera, si obtu­

viéramos estructuras diferentes a ias de ios compuestos sintetizados por

céiuias intactas, asumirïamos que estamos frente a productos de degradación

de oiigosacáridos mayores o de compuestos intermediarios con estructuras

"erróneas". Por ei contrario, si ias estructuras fueran simiiares

conciuirïamos que se trata de productos finaies dei cicio de] doiico].

Se sometieron a acetólisis ios oiigosacáridos de mayor tamaño sin­

tetizados por nembranas de cada especie y 10s productos de] tratamiento se

cromatografiaron en pape] con soivente D. Los resuitados obtenidos se presen­

tan en 1a Fig. 34. Puede observarse que 1a acetóiisis de
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Man7GÏCNAC2sintetizado ya sea por EL fascicuiata (Fig. 32 A) o LL enriettii

(Fig. 32 B) produjo manotriosa como ünico fragmento radioactivo (Figs. 34 A y

B). Man6G1cNAc2producido por membranas de B_. cu1icis (Fig. 32 C) rindió

manobiosa (Fig. 34 C) y MangGicNAczde IL gruzl (Fig. 32 D) produjo 16% de

manotriosa y 84% de manobiosa (Fig. 34 D). En ningün caso se encontró

radioactividad en Man4GicNAc2, indicando que ios Doi-P-P-oïigosacáridos

radioactivos han sido sintetizados sobre 10s aceptores suministrados. Además,

Ios diferentes porcentajes de radioactividad observados en cada fragmento de

acetóiisis de MbngGicNAczde I; grgzi confirman que Mbn5_8G1cNAc2unidos a

Doi-P-P no radioactivos han sido uti1izados comosustrato.

Los resuitados presentados indican que 1a estructura de) oligo­

sacárido de mayor tamaño sintetizado "in vitro" por cada especie es 1a misma

que 1a de] derivado de Doi-P-P que cada una sintetiza "in vivo". Por 10

tanto, de acuerdo a ias razones argumentadas más arriba, se sugiere que

Man7GicNAc2 y Man5G1cNAc2 son Ios derivados de mayor tamaño formados por

membranas de g¿_ fascicuiata y L¿_ enriettii, y por g¿_ cu1icis, respec­

tivamente. Se descartarïa entonces 1a posibiïidad de que ios compuestos

detectados "in vitro" se hayan originado por degradación de otros mayores, ya

que en ese caso se encontrarïan mezcias de isómeros y no una ünica estructura

iguai a 1a que sintetizan 1as céluïas intactas.

Para reforzar 1a idea de que ios oiigosacáridos detectados "in vitro"

no provenían de 1a degradación de otros nayores, se incubó una preparación de

membranas de EL fasciculata con e1 oligosacárido MangGicNAcradioactivo; ias

condiciones de ensayo han sido descriptas en Materiaïes y Métodos (II.5.3.).

Después de 20 min ó 6 h de incubación se purificaron ios oïigosacáridos pre­

sentes en 1a fase superior de una partición de Foich. E1 materia) purificado
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oïigosacáridos sintetizados por nenbranas de
parásitos.
Se sometieron a acet61ísis y posterior cromatografía en pape] con

soïvente D 1os compuestos que migraron como: A, Man7G1cNAcde E¿

fascícuïata de 1a F19. 32 A; g, Man7GïcNAcde EL enríettií de 1a

Fig. 32 B; E, 1a Fig. 32 C; Q,

MangG1cNAcde l; ggggi de 1a Fig. 32 D. Las fracciones no mostra­
das no presentan radioactividad.

ManóGïcNAc de É¿_ culicis de

Standards: 1, manosa; 2, Manz; 3, Man3­
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se sometió a cromatografía en pape] en soivente C para su identificación. En

1a Fig. 35 se muestra que después de 6 h de incubación e] sustrato MangGIcNAc

no fue degradado a oiigosacáridos menores por microsomas de] parásito.

Idénticos resuitados se obtuvieron cuando se incubó durante 20 min. Comoen

e] caso descripto en 1a sección VI.1.2. este ensayo sóio tiene vaïor indica­

tivo ya que se desconocen 1as actividades especificas de] sustrato exógeno

(MangGicNAc)y de 10s sustratos endógenos de EL fascicuiata.

Discusión

Aqui se ha presentado e] diseño de un ensayo para 1a medición de activi­

dades de manosiïtransferasa Doi-P-Mandependientes. Este método permitió, por

primera vez, discriminar entre las diferentes actividades de

Do]-P-Man:Do]-P-P-01igosacárido nanosiitransferasa invoiucradas en ei cicio

de] doïicoi. Además ha sido utiiizado en 1a determinación de dadores de

restos de manosaen Ios tripanosomátidos y, finaimente, en 1a caracterización

de ias deficiencias enzimáticas presentes en ciertos parásitos que conducen

a1 ensambiaje de derivados de Doi-P-P truncados.

En cuanto a ios dadores de manosa se han presentado evidencias que indi­

can que en Ios tripanosomátidos serían ios mismos que en céiuias de mamíferos

GDP-Manserïa e] dador de los primeros cinco residuos de nanosa en e] cicio

de] doïicoï y 10s siguientes restos serían transferidos a partir de

Doi-P-Man. En e] protozoario !¿_carteri también habia sido demostrada 1a adi­

ción de Ios cinco primeros restos de manosa a partir de GDP-Man(62).

Por otra parte, se ha mostrado que e] Do1-P-P-01igosacárido de mayor

tamaño que sintetiza "in vitro" cada parásito investigado tiene e] mismo
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FIGURA35: Contro] de degradación de MangGicNAcpor microsomas de E¿_fascicu­

lata.
Se incubaron preparaciones de nembrana de E¿_fascicu1ata con e]
o1igosacárido MangGlcNAc(18.000 cpm) proveniente de glicopro­

teïnas de l; grggl. Después de 6 h de incubación se recuperaron
ios oiigosacáridos presentes en e] ensayo como se describe en
Materiaïes y Métodos y se sometieron a cromatografía en pape1 con
soïvente C.

Standards: 9, MangGicNAcz; 7, Man7G1cNAc2.
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número de residuos de manosa y 1a misma estructura que ei compuesto que cada

uno acumuia y transfiere a proteinas "in vivo". Por ejempio, EL culicis que

incubada con (U-14C)giucosa acumuia ManóGicNAcz-P-P-Doi,"in vitro" sintetiza

ei mismo iïpido-oiigosacárido y ningún otro derivado de mayor tamaño. La

incapacidad de sintetizar Man7G1cNAc2-P-P-Doiindicaria la existencia de un

bioqueo en 1a adición de] séptimo residuo de nanosa y permite expiicar 1a

sintesis "in vivo" de un derivado truncado. Más sorprendente es e] hecho que,

a pesar de que en e] ensayo se proveen derivados de Doi-P-P de siete y ocho

restos de manosa que pueden actuar como sustrato, e] sistema microsomai es

incapaz de sintetizar MangGicNAc2y MangGicNACZ.Este resuitado pone de mani­

fiesto ia ausencia de actividad de otra/5 manosiitransferasa/s responsabie/s

de 1a adición de] octavo y noveno residuo de manosa en e] cicio de] doiicoi.

Paraieiamente, microsomas de EL fascicuiata y L; enriettii que "in vivo" acu­

mulan ManyGicNAcz no mostraron sintesis de MangGicNAcz ni de MangGicNAcz.

Nuevamente se observa no sóio 1a ausencia de 1a actividad que "per se" evita

"in vivo“ 1a sintesis de derivados de mayor tamaño (adición de] octavo resto

de manosa), sino también 1a ausencia de 1a transferasa siguiente.

Las evidencias actuaies no nos permiten saber si 1a misma enzima intro­

duce ei octavo y ei noveno resto de manosa. Por una parte resuita iiamativo

e] hecho que cada vez que está ausente e] octavo residuo de nanosa también

faite ei noveno y que hasta e] momento no se haya encontrado ningún organismo

que transfiera "in vivo" MangGicNAcz.Por otra parte, segün e] concepto de

"una enzima, un enlace giicosïdico" (138) resuita difici] imaginar que 1a

misma enzima pueda catalizar 1a adición de un resto de manosa en posición

()¿-1,6 (residuo g_en 1a Fig. 5) y otro en 3K;1,2 (residuo i).

Conciuyendo, ios resuitados presentados indican que existen a1 menos tres



manosiïtransferasas Doi-P-Man dependientes invoiucradas en e1 cicio de]

doïicoi; eHas son ias responsabïes de 1a adición de] sexto, séptimo y

octavo/noveno residuo de manosa. Si bien se asumïa que 1a entrada de cada

resto de manosa era cataiizada por una enzima diferente, aquï se demuestra

por primera vez 1a existencia de varias actividades de

Do]-P-Man:Do]-P-P-01igosacárido manosiitransferasa distintas.

Hace varios años se sugirió que e] cicïo de] doiicoï ta] como se presentó

en 1a Fig. 4 habría sido adquirido tempranamente en 1a evoiución y que serïa

característico de toda cé1u1a eucariótica actua] (55). Los resultados que

acaban de presentarse muestran que 10s tripanosomátidos, eucariotes

inferiores, no responden a1 esquema ciásico de1 cicio de] doiicol. A con­

tinuación se discute brevemente e] aspecto evoiutivo de 1a cuestión.

En 1a Introducción de esta tesis se comentó que ios tripanosomátidos

podrïan configurar una suerte de "mutantes naturaies“ de 1a N-g1icosi1aci6n

de proteinas. Cuando se formu'ló esta especuiación (111) 1a única evidencia

existente era 1a síntesis "in vivo" de derivados de Doi-P-P truncados en

aïgunos tripanosomátidos. Los resuïtados que se presentan en este capituio

muestran 1a ausencia de actividad de ciertas Doï-P-ManzDoi-P-P-oïigosacárido

manosiïtransferasas en varias especies y permiten eXp1icar 1a sintesis de

derivados de menos de nueve unidades de manosa. Sin enbargo, esta información

no es suficiente como para definir a ios tripanosomátidos como "mutantes

naturaies". Seria interesante determinar si ios defectos enzimáticos obser­

vados surgieron como consecuencia de mutaciones o rearregïos en e] genoma de

un ancestro que sintetizaba GIC3MangGicNAc2,o si se trata de organismos que

nunca tuvieron un cicio de] doïicoï compïeto. Si este üïtimo es e] caso, 10s

tripanosomátidos no serian mutantes sino organismos que presentan un cicio



- 129

de] doiicoi incompieto. Este podria considerarse comouna forma intermediaria

hacia 1a evoiución de] cicio ta] comoaparece en e] resto de ios eucariotes.

Esta especuiación resu1ta atractiva dado que hasta ei momento no existen

indicios acerca de 1a evoiución de] cic10 de] d01ic01 entre Ios procariotes

(que no 10 poseen) y los eucariotes que sintetizan G1C3MangGicNAc2-P-P-Doi.

Recientemente se reaiizó en nuestro 1aboratorio e] estudio de ios deriva­

dos de doiicoi en e] protozoario ciiiado Tetrahymena pxriformis. Esos estu­

dios, no inciuidos en esta tesis, revelaron que cé1u1as intactas son capaces

de sintetizar Do]-P—G1c, Dol-P-Man y G1c3Man5G1cNAc2—P—P-001como derivado de

mayor tamaño (139). La sintesis de Doi-P-Man también fue demostrada en siste­

mas libres de céiuias, de modo que no serïa 1a ausencia de] supuesto dador de

restos manosiio 1a responsabie de 1a sintesis de un derivado de

Do]—P-Ptruncado. Ensayos de nanosiltransferasa semejantes a1 descripto en

este capituio permitieron demostrar que I; pxriformis es deficiente en todas

ias manosiïtransferasas Doï-P-Man dependientes. De ta] manera, 105 tripano­

somátidos no son 10s ünicos protozoarios donde a1teraciones en 1a adición de

ciertos restos de manosa conducen a 1a síntesis de derivados de Doï-P-P

“incompietos” y por consecuencia presentan un necanismo de N-gïicosiiación

diferente a1 resto de ios eucariotes. Estos resuïtados tienden a fortaïecer

1a especuiación evoiutiva segün 1a cua] aigunos protozoarios presentarïan

formas intermediarias de] cicio de] doïico1.

Indudabiemente, e] uso de sondas de DNApermitiría ac1arar e] origen de

1a deficiencia enzimática observada en aigunos tripanosomátidos y podria

contribuir a1 conocimiento de 1a evoïución de] necanismo de N-giicosiiación

de proteinas. Comoun primer paso hacia e] iogro de ese objetivo se intentó

1a purificación de Doï-P-ManzDoï-P-P-01igosacárido manosiitransferasas de
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hígado de rata. Se 1ogr6 soïub1112ar estas actividades, pero 1os intentos de

purificación no prosperaron debido a su inestabiïídad.



CAPITULO VII

GLICOSILACION _Y_PROCESAMIENTO D_E_GLICOPROTEINAS fi DIFERENTES ESTADIOS E

I; cruzi

Antecedentes x_0bjetivos

En 1982 se presentaron ios primeros estudios acerca de] necanismo de N­

giicosiiación de proteínas en IL 55251 (85,86,110). Esos estudios indicaron

que MangcicNAczes e] oiigosacárido que se transfiere de Doi-P-P a proteínas

en 1a forma epimastigote de cu1tivo axénico. Posteriormente (115) se deter­

minó que en amastigotes de cuitivo axénico (cepa CA-I, ciones 70, 71 y 72) se

sintetizan 4-5 veces más de Man7GicNAc2-P-P-Doi que de] derivado

MangGicNAczy que ambos oïigosacáridos se transfieren a proteinas en propor­

ción directa a 1a cantidad de cada Doi-P-P-oiigosacárido sintetizado. Se

demostró que 1a síntesis de estos dos derivados en amastigotes axénicos no

era debida a 1a faita de nutrientes en e] medio de marcación de las céiuias,

dado que por incubación en un medio conteniendo giucosa 3 mMy suero se

obtenían los mismos derivados de Do]—P-Pque en un medio con giucosa 0,2 mMy

sin suero. En vista de estos resuitados se conciuyó que durante 1a diferen­

ciación de .1; 513551 se produce un cambio en e] tamaño de] oiigosacárido

transferido a proteinas (115). Estudios de diferenciación "in vitro" de

amastigotes a epimastigotes permitieron confirmar esta modificación en e]

mecanismo de N-giicosilación durante e] pasaje de una forma a 1a otra.

Una consecuencia importante de 1a aiteración mencionada es que determina

una diferencia en e] tamaño y 1a estructura de ios oiigosacáridos unidos a

proteina en cada forma dei parásito (115). Se recuerda a1 lector que en 1as
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Figs. 14 y 15 se ha presentado e] mecanismo de giicosiiación y procesamiento

de giicoproteïnas en epimastigotes y amastigotes axénicos de T_.M y 1a

estructura de ios oiigosacáridos transferidos en cada caso.

Oportunamente se discutió e] pape] de 1as giicoproteïnas en 1a adhesión

penetración de T_. M en céiuias hospedadOras y su importancia como

antígenos de superficie. A1 respecto, seria posibie que diferencias en e]

tamaño y 1a estructura de ios oiigosacáridos, generadas por una alteración en

e] mecanismode N-giicosilación durante 1a diferenciación de ios parásitos,

tuvieran influencia sobre e] grado de infectividad de ios mismos. Sin

embargo, ios estudios comentados más arriba fueron rea1izados en formas no

infectivas y de cu1tivo axénico de T_.M; de tai manera, hasta e] momento

no se poseïan datos acerca de] mecanismo de giicosiiación de proteínas en

aqueHos estadïos donde un cambio en 1a porción sacaridica de ias gïicopro­

teïnas podria influenciar 1as propiedades infectivas, antigénica _y/o de

diferenciación dei parásito, en particuiar en 'Ios tripomastigotes (forma

infectiva) _y en Ios amastigotes intraceiuiares de mamíferos. Ya se ha men­

cionado que, si bien 1a morfoïogïa de ios amastigotes obtenidos por cu1tivo

axénico es 1a misma que 1a de aqueHos que se encuentran dentro de cé1u1as de

mamífero, no hay evidencias de que metaboiicamente arrbas formas sean

idénticas; de ahï 1a importancia de examinar e] mecanismo de N-g1icosi1ación

en amastigotes intraceiuiares que son ias formas que se encuentran en 1a

naturaieza.

En este capïtuio se presentan ios resuitados obtenidos acerca de'l meca­

nismo de N-g1icosi1ación de proteinas _y 1a estructura de oiigosacáridos de

a1ta manosa en tripomastigotes y amastigotes intraceïuiares de _T_.M.

También se investigó 1a presencia de oiigosacáridos de tipo cornp1ejo en 1a



- 133 ­

forma infectiva y una no infectiva de] parásito. Estos estudios se reaiizaron

en varios ciones de ]¿_ cruzi con 1a intención de generaiizar ias obser­

vaciones descartando posibies comportamientos exciusivos de un cion.

VII. Resultados

VII.1. 01igosacáridos unidos a Doi-P-P

Amastigotes intraceiuiares, tripomastigotes, amastigotes de cuitivo

axénico y epimastigotes de I; cruzi fueron incubados durante 3-15 min en pre­

sencia de (U-14C)glucosa. Para comparar e] comportamiento de ias cuatro for­

mas de] parásito interesaba eiiminar posibies variaciones en ei necanismo de

N-giicosiiación de proteínas producidas por ias diferentes temperaturas de

crecimiento de cada una (habituaimente 28°C para ias formas axénicas y 37°C

para ias intraceiuiares y sanguíneas de mamífero); es por eso que ias incuba­

ciones con 1a narca radioactiva se reaiizaron en todos ios casos a 37°C.

Terminadas ias incubaciones se extrajeron ios derivados de Doï-P-P como se

describió en Materiaies y Métodos y se sometieron a hidróiisis ácida suave

para iiberar ios oiigosacáridos.

VII.1.1. Tamaño

Los oiigosacáridos 1iberados de Doi-P-P se sembraron en pape] y se

cromatografiaron con soïvente C. La Fig. 36 muestra el perfii cromatográfico

obtenido para ias cuatro formas de] cion CA-I/72 y 1a Fig. 37 para tres for­

mas de Miranda 88 (M 88) y una de Miranda 80 (M 80). Cabe recordar que ei

anáiisis de minicïrcuios de DNAkinetopiástico de ios ciones M88 y M80 no
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ha reveiado diferencias entre ios dos tipos de céiuias (121). En cambio

existen diferencias entre CA-I/72 y M80/88.

Un primer anáiisis de ias Figs. 36 y 37 indica que para una misma

forma dei parásito no se detectan diferencias cuaiitativas ni cuantitativas

relevantes en ios oiigosacáridos unidos a Doi-P-P sintetizados por ios ciones

CA-I/72 y M 88 (M 80).

Anaiizando detaiiadamente se observa que ios amastigotes intraceiu­

iares de LL; 53551 ciones CA-I/72 y M 88 sintetizaron casi exciusivamente

MangGicNAcz-P-P-Doi. La pequeña proporción de Man7GicNAc2que se observa en

ias Figs. 36 A y 37 A podría provenir dei 10-19% de contaminación con tripo­

mastigotes presente en ias preparaciones de amastigotes intraceiuiares

CA-I/72y M88, respectivamente (ver II.1.4.). Esta expiicación resuita razo­

nabie debido a que ios derivados de Doi-P-P sintetizados por tripomastigotes

de anbos ciones fueron MangGicNAc2y Man7GicNAc2, encontrándose ei primero en

mayor proporción (Figs. 36 B y 37 B).

En amastigotes CA-I/72 y CA-I/71 cuitivados axenicamente habia sido

descripta ia formación de MangGicNAc2y Man7GicNAc2unidos a Doi-P-P, por

incubación de ias céiuias a 28°C en presencia de (U-14C)giucosa (115). Aqui

se presentan ios reSuitados obtenidos por incubación a 37°C de amastigotes

axénicos de ios ciones CA-I/72 (Fig. 36 C) y M 80 (Fig. 37 C). Los oiigo­

sacáridos sintetizados como derivados de Doi-P-P fueron en ios dos casos

MangGicNAc2y Mhn7GicNAc2,pero estos ciones se diferencian en ias propor­

ciones reiativas de cada oiigosacárido. Los derivados mayoritarios son

Man7GicNAc2 en ei cion CA-I/72 y MangGicNAc2 en M 80.

Acerca de ios epimastigotes de ios ciones CA-I/70/71/72 se habia

informado ia sintesis de MangGicNAczcomo principai derivado de Doi-P-P a
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FIGURA36: 01igosacáridos unidos a Doi-P-P en I¿_c:!¿1 cion CA-I/72.
Amastigotes intraceïuïares (A), tripomastigotes (B), amastigotes
axénicos (C) y epimastigotes (D) de I; 53251 fueron incubados con
(U-14C)giucosa a 37°C por Ios tiempos indicados en cada panei. Se
aislaron ios 01igosacáridos derivados de Dol-P-P y se sometieron a
cromatografía en pape] con soivente C. Las fracciones que no se
muestran no presentaron radioactividad.

Standards: 9, MangGicNAc; 8, Man8G1cNAc; 7, Man7G1cNAc.
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FIGURA37: Oligosacárídos unidos a Doï-P-P en LM c1on Miranda 88/80.
Amastigotes intrace1u1ares (A), trípomastigotes (B) y epimastigo­

(D) de1 c10n M 80 (C)

fueron incubados a 37°C con g1ucosa radioactíva, 105 tiempos indi­
tes cïon M 88 y amastigotes axénicos de]

cados en cada pane]. Para detaHes ver Fig. 36.



28°C (115). E1 mismo resu1tado había sido descripto previamente para 1a cepa

Tuïahuen 2 (110). En ias Figs. 36 D y 37 D se muestra que a 37°C tanto céiu­

ias CA-I/72 como M88 sintetizaron 5610 MangGicNAcz-P-P-Doi.

Resumiendo, 1os resuïtados presentados indican que, de acuerdo a su

migración en pape1, Man7G1cNAc2y MhngGicNAcz son los derivados de Doï-P-P

sintetizados por tripomastigotes y amastigotes axénicos, aunque en diferentes

proporciones. En cambio, Ios epimastigotes y amastigotes intraceïulares for­

man aparentemente 5610 MangGicNAcz.

VII.1.2. Estructura

A continuación se presentan estudios estructuraies que confirman 1a

identidad de ios oiigosacáridos unidos a Doi-P-P sintetizados por tripomasti­

gotes de I¿_g[ugi.

Los compuestos que migraron como MangGicNAcz y Man7GicNAc2 en 1a

Fig. 37 B fueron e1uidos y tratados con endo-H; ios oiigosacáridos iiberados

fueron sometidos a acetólisis y 10s productos de] tratamiento se cromatogra­

fiaron en pape] con soïvente D (Fig. 38).

La Fig. 38 A muestra que por acetóïisis de] supuesto MangGicNAcse

obtuvieron manobiosa, manotriosa y Man4G1cNAc.Cuando se sometió a acetólisis

ei oïigosacárido Man7GïcNAc Ios productos fueron manotriosa y Man4G1cNAc

(Fig. 38 B).

Conciuyendo, e] anáiisis estructura] reveia que ios derivados de

Dol-P-P, MangGicNAcgy Man7GïcNAc2sintetizados por tripomastigotes de] clon

M 88, tienen 1a misma estructura que aque110s acumuiados por epimastigotes

(86) y amastigotes axénicos (115), respectivamente (ver Fig. 14). Además, 1a
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FIGURA38: Acetóïisis de oïigosacáridos unidos a Doï-P-P en tripomastigotes.
Se sometieron a tratamiento con endo-H y 1uego a acetóïisis 105

o1igosacáridos que migraron en 1a Fig. 37 B como MangGÏCNACZ(pane1

A) y Man7G1cNAc2(paneï B). Los productos de acetóïisis se
sembraron en pape] y se Cromatografiaron con so1vente D; 1as frac­

ciones que no se muestran no presentaron radioactividad.
Standards: 1, manosa; 2, Manz; 3, Man3; 5. Man4GÏCNAc.
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estructura de Man7G1cNAc2es 1a misma que 1a dei intermediario de] cicio de]

doiicoi en céiuias de mamífero.

VII.2. Oligosacáridos tipo aita manosaunidos a proteína

Interesaba determinar si los derivados de Doi-P-P detectados en tripo­

mastigotes y amastigotes intraceiuiares eran transferidos a proteínas. Para

eilo ios parásitos fueron incubados durante 3-5 min con (U-14C)giucosa. Las

incubaciones fueron detenidas mediante una partición de Foich; 1a interfase

de dicha partición se extrajo con soivente 1103 para obtener ios derivados de

Doi-P-P y e] nateriai remanente de 1a interfase se trató con una proteasa.

Los giicopéptidos resuitantes fueron purificados por cromatografía de filtra­

ción en Bio-Ge] P-6 y posterior e1ectroforesis en pape1 con ácido fórmico 5%.

Los compuestos radioactivos que nflgraron hacia e] cátodo fueron eiuidos y

tratados con endo-H. En una segunda eiectroforesis en ácido fórmico se recu­

peró e] materiai neutro que contenía ios oiigosacáridos sensibies a endo-H.

E1 tamaño de ios mismos fue determinado por cromatografía en papei.

Tanbién se propuso determinar e] tamaño de ios productos de] procesa­

miento presentes en giicoproteínas maduras de 1a forma infectiva de I¿_grg¿1.

Se procedió entonces a reaiizar incubaciones de 60 min con 1a marca radioac­

tiva y otros 60 min después de diiuir e] medio de incubación; de ahí en más

ei procedimiento no difirió de] descripto más arriba.



VII.2.1. Tamaño

Los oiigosacáridos sensibies a endo-H provenientes de 1a narcación

de tripomastigotes y amastigotes intraceïuiares durante 3-5 min con glucosa

radioactiva se cromatografiaron en pape] con soïvente C. La Fig. 39 muestra

ios resuitados obtenidos.

Puede observarse una gran simiiitud entre ios perfiies de oiigo­

sacáridos provenientes de tripomastigotes de 10s ciones CA-I/72 y M88 (Fig.

39 A y B, respectivamente). Se destaca en ambos casos 1a presencia de ios

oïigosacáridos GiclMangGicNAc, G1c1Man7G1cNAc y GiclManóGicNAc.

Oligosacáridos de 1a misma composición originados por 1a gïucosiiación tran­

sitoria de oïigosacáridos de a1ta manosaya han sido descriptos en epimasti­

gotes de I¿_gru¿l (85,86) y en otros tripanosomátidos y eucariotes superiores

(ver 1.6.). E1 oïigosacárido GiclMangGïcNAcno se detecta como un pico neto,

pero se presume su existencia debido a 1a formación de "hombros" entre ios

compuestos que migran como MangGicNAc y MangGicNAc.

Por otra parte, en tripomastigotes, 1a existencia de

G]c0_1MangGicNAccomo oïigosacáridos mayoritarios en 1a Fig. 39 A y B indica

que MangGïcNAczha sido transferido a proteinas a partir de} derivado de

Do]-P—Pdescripto en 1a sección anterior. En cuanto a Man7G1cNAc,dado que su

proporción relativa es menor que 1a de MangGicNAc,no se puede determinar si

proviene de 1a transferencia directa a partir de] derivado de DoI-P-P acumu­

Iado o de 1a demanosi1aci6n de MangGïcNAcgunido a proteina. E1 estudio

estructura1 de ios oiigosacáridos que se presenta más adeïante permite

aclarar este punto.
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FIGURA39: Oïigosacáridos sensibïes a endo-H en gh‘coproteïnas de T_. cruzi.

(C,D) de I_._

cruzi de 1os cïones que se indican en cada pane1 fueron incubados

Tripomastigotes (A,B) y amastigotes intraceïuïares

a 37°C por 3-5 min con (U-14C)gïucosa. Se purificaron Ios g'Ii­

copéptidos radioactivos, se trataron con endo-Hy e] material sen­
sibïe se cromatografió en pape1 con so1vente C. Las fracciones
que no se muestran no Hevaban radíoact'ividad.

standards; 1, (31clMangG1cNAc; 9, MangGïcNAc; 8, ManBGïcNAc; II,

GïclMan7G1cNAc; 7, Man7G1cNAc; III, GïclManGGICNAc; 6, ManGG1cNAc.’



Los perfiles obtenidos para amastigotes intraceiuiares de ios ciones

M88 y CA-I/72 (Fig. 39 C y D) muestran que, a1 igua] que en tripomastigotes,

e] oiigosacárido MangGicNAczfue transferido a residuos de asparagina en ios

poiipéptidos a partir de] derivado de Doi-P-P. Además, ios re5u1tados indican

que 1a pequeña cantidad de Man7GicNAc2unido a Doi-P-P detectado en amastigo­

tes (Fig. 36 A y 37 A) no se debe a que fue inmediatamente transferido a pro­

teïnas, dado que 1a proporción de este oligosacárido unido a proteínas es muy

baja en reiación a MangGicNAc.

Por otra parte, 1a Fig. 39 C y D también nuestra, a tiempos cortos

de marcación con (U-14C)glucosa, 1a existencia de oligosacáridos gïucosiiados

en amastigotes intraceiuiares.

De 1a observación de 1a Fig. 39 se insinúa una diferencia entre los

tripomastigotes y ios amastigotes intraceiuiares: ias proporciones reiativas

de Man6_7G1cNAcson mayores en Ios tripomastigotes, 10 que podría determinar

un tamaño promedio menor de ios oïigosacáridos de aita nanosa presentes en

ias giicoproteïnas de 1a forma infectiva. Para confirmar esta observación se

estudiaron ios oiigosacáridos sensibles a endo-H de gïicoproteïnas maduras de

tripomastigotes y se 10s comparó con aqueiios presentes en una forma no

infectiva (epimastigotes).

La Fig. 40 permite confirmar que en 1as giicoproteïnas maduras de

tripomastigotes e] tamaño promedio de ios oligosacáridos es más pequeño que

en ios epimastigotes, independientemente de] cion de] cua] provengan. Sin

embargo, este hecho es más notabie en ios tripomastigotes dei cion CA-I/72

donde se observa un pico prominente de Man5G1cNAc(panei A).

Finaimente, en 1a Fig. 40 A y B también puede observarse que en ios

dos ciones de tripomastigotes ios compuestos glucosiiados que se detectaban a
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FIGURA 40: 01igosacáridos sensibïes a endo-H en g1icoproteïnas nnduras de I;M­
Tripomastigotes (A,B) y epimastigotes (C,D) se incubaron durante
60 min con (U-14C)giucosa y 1uego de ser di1uidos con medio de

cuitivo se incubaron por otros 60 min más, siempre a 37°C. De Ios

giicopéptidos se aisïaron 1os oïigosacáridos sensib1es a endo-H,
se senbraron en pape1 y se sometieron a cromatografía con solvente
C. No se presentan 1as fracciones que carecían de radioactividad.

Standards: 9, MangGïcNAc; 8, MangGicNAc; 7, Man7GlcNAc; 6,

ManGGïcNAc; 5, Man5G1cNAc.



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

VII.2.2. Estructura

Se reaiizó e] anáïisis estructura] de ios oïigosacáridos detectados

en giicoproteïnas maduras de tripomastigotes con e] objeto de estabiecer e]

orden de remoción de residuos de manosa durante e] procesamiento de 1os oïi­

gosacáridos de aïta nnnosa. Para e110 105 oiigosacáridos que migraron como

MangGïcNAcy Man7G1cNAcen 1a Fig. 40, provenientes de tripomastigotes M88 y

CA-I/72, fueron sometidos a acetóïisis. Los productos de1 tratamiento se

identificaron por cromatografía en pape] con soïvente D (Fig. 41 A-D).

En 1a Fig. 41 B y D se observa que Ios productos de acetó1isis de

ManBGicNAcde ambos ciones fueron Manz, Man3 y Man4GlcNAc. Para faciïitar 1a

comprensión de ios resuïtados que se presentan a continuación se sugiere 1a

observación de 1a Fig. 5.

E1 fragmento de manobiosa producido por acetóiisis de MangGicNAcde1

cion M 88 fue reducido con NaBH4y sometido a e1ectroforesis en 0,1 Mmoiib­

dato de sodio pH 5,0. Comose describió en e] Capítuio VI, sección 1.2., bajo

estas condiciones migran ios fragmentos que 11evan restos de manito] con

enïaces o(-1,2 y m) migran ios que tienen enïaces >(-1,3. Los resu1tados

obtenidos indican que e] fragmento de nanobiosa consistía en una nezcia de

Man¿{ilj>2)Man y Man¿{11:?3)Man, en proporciones simi1ares. Estas evidencias

sugieren que en ios tripomastigotes el primer paso en 1a principa] ruta de

procesamiento consiste en 1a remoción de] residuo de manosa g de 1a Fig. 5.

Por otra parte, 1a acetóiisis de Man7G1cNAcde 1a Fig. 40 A y B ori­

ginó una serie de fragmentos simiïares a ios que rindió MangGïcNAcy además
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FIGURA41: Acetóiisis de oiigosacáridos unidos a proteínas.

Se e1uyeron de 105 respectivos cromatogramas de 1a Fig. 40 y se
sometieron a acetóïisis diferentes oïigosacáridos provenientes de
glicoproteïnas de tripomastigotes (A-D)y epimastigotes (E-H). Los
productos se cromatografiaron en papel con soïvente D.

01igosacáridos tratados: Man7G1cNAc(A,E) y ManBGlcNAc(B,F) de M

88; Man7G1cNAc(C,G) y ManeGïcNAc (D,H) de CA-I/72. Las fracciones

no representadas no 11evaban radioactividad.
Standards: 1, manosa; 2, Manz; 3, Man3; 4, Man3GïcNAc; 5,

Man4G1cNAc.



se detectó una nayor proporción de nnnosa (Fig. 41 A y C). Nuevamente se

reaïizó e] análisis de1 fragmento de manobiosa proveniente de] cïon M88 por

reducción y e1ectroforesis en moiibdato de sodio, pero en este caso 1a marca

radioactiva no migró. Se interpreta entonces que 1a estructura de 1a mano­

biosa era Mbn;¿(1;>3)Man. Se concluye así que e] segundo residuo de manosa

que se remueve en e] principa] camino de procesamiento en tripomastigotes es

e] denominado i_en 1a Fig. 5.

Resuïtados simiIares a 105 presentados para MangGïcNAcy Man7G1cNAc

de tripomastigotes fueron obtenidos para ios mismos o1igosacáridos de 1os

ciones CA-I/72 y M88 de epimastigotes provenientes de giicoproteínas maduras

(de 1a Fig. 40). Los perfiïes de cromatografía de los productos de acetóiisis

aparecen en 1a Fig. 41 E-H.

De acuerdo con 1as evidencias presentadas, en 1a Fig. 42 se propone

1a principa] ruta de procesamiento que seguirían 1os oïigosacáridos de aita

manosaen tripomastigotes y epimastigotes de I¿_g:g¿i.

En 1a sección 1.1. de este capítuïo se mostró que íos tripomastigo­

tes acumuïan MangGïcNAcz-P-P-Doï y Man7G1cNAc2-P-P-Dol. Ya se han presentado

evidencias de 1a transferencia a proteínas del oIigosacárido de nueve restos

de manosa pero no así de Man7G1cNAc2.Con e] objeto de determinar si e] oïi­

gosacárido Man7GïcNAc2se transfiere a proteínas se estudiaron 1as estruc­

turas de MangGicNAcy Man7GïcNAcobtenidos de gïicoproteínas provenientes de

tripomastigotes incubados 3-5 min con (U-14C)gïucosa.

Los oïigosacáridos que migraron como MangGICNAcy Man7G1cNAcen 1as

Fig. 39 A y B (correspondientes a los cïones CA-I/72 y M88, respectivamente)

fueron repurificados por cromatografía en pape1 y 1uego sometidos a acet61is­

is. Los productos de este tratamiento se identificaron por cromatografía en
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FIGURA42: Secuencia propuesta para 1a remoción de residuos de manosa en 1a

principa] ruta de procesamiento de oiigosacáridos de aita manosa

en tripomastigotes y epimastigotes de T_. cruzi. Para mayores
detaHes ver Fig. 9. M=manosa.



pape1 c0n soivente D (Fig. 43). ManyGicNAcproveniente de] cion M 88 (panei

A) o CA-I/72 (pane1 B) rindió fundamenta1mente manotriosa y Man4G1cNAc,indi­

cando que a Ios 3-5 min de marcación e] oiigosacárido unido a proteina tiene

1a misma estructura que Man7GicNAc2unido a Doï-P-P (ver sección 1.2.).

Anteriormente se describió 1a estructura de Man7GicNAc2originado

por demanosiïación de MangGïcNAcgen gïicoproteïnas maduras de tripomastigo­

tes (ver Fig. 42). E1 hecho que a tiempos cortos de narcación se detecte 1a

misma estructura que 1a correspondiente a1 derivado de Doi-P-P y no aque11a

observada en giicoproteïnas maduras, indica que Man7GïcNAc2fue transferido a

proteinas en ios tripomastigotes M88 y CA-I/72. Resuïtados semejantes fueron

descriptos por Enge] & Parodi (115) en amastigotes axénicos, donde se

demostró 1a transferencia de Man7G1cNAc2además de 1a de MangGicNAcz.

En cuanto a 1a estructura de Man8G1cNAcobtenido a tiempos cortos de

marcación, 105 productos de acetóïisis detectados indican que seria idéntica

a 1a de] oiigosacárido de gïicoproteïnas maduras (Fig. 43 C y D) y diferente

de 1a de] derivado de Doï-P-P intermediario en e] cic10 de] doïicoï, confir­

mando que proviene de 1a demanosi1ación de MangGïcNAcz. Es de hacer notar que

según los resuïtados obtenidos en e1 estudio estructura] es imposibie que

Man7G1cNAc2provenga, a tiempos cortos de marcación, de 1a demanosiiación de

ManBGicNAcz.

VII.3. Oïigosacáridos tipo comp1ejounidos a_proteïna

Los oiigosacáridos tipo compïejo en ios gïicopéptidos son resistentes

a1 tratamiento con 1a enzima endo-H y a 1a fig-eiiminación. E1 primer trata­

miento escinde 1a nnyorïa de 1os oiigosacáridos de a1ta manosa y e] segundo
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FIGURA 43: Acetóïisís de 01igosacáridos unidos a proteína de trípomastigotes.
Se sometieron a acetóïísis 105 oïígosacáridos que migraron como

Man7GlcNAc (A,B) y ManBGïcNAc (C,D) en 1a Fig. 39 A-B después de

haber sido repurificados por cromatografía en pape]. En cada panel
se indica e] cïon de] cua] provienen. Los productos fueron someti­

dos a cromatografía en pape] con soïvente D.
Standards: 1,

Man4G1cNAc.
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aqueiios con uniones O-giicosïdicas a proteinas (140).

La presencia de oïigosacáridos tipo compiejo en ]¿_ E:u¿j_ ha sido

motivo de controversia (94). Se decidió entonces iniciar su búsqueda en g]i—

coproteinas de ias formas tripomastigote y epimastigote de cuitivo de .IL

grugi. Para e110 se incubaron ios parásitos con (U-14C)glucosa durante 60 min

seguidos de 60 min de "chase". A continuación se obtuvo un precipitado

metanóiico comose indicó en 1a sección II.2.8., se hidroiizaron ios residuos

de ácido siáiico y e] materia] desiaïidado se digirió con una proteasa para

obtener ios giicopéptidos. Los giicopéptidos purificados fueron tratados con

1a enzima endo-H y e] materia] resistente fue sometido a fÉ?-e1iminaci6n.

Finaimente, en Ios gïicopéptidos que resistieron a ios dos tratamientos se

examinó 1a presencia de gaiactosa; si existieran en 1a preparación oiigo­

sacáridos tipo compiejo deberia detectarse 1a presencia de este nnnosacárido

que, por otra parte, nunca está presente en oïigosacáridos de aita manosa

(ver Introducción).

Se reaiizó 1a hidr61isis tota] de] materiai resistente a endo-H y a

/2—e1iminaci6n. Los productos obtenidos fueron desaiados y sometidos a

'eiectroforesis en 5%ácido fórmico. Este üïtimo tratamiento permite eiiminar

ios residuos de aminoácidos 5! de gïucosamina, mientras que en e] materia]

neutro se recuperan ei resto de ios azücares. Estos se cromatografiaron en

pape1 con soivente B. En 1a Fig. 44 se nmestran Ios perfiies obtenidos para

ios ciones M88 y CA-I/72 de epimastigotes y tripomastigotes. Se observa 1a

presencia de gaïactosa en e] materia] proveniente de ambas formas de]

parásito y de ios dos ciones ensayados.

Es 11amativo e] hecho que tanto epimastigotes como tripomastigotes de]

cion CA-I/72 (Fig. 44 C,D) presenten una re1aci6n de radioactividad
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FIGURA44: Oïigosacáridos tipo c0mp1ejoen glicoproteïnas de
Epímastígotes (A,C) y tripomastigotes (B,D) de 105 dones M88 y
CA-I/72 fueron incubados durante 60 m1'n con (U-14C)gïucosa

seguidos de 60 m1'n de "Chase". Se obtuvieron 105 chopéptidos

radioactivos resistentes a endo-Hy a fi-eïiminación. Ese materia]
fue sometido a hidróh‘sis tota] y Ios productos se cromatogra­

fiaron en pape] con soïvente B. Para detaHes ver 11.2.8.
Standards: 1, manosa; 2, gïucosa; 3, gaïactosa.
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gaïactosa/manosa nay0r que 10s parásitos de] cïon M 88. Lamentabïemente 1a

escasez de materiai no permitió realizar estudios más deta11ados a1 respecto.

E1 haber detectado residuos de ga1actosa radioactivos en 10s com­

puestos resistentes a endo-H y /¿;-e1iminación permite conciuir que en epi­
mastigotes y tripomastigotes se sintetizan giicoproteïnas con oïigosacáridos

tipo comp1ejo. Sin embargo, 1a cantidad sintetizada es muy inferior a 1a de

1as gïicoproteïnas con oïigosacáridos tipo aïta nanosa. Hemosca1cu1ado que

1a radioactividad presente en restos de nanosa de 1os compuestos endo-H y

{Es-e1iminaci6n resistentes fue 5610 un 3-5% de 1a detectada en 1os mismos
residuos de oïigosacáridos sensibles a endo-H. En rea1idad, este porcentaje

podrïa ser menor aün dado que ciertos o1igosacáridos tipo a1ta manosa con 5 6

4 restos de manosa son resistentes a 1os tratamientos enzimático y a1ca1ino a

105 que se sometieron 1as muestras (141).

Discusión

Estudios previos habían reveïado 1a acumuïación y transferencia a pro­

teínas de MangGicNAczen epimastigotes de l; grggi de cïones de 1a cepa CA-I

y de 1a cepa Tuïahuen (85,110,115) y de Man7G1cNAc2y MangGicNAcz en amasti­

gotes axénicos de cïones CA-I (115). Aqui se presentan evidencias que indican

que epimastigotes y amastigotes axénicos de] cïon Miranda 80/88 acumuïan los

mismos derivados de Do1-P-P que fueron descriptos para aque11os cïones no

re1acionados. Por 10 tanto, se concïuye que 1as diferencias observadas en e]

mecanismo de N-glicosilación en ambas formas del parásito no son exc1usivas

de un cïon sino que, por e] contrario, serïan universa1es.

También se describe por primera vez e] mecanismo de gïicosiïación de pro­



teïnas en ias formas tripomastigote y amastigotes intraceiuïares. Así se

determinó que mientras los üïtimos acumulan como derivado de Doi-P-P y trans­

fieren a proteínas sóio MangGicNACQ,ios tripomastigotes transfieren

Man7G1cNAc2y ManGicNAcz. En 1a Fig. 45 se presenta de manera resumida e]

mecanismode N-giicosiiación propuesto para anbas formas dei parásito.

La transferencia a proteínas de oiigosacáridos de distinto tamaño durante

1a diferenciación de I¿ gruíl no puede ser atribuida a ias condiciones de

marcación de ios parásitos, dado que en todos ios casos 1as incubaciones se

reaiizaron a 37°C y en medios semejantes. Por otra parte, ias formas que cre­

cieron en un mismo medio también presentaron diferentes mecanismos de N­

giicosiiación (tripomastigotes y amastigotes intraceiuiares, epimastigotes y

amastigotes axénicos).

De ta] nanera, en 10 referente a1 mecanismode N-giicosilación, ios tri­

pomastigotes tendrían un comportamiento simiïar a 105 amastigotes axénicos y

10s epimastigotes a ios amastigotes intraceiuiares. Es importante destacar

que aquí se demuestra claramente una diferencia metabólica entre ios amasti­

gotes de ambos orígenes, si bien se presumïa que podïan ser distintos (ver

Introducción).

En cuanto a ios oiigosacáridos unidos a proteína, se detectó 1a gïucosi­

1ación transitoria de oiigosacáridos de aita manosa en tripomastigotes Q

amastigotes intraceïuïares. Este fenómeno ya había sido estudiado en epi­

mastigotes y amastigotes axénicos (85,86,115).

Estudios estructuraies permitieron estabiecer e] orden de remoción de ios

primeros restos de manosa durante e] procesamiento de oiigosacáridos de aita

manosa. Los resuïtados obtenidos indican que serïa ei mismo en epimastigotes

y tripomastigotes (ver Fig. 42). Paraïelamente en tripomastigotes se observó



-‘ISL‘­

AMASTIGOTES INT RACE LULARES

LMangGlcNAcL-P-P-Dïl

MangGlcNAcz-ProtáGlc1MangGlcNAc2- Prot

ManaGlcNAcz-Prot :quMangGlcNAcz -Prot

Man7GlcNAc2-Prot ‘_—_‘Glc1Man7GlcNAc2 -Prot

MansGlcNAcz-Prot :Glc 1ManGGlcNAcz-Prot

MansGlcNAcz-Pror

TR IPOMASTIGOTES

[MangolcNAcz-P-P-IM

Man gGlcNAcz-Prot ‘—_‘Glc1MangGlcNAc2-Prot

ManaGlcNAcz-Prot:Gl cïManBGlcNAcz-Prot IMan7GlcNAc2-P-P-Dol]

Man7GlcNAc2-Prot —“__G|c1Man7GlcNAc2-Pr0t -‘—-‘Man7G‘cNAcz'Pr0t

MansGlcNAQ-Prot:GIC1MansGlcNAc2-Prot :MansGlcNAcz-Prot

MansGlcNAcz-Prot Man5GlcNAc2-Prot

FIGURA45: Mecanismo de N-gïicosflación de proteínas propuesto para amastigo­
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un nayor grado de procesamiento que en epimastigotes. La formación de o]igo—

sacáridos unidos a proteína con un tamaño promedio menor podría ser originada

por 1a transferencia de Man7G1cNAc2además de MangGïcNAcz. Sin embargo, no se

puede descartar que Ios tripomastigotes tengan enzimas procesadoras muyacti­

vas que originen oligosacáridos más pequeños.

Otra consecuencia importante de 1a transferencia de Man7GicNAc2en tripo­

mastigotes está reïacionada con 1a estructura de ios oiigosacáridos que se

detectan unidos a proteina. Así, parte de] compuesto que contiene siete

restos de manosa tiene 1a misma estructura que Man7GlcNAc2unido a iïpido,

mientras que en epimastigotes 1a estructura de] isómero principa] de] mismo

tamaño es diferente porque proviene de 1a demanosi1aci6n de MangGlcNAczy

Man8G1cNAc2.

Por e] momento desconocemos 1a reïación que pueda tener el mecanismo de

N-glicosiïación de proteínas con 1a infectividad de I¿_g[u¿i. Podria especu­

Iarse que 1a transferencia a proteínas de Man7GlcNAc2infiuyera sobre la

infectividad de ios tripomastigotes, ya sea por determinar una estructura

diferente en ios oiigosacáridos de a1ta manosa o un tamaño promedio menor de

Ios mismos. Sin embargo, 1os amastigotes axénicos que transfieren e] mismo

oïigosacárido no son capaces de producir infección en cé1u1as de namiferos

(J.C. Enge], resu1tados no pub1icados). De acuerdo a esta observación podria

presuponerse que e1 tamaño y 1a estructura de] 01igosacárido transferido no

determina "per se" 1a infectividad. Pero es necesario considerar ias 1imita­

ciones de 1a netodoiogïa emp1eada, dado que se trabaja con g1icoproteïnas

totaies de] parásito. A1 respecto, e] estudio de] necanismo de procesamiento

y transporte intrace1u1ar de proteínas individuaïes de I; ¿[251 podria apor­

tar datos interesantes, asï comopara proteínas viraïes permitió determinar
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que existia más de una ruta intraceiuiar para 1a biosïntesis de gïicopro­

teïnas con oïigosacáridos tipo complejo (79).

Recientemente se presentaron evidencias que sugieren 1a existencia de por

lo menos dos rutas celuiares para 1a N-giicosiiación de proteínas y e] proce­

samiento en células de eucariotes superiores. Estas diferirïan en su capaci­

dad de marcarse con azúcares exógenos, en e] tamaño de ios oiigosacáridos de

aita nnnosa que generan y en su susceptibiiidad a 1a inhibición por a1tos

niveies de gïucosamina (142,143). En e] caso de ios tripomastigotes podría

pensarse que determinadas proteínas sean ias que reciban Man7GïcNAc2y sigan

una ruta de procesamiento específica, diferente de 1a de aque11as que reciben

MangGïcNAczpor N-gïicosiïación. Finaïmente, no puede descartarse que sea 1a

porción proteica 1a que determine e] grado de procesamiento de ios oïigo­

sacáridos y de aiguna manera 1a infectividad (ver Introducción).

I; 93351 es e] primer eucariote donde se ha demostrado c1aramente una

modificación en e] tamaño de] oiigosacárido transferido a proteínas durante

1a diferenciación. Previamente se habïan descripto cambios en 1a estructura

de 10s oligosacáridos unidos a proteina durante 1a transformación naiigna y

1a diferenciación de céïuïas de mamíferos. Tambiénciertas proteinas vira1es

pueden presentar, en un sitio de gïicosiïación determinado, o1igosacáridos de

alta manosa o compiejos de acuerdo al hospedador donde crezcan (144). En

todos estos casos 1a aïteración se produce en e] procesamiento de ios oiigo­

sacáridos una vez unidos a 1a proteína, mientras que en I¿_gru¿i 1a modifica­

ción primaria se da en e] tamaño de] oiigosacárido transferido de Do]—P-Pa

proteina.

Recordará e1 1ector que Ios amastigotes intrace1u1ares son formas repii­

cativas, no infectivas, que se diferencian intraceïuiarmente a tripomastigo­



_
tes quienes iisan ias céïuias hospedadoras para pasar a1 torrente sanguíneo y

nuevamente coionizar céiuias y diferenciarse a amastigotes. De ta] manera, es

interesante recaicar que e] cambio de oïigosacárido transferido de

MangGicNAc2 en amastigotes intraceiuiares, a MangGicNAcz y Man7GlcNAc2en

tripomastigotes, se da en un soio paso de diferenciación, ta] como se

esquematiza a continuación:

AMASTIGOTES

(MangGIcNAcz)

J
TRIPOMASTIGOTES

(MangGIcNAcz + Man7GicNAc2)

En cuanto a1 estudio de Ios oiigosacáridos tipo compiejo aqui se ha

mostrado 1a presencia de restos de gaiactosa en e] materiai endo-H y

fb-eiiminación resistente proveniente de epimastigotes y tripomastigotes, 10
Ique indica 1a sintesis de oiigosacáridos tipo compiejo.

Anteriormente Parodi y co]. no habían detectado 1a presencia de oiigo­

sacáridos compïejos en epimastigotes siguiendo una metodoiogïa diferente a 1a

presentada aquï (86). Si bien en esta oportunidad han sido detectados, su

infima proporción en reiación a ios oiigosacáridos de alta manosa no permitió

una caracterización exhaustiva.

Estudios previos acerca de ias gïicoproteïnas de superficie de epimasti­

gotes ¡y tripomastigotes indicaron 1a ausencia de giicoproteïnas capaces de

unirse a ias 1ectinas de soja y germen de trigo en 1a forma no infectiva

(103). Comoesas lectinas reconocen Ág-gaiactosa, fig-N-acetiigiucosamina y
ácido siáiico, se pensó que ios epimastigotes carecerïan de giicoproteïnas

con oiigosacáridos tipo compïejo. Por e] contrario, Previato y co]. (145)
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mostraron que epimastigotes de I¿_g:g¿1 eran agiutinados por ias mismas lec­

tinas. Los resuitados presentados en esta tesis indican 1a presencia de 011­

gosacáridos tipo compiejo en las giicoproteïnas de tripomastigotes y

epimastigotes; ei haber detectado estos compuestos en ambas formas de]

parásito indica que 1a ausencia o presencia de ios mismos no determina Ja

infectividad.
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Buenos Aires, 30 de Octubre de 1987.­

A los Sres. Miembros de la
Subcomisión de Doctorado del'
Instituto de Investigaciones
Bioquímicas-Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales
g/D

De mi mayor consideración:

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

En nuestro laboratorio habíamos
encontrado que los tripanosomátidos (protozoarios parásitos,
algunos de los cualss son agentes causales de enfermedades
endémicas en paises en desarrollo) transfieren de un deriva­
do de dolicol difosfato a proteína, oligosacáridos no gluco­
silados conteniendo, ademásde 2 residuos de N-acetilgluco­
samina, 6, 7 o 9 residuos de manosa dependiendo de las espe­
cies. En ésto los tripanosomátidos se diferencian de los ma­
míferos, plantas, hongose insectos, los cuales transfieren
todos el oligosacárido Glc3Man9GlcNAc2.

E1 trabajo experimental de la Licen­
ciada de la Canal consta de cinco partes. En la primera de
ellas estudió el mecanismode glicosilación en un nuevo tri­
panosomátido, la Leishmania enriettii, encontrando que era
similar al que tiene lugar en especies del género grithidia,
y distinto al conocido para otras dos especies del género
Leishmania (E. 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 glicosilación.
En la segunda parte estudió el mecanismode glicosilación en
un protozoario no tripanosomátido, 1a 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 glicosilación o si era una particularidad de los tripanoso­
mátidos. Encontré que el mecanismoen Euglena gracilis era si­
milar al que ocurre en eucariotes superiores. En las tercera
y cuarta partes estudió las caracteristicas enzimáticas que de­
terminan los fenotipos observados en tripanosomátidos. Deter­
minóque estos protozoarios son incapaces de sintetizar doli­
col-P-Glc, el dador de los residuos glucosa en Glc ManGlcNAc­
P-P-dolicol en mamíferos y hongos, lo que explica a ausencia
de oligosacáridos glucosilados en tripanosomátidos. Ademásen­
contró que las especies que forman ManGlcNAc-P-P-dolicol o
ManGlcNAc-P-P-dolicol in vivo son de icientes no solo en la
adiZión deÏ residuo de manosafaltante siguiente, defecto que
por si explicaría los fenotipos observados, sino en la adición
de todos los residuos de manosa faltantes. Es ésta la primera
demostración que existen por lo menos 3 manosiltransferasas
distintas dependientes de dolicol-P-Man en el ensamblado de
dolicol-PéP-oligosacáridos. En la última parte de la Tesis, la
Lic. de la Canal estudió el mecanismode glicosilación de pro­
teinas en las diversas formas del parásito Tripanosomacruzi,
agente causal de la enfermedad de Chagas. Encontró que las for­
mas no infectivas (epimastigotes y amastigote) comparten el
mismo mecanismo de glicosilación en el cual Man GlcNAc es
transferido a proteinas, pero que en la forma infectiva,
trypomastigote, existe un mecanismoadicional, en el cual se
transfiere ManGlcNAc. Es este el primer caso de una célula
eucariote en el cual ge transfieren simultaneamente dos oligo­
sacáridos.

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

Saluda a Uds. muy cor ' lmente,me
Dr. Armando J. Parodi
Director de Tesis
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