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Resumen

Los gIicosiIfosfatidiiinositoles (GPls) son una familia de
compuestos que pueden actuar como anclas de proteínas a membranas
celulares y también pueden estar libres en estas membranas. Por
hidrólisis de GPI con fosfolipasa C específica de fosfatidilinositol (Pl-PLC)
se libera inositolfosfoglicano (IPG) que ha sido propuesto como segundo
mensajero de insulina y otras hormonas. Resultados del laboratorio
mostraron que ACTH es capaz de hidrolizar GPI y que un IPG con
estructura conservada purificado de TIypanosoma cruzi es capaz de
inhibir la acumulación de aldosterona mediada por ACTH en células
adrenocorticales de vaca.

El objetivo de este trabajo fue estudiar: a) GPls presentes en
corteza adrenal bovina, b) Ia participación de estos compuestos en la
respuesta de ACTH y c) GPI y sus precursores en Schizosaccharomyces
pombe, una sistema no estudiado hasta el presente, con el fin de buscar
una fuente de GPI para los estudios biológicos.

En este trabajo se mostró Ia presencia de anclas de GPI en corteza
adrenal pues se encontraron compuestos suceptibles a ácido nitroso y se
purificó parcialmente una enzima anclada por GPI la fosfatasa alcalina,
FAL, cuyo ancla fue utilizada como fuente de IPG y se probó su efecto
inhibitoriosobre Ia respuesta de ACTH.

Con respecto a la participación de GPI en Ia respuesta de ACTH,
se encontró que esta hormona es capaz de activar una PI-PLC, a través
de una proteína G inhibible por toxina de pertussis, Gi/o, en células
adrenocorticales, lo que muestra que el receptor de ACTH puede
acoplarse a más de un tipo de proteína G (Gs, Gi). La activación de PI­
PLC por la hormona sugiere la producción de IPG. Se encontró que un
lPG purificado de T. cruzi, fue capaz de inhibir en células
adrenoconicales Ia producción de aldosterona, corticosterona (en rata) y
cortisol (en vaca). ACTH utiliza AMPc como segundo mensajero. Los
resultados sugieren que el efecto inhibitoriode IPG estaría mediado por
una activación de fosfodiesterasa, enzima que degrada AMPc, y una
inhibición de PKA.

Se sabe que IPG es liberado al medio extracelular y luego entra en
la célula donde actúa. En concordancia con este hecho hemos visto que:



a) los sobrenadantes de células tratadas con ACTH son capaces de
inhibir Ia respuesta de la hormona y b) el agregado del anticuerpo anti­
CRD contra IPG aumenta la acumulación de esteroides mediada por
ACTH. Estos resultados muestran que ACTH es capaz de liberar IPG el
cual inhibe su respuesta y reafirman la hipótesis de que el IPG participa
en la respuesta fisiológica de esta hormona.

Por otro lado, con el objeto de obtener una fuente de GPl para
realizar los estudios biológicos, más fácil de trabajar que el
trypanosoma, se estudiaron GPl y sus precursores, los
inositolfosfolípidos, en S. pombe, pues se ha encontrado que en otra
levadura, Saccharomyces cerevisiae, estas anclas son abundantes. S.
cervisiae es la única levadura cuyos GPls han sido estudiados hasta el
momento por lo cual fue interesante encarar el estudio de otra levadura,
Schizosaccharomyces pombe de caracteristicas biológicas diferentes a S.
cervisiae.

Se ha visto que los inositolfosfolípidos consisten principalmente en
fosfatidilinositol y no contienen alquilglicerol ni ceramida. Se ha obtenido
la estructura completa de estos inositolfosfolípidos por estudios en TLC,
RPTLC y CGL, a partir de cultivos con o sin incorporaciones de palmitico
radioactivo. Se encontró un único ácido graso esterificando la posición 2
de fosfatidilinositol y una mezcla en posición 1. A pesar de que no se
incorporó ceramida en inositolfosfoceramidas, se demostró la existencia
de [3H]-esfingomielina, esfingofosfolipido característico de mamíferos,
conteniendo ceramida radioactiva. Se detectó una banda de proteínas de
PM 19.000 aproximadamente que incorpora [3H]-ácido palmitico. Luego
de digestión con proteasa e hidrólisis con GPl-PLD se liberaron lípidos
marcados que prueban la existencia de anclas en esta fracción.

Por otra parte, se evidenció la presencia de GPIs libres en
extractos orgánicos por susceptibilidad a ácido nitroso y PIPLC. Estos
compuestos, fueron utilizados como fuentes de IPG y se probó su efecto
inhibitoriosobre la acumulación de corticosterona por ACTH.

Palabras claves: glicosilfosfatidilinositol; inositolfosfoglicano;
fosfatidilinositol; fosfolipasa C; fosfolipasa D; ACTH; AMPc;
corticosterona; aldosterona; S. pombe.



Abstract

Glycosylphosphatidylinositols (GPIs) are best known as membrane
anchors found on many eukaryote plasma membrane proteins ranging
from protozoal to mammalian molecules. The hydrolysis of GPl by
phosphatidyl-inositol phospholipase C (Pl-PLC) releases an inositol
phosphoglycan (IPG) which has been proposed to mediate the action of
different hon'nones.

Previous studies from our group demonstrated that ACTHwas able
to induce hydrolysis of GPI and that the IPG derived from T.cruzi inhibited
ACTH-mediated accumulation of aldosterone in bovine adrenocortical
cells.

ln this study we have investigated: a) the presence of GPI in bovine
adrenal cortex, b) the involvement of this compound in ACTH signaling c)
the presence of GPI and its precursors in Schízosaccharomyces pombe in
order to obtain a GPl source for biological studies.

Compounds sensitive to nitrous acid treatment were found in
adrenal cortex which proved the presence of GPI in this system. An
enzyme anchored by GPI, alkaline phosphatase, was partially purified
from this tissue and was used as a source for IPG. This IPG was able to
inhibitACTH-mediated steroid accumulation.

lt was found that ACTH activates Pl-PLC through a pertussis toxin­
sensitive G protein, Gi/o, in adrenocortical cells. This indicates that the
ACTH receptor can activate different G proteins (Gs, Gi). Pl-PLC
activation would release IPG.

An IPG of chemically defined structure obtained from T. cruzi was
shown to inhibit ACTH-stimulated aldosterone and corticosterone

production in rat adrenocortical cells as well as cortisol accumulation in
bovine adrenocortical cells, suggesting that IPG signaling could be a
conserved mechanism in mammalian ACTH action.

cAMP is the second messenger in ACTH response. ln agreement,
lPG inhibition of ACTH action was found to be a consequence of a
phosphodiesterase activation and protein kinase A inhibition.

lt is known that IPG is released to the extracellular medium and

then re-enters the cell by an energy-dependent mechanism. Accordingly,
we found that: a) the supematants from ACTH-treated cells were able to



inhibit the stimulation of corticosterone production by the hormone; b) the
addition of IPG antibodies (anti-CRD) to adrenocortical cells increased
ACTH-response. These results demonstrate that ACTH stimulates IPG
release which in turn inhibits adrenal steroids production by the hormone.

In order to obtain GPI for signaling experiments from an enriched
source different from Trypanosoma cruzi, GPI and related Iipids from a
fission yeast, S. pombe, were studied. At present, S. cerevisiae is the only
yeast where GPI structures have been determined and seem to be
abundant. lt was interesting to study these compounds from another
yeast, S. pombe, which differs from S. cerevisiae in several biological
features.

lnositolphosphoceramide was found to be the main usphingolipid in
S. cerevisiae. In contrast, diacylglycerol containing inositol phospholipids
have been identified as the unique inositolphospholipids (IPLs) in S.
pombe extracts and the complete structure of these compounds have
been determined by TLC, RPTLC and GLC from [3H]-palmiticacid labeled
or non-labeled cultures. A unique fatty acid esterified the sn-2 position of
IPLs. ln contrast, different fatty acids were found in the sn-1 position of
these compounds. Sphingomielin, a sphingophospholipid characteristic of
mammalian cells, containing [3H]-palmitic acid-labeled ceramide was
detected. A GPI-anchored protein of 19 kDa has been found by [3H1­
palmitic acid metabolic labeling. Evidence for free GPls was shown by
nitrous acid release of inositol phospholipids from sugar containing Iipids.
lPGs obtained from these GPls by PI-PLC treatment proved to inhibit
ACTH action.

Keywords: glycosylphosphatidylinositol; inositolphosphoglycan;
phosphatidylinositol; phospholipase C; phospholipase D; ACTH; CAMP;
corticosterone; aldosterone; signaling.



Abreviaturas

AChE, acetilcolinesterasa eritrocitaria humana
AMPc, adenosina monofosfato cíclico
ACTH, adrenocorticotrofina
anti-CRD, anticuerpos dirigidos contra IPG
(CDP)—DAG,citidinadifosfato-diacilglicerol
CRH, hormona de liberación de corticotrofina
DAF,factor de aceleración del dacaimiento
DoI-P-Man, dolicol manosa-fosfato
EtN, etanolamina
FAL,fosfatasa alcalina
Pl, fosfatidilinositol
GPI, glicosilfosfatidilinositol
GLcNAc, N-acetilglucosamina
GLcNH2, glucosamina
GPAT, glicerol-3-fosfato aciltransferasa
GPI-PLC, fosfolipasa C específica de GPI
GPl-PLD, fosfolipasa D específica de GPI
Gs, proteína G estimuladora
HPN, Hemoglobinuria Paroxística Nocturna
IPC, inositolfosfoceramida
IPG, inositol fosfoglicano
IG, inositol glicano
LPGs, lipofosfoglicanos
LPPG, Iipopéptido fosfoglicano
LPL, lipoproteína Iipasa
Man, manosa
MDP,dipeptidasa de membrana
MIPC, manosa-inositol fosfoceramida
M(lP)zC,manosa-(inositol-P)2-ceramida
PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
NGF, factor de crecimiento nervioso
P, ácido palmítico
PARP, proteína repetitiva ácida
PE, fosfato de etanolamina (ETN)
PLA2fosfolipasa que hidroliza el ácido graso de la posición sn-2
PrP° , proteína de priones, forma celular
PrP“, proteínas de priones, forma anormal ("scrapie")
PI, fosfatidilinositol
PIP, fosfatidilinositol fosfato
PIPz, fosfatidilinositol difosfato
Pl-PLC, fosfolipasa C específica de PI
PA, ácido fosfatidico
Ptdlns, fosfatidilinositol con diacil- o alquilacilglicerol



RE, reticqu endoplásmico
RER, retículo endoplásmico rugoso
VSG, glicoproteína variable de superficie
TFA, ácido trifluoroacético
DHS, dihidroesfingosina
CGL, cromatografía gas-líquido
TLC,cromatografia de adsorción en capa delgada
RPTLC,cromatografia reversa en capa delgada
PAGE-SDS, electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida.
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Introducción 2

Capítulo 1. Introducción

Recientemente se ha descubierto una nueva familia de

compuestos, los glicosiIfosfatidilinositoles (GPls).

Esta familia estructuralmente heterogénea de moléculas está

presente en membranas de células eucariotas de una variedad de

sistemas que comprende desde protozoos hasta mamíferos.

Los GPIs pueden existir como anclas de proteínas, es decir,

mantener la asociación estable de las proteinas a la membrana, o como

moléculas de GPI libres. Las anclas de GPl de proteínas constituyen, por

lo tanto una de las alternativas de anclaje de proteinas a membrana.

1.1 GPIs como anclas de proteínas de
membranas

Se han descripto más de cien ejemplos de proteínas ancladas a la

cara externa de la membrana plasmática mediante GPI con funciones

muy variadas como: reconocimiento inmune, regulación del

complemento, proteólisis de la matriz extracelular, enzimas hidrolíticas de

superficie, receptores de membrana, moléculas de adhesión y antígenos

de función desconocida. Ultimamente, también, se han encontrado

proteínas ancladas involucradas en biosíntesis de mielina y en patologías

causadas por priones.

Se han caracterizado, parcial o completamente, las estructuras de

las anclas de algunas de estas proteinas, incluyendo Ia glicoproteína

variable de superficie, VSG, (1) y la proteina repetitiva ácida, PARP, (2)

de T. brucei; la proteasa de superficie de promastigotes, gp63, de
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Leishmania major (3); el antígeno 1G7 (4) y la glicoproteína T085 (5) de

T. cruzi; el antígeno específico de pre-espora de D. discoideum (6) y la

acetilcolinesterasa del órgano eléctrico de Torpedo califomica (7). En

mamíferos se han determinado las estructuras completas de las anclas

de nueve proteínas diferentes: el antígeno Thy-1 de cerebro de rata (8),

acetilcolinesterasa eritrocitaria humana (9;10), proteína prion de cerebro

de hámster (11), 5'-nucleotidasa de higado bovino (12), fosfatasa alcalina

de placenta humana (13), C059 urinaria humana (14), Ia molécula de

adhesión de neuronas de múscqu esquelético murino (NCAM) (15),

CD52 de bazo humano (16) y la dipeptidasa de riñón porcino (17).

El GPI constituye una vía de anclaje especialmente frecuente en

eucariotas inferiores como protozoos y levaduras. Sin embargo, los

eucariotas superiores también expresan GPI aunque en menor proporción

(18-20).

1.2 GPls libres

Se han estudiado distintos GPIs libres en una variedad de sistemas

entre ellos, parásitos trypanosomátidos como Leishmanias,

Trypanosomas, Herpetomonas, Leptomonas y Phytomonas (20-23).

Algunos de los ejemplos mejor caracterizados son LPGs

(lipofosfoglicanos) de Leishmania (20;24), que son los principales

factores de virulencia de estos parásitos (25) y LPPG (Iipopéptido

fosfoglicano) de T. cruzi (26;27). También son abundantes en otros

parásitos protozoarios como P. fa/ciparum (28). Toxoplasma gondii (29),

Tricomonas (30) y Entamoeba (31).

Se ha encontrado un 'pool' intracelular de GPI en varias células

eucariotas superiores, incluyendo linfocitos T y otros tipos celulares de
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mamíferos (32-34). Están presentes tanto en el retículo endoplasmático,

donde pueden ser precursores de las proteínas ancladas (35;36), o en

membrana plasmática, donde podrían servir como fuente de segundos

mensajeros utilizables en la transducción de señales de hormonas y

factores de crecimiento (37). Si bien, en células de mamíferos, los GPIs

libres constituyen una fracción minoritaria respecto de los lípidos totales,

en células HeLa y células de linfoma de ratón serían 4 a 5 veces más

abundantes que las proteínas ancladas (38).

1.3 Estructura de GPI

1.3.1Conservación entre estructuras de GPI

Ha resultado muy llamativo el hecho de que todas las estructuras

de GPls estudiadas, tanto libres como de anclas de proteínas, presentan

una porción conservada o 'core' que consiste en un inositol fosfolípido

unido glicosídicamente a glucosamina no acetilada que, a su vez, se une

a un trisacárido lineal compuesto por tres residuos de manosa. La

manosa terminal, en el extremo no reductor del glicano, está unida a

fosfoetanolamina.

EtN-PO4-6Mana1-2Mana1—6Mana1—4GlcNH2a1-6 myo-inositol-1-PO4-Iípido

Figura 1- Estructura de la porción conservada o 'core' de los GPIs.
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Es de señalar Ia presencia de glucosamina no acetilada en los

GPls (18), pues aunque Ia glucosamina está presente en todas las

cadenas N-glicosídicas de glicoproteínas, en ese caso se encuentra

como N-acetilglucosamina.

En el caso de las anclas de proteínas, los GPIs se unen

covalentemente al extremo C-terminal quedando las proteínas expuestas

hacia el medio extracelular, como se muestra en Ia Figura 2. La unión es

a través de la etanolamina terminal del GPI, la cual está involucrada en

una unión amida con el grupo a-carboxilo del residuo aminoacídico C­

terminal de Ia proteína.

NH2

4-RR0TEASA5

AMINO ACIDO
C- TERMINAL

ETANOLAMINA

GLUCOSAMINA

ACIDO NITROSO —’

INOSITOL

Pl-PLC-—b

MEMBRANA 1,2-DIACILGLICEROL

Figura 2. Estructura esquemática de una proteína anclada por GPI.
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1.3.2 Heterogeneidad entre estructuras de GPI

A Ia porción conservada o ‘core' del GPI que se muestra en Ia

Figura 1, suelen agregarse para completar la molécula unidades que son

altamente variables entre especies. Esto hace que la familia de

moléculas de GPI sea estructuralmente heterogénea. La heterogeneidad

puede basarse tanto en diferencias en las estructura del glicano como del

Iípido.

1.3.2.1 Variaciones en el glicano

Respecto del glicano pueden agregarse al ‘core' mono- u

oligosacáridos laterales llamados 'decoraciones' que varían en los

distintos GPls dependiendo de Ia proteína que anclan y el tejido u

organismo en que se expresa (39).

Como puede verse en Ia Figura 3, las modificaciones pueden incluir

1) la adición de azúcares como: galactosa [VSG] (1), de otras manosas

[Thy-1] (8), n-acetilgalactosamina [Thy-1] (40), ácido siálico [anclas de

proteínas de priones] (11), [dipeptidasa de riñón porcino] (17) y [PARP de

T. brucel]; 2) la adición de más etanolamina fosfato [Thy-1] (8), [AChE]

(9) y 3) Ia acilación del inositol [AChE]. En este último caso, un ácido

graso está esterificando el hidroxilo en posición 2 del anillo de inositol.

Esta modificación puede ocurrir en mamíferos (41), trypanosomas (2) y

levaduras (42); en estos dos últimos organismos estaría presente en los

GPIs libres solamente (42). La etanolamina fosfato adicional presente en

todos los metazoos no se encuentra en los eucariotas inferiores (8-10).
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Se sabe muy poco respecto de la posible función de las

modificaciones adicionales. En el caso de las galactosas de VSG se cree

que podrían estar involucradas en el empaquetamiento de proteínas en la

superficie del trypanosoma (43).

1.3.2.2 Variaciones en el lípido

El lípido presente en los GPls, puede ser muy variable en distintos

organismos, habiéndose determinado la presencia de un glicerolípido en

ciertas anclas y de un esfingolipido en otras, como se observa en Ia

Figura 4. Las anclas de GPI de proteínas de mamífero presentan

mayoritariamente alquil-glicerolípidos (20).

Se han encontrado sn-1-alquil-2-acil gliceroles en

acetilcolinesterasa eritrocitaria humana (9), fosfatasa alcalina de placenta

humana (13) y otras proteínas de mamífero (20), así como en algunos

parásitos como L. major (3) y T. cruzi (44).

Existen anclas con sn-1,2-diacilgliceroles en VSG de T. brucei

(45), acetilcolinesterasa de Torpedo (46) y C052 humana (16) y con sn­

1-acil-2-lisogliceroles en PARP de T. brucei (2).
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En cuanto a los esfingolípidos, se ha visto que ciertas anclas de T.

cruzi (47;48), de S. cerevisiae y de D. discoideum, presentan ceramidas

en Ia porción lipídica (49).

En distintos GPIs cuyo inositol fosfolípido consiste en PI, se ha

informado que la estructura del mismo no coincide con la del PI libre

(17;20) que seria el Iípido precursor. Este fenómeno se ha descripto

también para el caso de las inositolfosfoceramidas (50).

Una posible explicación a esta cuestión surge de la comprensión

de la biosíntesis de estas moléculas en Trypanosoma bmcei. En este

sistema se ha visto que una vez formado el GPl, puede sufrir

modificaciones conocidas como 'remodelamiento' del Iípido, las cuales

involucran una serie compleja de reacciones (39). En este parásito, el

GPI es sintetizado con ácido esteárico en posición sn-1 y una mezcla de

ácidos grasos (18:0, 18:1, 20:4 y 22:6) en posición sn-2 (51) del glicerol,

Figura 5. Primero ocurre la remoción del ácido graso de la posición sn-2

que se reemplaza por ácido mirístico. Seguidamente ocurre lo mismo en

la posición sn-1. El donante de ácido graso en ambas etapas es miristoil­

coA. Estas modificaciones ocurren antes de que el GPI se una a la

proteína (52). Para el caso de proteínas de mamífero, no puede

asegurarse si ocurre un remodelamiento similar del Iípido o si,

alternativamente, la célula simplemente selecciona a un tipo minoritario

de PI como precursor de los GPIs que luego serán anclas de proteínas

(17).
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Figura 5. Remodelamiento de los ácidos grasos en trypanosomas.

En resumen, los lípidos de los GPls pueden diferir en: la naturaleza

del esqueleto del lípido (glicerol vs. esfingosina), las uniones de los

ácidos grasos al glicerol (éster vs éter), el número y el largo de las

cadenas de ácido graso.

1.3.2.3 Especulación sobre la causa de la

heterogeneidad en la estructura de GPI

Algunas de las variaciones que presentan las moléculas de GPI

parecen ser específicas de especie, pero muchas otras dependen del

estadio del desarrollo del organismo. A partir de las primeras
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descripciones de estructuras de anclas de GPI, surgió el interrogante con

respecto a la causa que determina la existencia de un tipo específico de

estructura; esto es, si depende de la especie en que se sintetiza, del

estadío del desarrollo en que se encuentra la especie, o bien si es

determinada por la proteína que va a llevar la modificación post­

traduccional. Las dos primeras hipótesis sugerían que la especificidad de

las enzimas de la biosíntesis, presentes en un tejido, definiría el tipo de

estructuras de GPI en ese tejido.

Debido a la existencia de pocos informes de estructuras completas

de anclas, esta cuestión no ha podido ser totalmente esclarecida aún,

aunque en los últimos años han surgido los primeros datos al respecto.

Por un lado, los estudios basados en la dipeptidasa de riñón humano y

porcino realizados en 1995, representan la primera comparación de las

estructuras glicosídicas de las anclas de GPI pertenecientes a una misma

proteína en dos especies. Se encontraron estructuras idénticas en

relaciones molares muy similares, lo que ha sugerido que las

modificaciones laterales de las anclas de GPI no serían específicas de

especie sino más bien de un tipo de proteína y/o tejido (17). Por otra

parte, los numerosos estudios realizados sobre las estructuras lipídicas

de distintos GPls presentes en T. cruzi, ya sea de anclas o de GPls libres

(Figura 6), indican que un mismo organismo puede presentar GPIs con

distintas estructuras (53) y que, aún más, puede expresar anclas

diferentes en un mismo estadío del desarrollo (54). Estos resultados no

sugieren que la biosíntesis de un tipo específico de molécula de GPI este

dirigida por la especie o el estadío; en cambio, indican que la señal

estaría en Ia proteína.
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Figura 6. Esquema de las estructuras Iipídicas de las anclas de GPI y de

GPls libres (GIPLs) en los distintos estadios del ciclo de vida del

Trypanosoma cruzí (55).
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1.4 Biosíntesis de GPI

Los GPIs se sintetizan en el sistema retículo endoplasmático

(SRE). La biosíntesis de GPI fue estudiada por primera vez en T. ancei

(52;56;57), donde la proteína de cubierta de este parásito (VSG), que es

anclada por GPI, representa aproximadamente el 10% de la proteína total

celular (39;58). Por lo tanto, Ia biosíntesis de GPI es muy activa y hay

gran cantidad de precursores de anclas y GPI maduros en este

organismo. Posteriormente fue estudiada también en T. cruzi (59), T.

gondii (60), P. fa/ciparum (61), S. cerevisiae (42) y en mamíferos (62).

La secuencia de eventos en la síntesis del ‘core’del GPI es similar

en un amplio espectro de organismos eucariotas estudiados (63).

En todos los casos, el primer paso consiste en la adición de a­

GIcNAc desde UDP-GIcNAc a fosfatidilinositol para formar GIcNAc-PI,

como se muestra en Ia Figura 7A. El amino es seguidamente desacilado

dando GIcNHz-PI.Luego se incorporan de a uno tres residuos de a-Man a

partir del precursor dolicol-manosa-fosfato (DoI-P-Man), que es también

utilizado en Ia biosíntesis de glicoproteínas, y así se forma Man3-GIcNH2­

PI. A continuación se transfiere etanolamina fosfato a partir de fosfatidil

etanolamina (PE), a la manosa terminal formando el ‘core’ EtN-P-Man3­

GIcNHz-PI.
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Figura 7. Biosíntesis de anclas de GPl en T. brucei. A, via de formación

del GPI precursor de anclas de proteínas. B, El GPl es transferido por

una transamidasa (T) en bloque a la VSG por intercambio del péptido C­

terrninal, que es la señal para la adición de GPI en el reticulo

endoplasmático (58).

Existen algunas diferencias en la biosíntesis entre distintos tipos

celulares como ser HeLa, T. brucei y L. major (63), las cuales fueron

puestas en evidencia mediante ensayos de biosíntesis en sistemas libres

de células de estos organismos utilizando sustratos sintéticos (63), como

se observa en la Figura 8.
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En T.brucei el intermediario GIcN-PI sufre adiciones de manosas y

de un grupo acilo en el inositol para dar Man3GlcN-(ac¡I)PI que es el

sustrato para la adición de fosfato de etanolamina (A). En cambio, el

intermediario 2-O-metil sustituido en el inositol, GIcN-(2-O-metil)PI, no

puede ser acilado y no ocurre la adición de fosfato de etanolamina (B).

Además, los intermediarios que contienen entre 1 a 3 manosas pueden

ser sustratos de actividad del tipo de PLA2 y convertirse en las formas

Iiso- correspondientes (B).

En L. major en cambio, los intermediarios naturales (A) o 2-0­

metilados (B) son procesados en igual manera.

En células HeLa, donde debe ocurrir la acilación en el inositol,

seguida de Ia adición de manosas para que finalmente se adicione de

etanolamina fosfato (A), el sustrato sintético no es elongado (B).

Por otro lado, el análisis de la orientación de los intermediarios

biosintéticos en microsomas sellados preparados a partir de células de

trypanosomas y de mamíferos, permitió dilucidar la topología de la

síntesis de precursores de estas anclas. Se encontró que todas las

adiciones ocurren en la cara citoplasmática del reticulo, inclusive la

adición de la manosa a partir de Dol-P-Man. Este último se biosintetiza

en el lado citoplasmático del reticulo (64) y se transloca al lumen del

reticulo para que ocurra la manosilación en el proceso de N-glicosilación

de proteinas.

Estos resultados implican que el precursor de GPl completa su

estructura en la cara citoplásmica del RE y posteriormente se transloca

hacia el lumen para su adición en bloque a proteínas.
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1.5 Adición de GPI a proteínas

La adición de los GPls a las proteínas, destinadas a ser ancladas

en la membrana celular, ocurre inmediatamente después de su

traducción. Estas proteínas tienen dos señales en el producto de

traducción primario, como puede verse en la Figura 7B. La primera es la

existencia del péptido señal N-terminal que permite que la proteína

atraviese la membrana del reticulo endoplásmico rugoso (RER). La

segunda consiste en un péptido señal C-terminal que es reconocido por

una transamidasa que lo hidroliza del lado del lumen del RER (65;66) y lo

reemplaza por el GPl (67).

AI igual que el péptido señal amino-terminal, la señal C-terminal no

presenta una secuencia consenso entre especies diferentes, aunque

presenta características específicas. El residuo aminoacídico al cual se

une el ancla de GPI, llamado sitio (o y el aminoácido que está 2 residuos

hacia el extremo carboxi-terminal, llamado (0+2, son siempre pequeños,

mientras que el (0+1 puede ser un aminoácido más grande. El sitio (9+2

es sucedido por una cadena de 5 a 10 residuos hidrofilicos y luego 15 a

20 residuos hidrofóbicos cercanos o conformando el extremo C-terminal.

Este segmento hidrofóbico difiere del típico dominio hidrofóbico

transmembrana.

1.6 Consecuencias de la deficiencia de GPI

La falta de anclaje por GPl resultó ser perjudicial en distintos

organismos estudiados (68). En el hombre, existe al menos una

enfermedad hemolítica llamada Hemoglobinuria Paroxística Nocturna

(HPN), causada por la deficiencia de GPl que se produce por mutaciones

somáticas a nivel de genes de su biosíntesis, en células madre del linaje
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hematopoyético. Los pacientes con HPN sufren hemólisis periódica

debido a una sensibilidad aumentada de sus células sanguíneas a la lisis

mediada por complemento. Esto se debe a la ausencia de dos proteínas,

DAF y la proteína de unión a CB, de la superficie celular de eritrocitos,

plaquetas y leucocitos. Ambas proteínas son ancladas por GPI. En

condiciones normales, estas proteínas actúan impidiendo la lisis

accidental de células propias durante la activación del complemento. Se

ha determinado mediante estudios bioquímicos que el defecto que causa

la enfermedad es a nivel del primer paso en Ia biosíntesis del GPI; es

decir, la transferencia de NAcGIc al fosfatidilinositol para dar N­

acetilglucosaminil-Pl. Del mismo modo deleciones dirigidas a la

biosíntesis de GPI en modelos murinos han mostrado que esta vía es de

vital importancia para el desarrollo fetal y neonatal (69-71). Esta vía de

anclaje es fundamental en levaduras (72-75), ya que muchas de las

proteinas de Ia pared celular son inicialmente expresadas como proteínas

ancladas por GPl (76) y también parecería estar involucrada en

patologías causadas por priones. En este último caso, es necesaria la

presencia de la proteina PrPc en la membrana plasmática, determinada

por su ancla de GPl y su reincorporación a la célula, para la conversión

de priones normales (PrPC) a formas patogénicas (PrPSC). Por último, en

el caso de algunos protozoos como el T. brucei, cuya superficie celular

completa está cubierta por proteínas ancladas por GPI, este tipo de

anclaje es esencial para su viabilidad (64).

1.7 Fosfolipasas que hidrolizan GPI

Como ya se mencionó, los GPI representan una alternativa

funcional al anclaje transmembrana. Una de las principales

características que distingue a las proteínas ancladas por GPI de las
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transmembrana es que las mismas pueden ser liberadas de la bicapa

Iipídica por la acción de hidrolasas especificas o fosfolipasas.

En Ia Figura 9 se muestra la hidrólisis de un GPI, cuyo lípido es un

glicerolípido, por distintos tipos de fosfolipasas, como las de tipo C y D.

Por hidrólisis de GPI con fosfolipasa C se genera inositolfosfoglicano

(IPG), que posee un fosfato cíclico, y el lípido (por ejemplo, diacilglicerol).

En cambio, por hidrólisis con una fosfolipasa de tipo D se formarian,

como productos, ácido fosfatídico (PA) y un inositol glicano (IG). En

ambos casos se obtiene un producto Iipídicoy otro soluble en agua.
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Figura 9. Hidrólisis de GPI por (G)PI-PLC o GPI-PLD y sus respectivos

productos. Ptdlns: fosfatídilinositol con diacil- o alquilaciI-glicerol.
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Del mismo modo, estas enzimas hidrolizan GPls que contienen

ceramida; en este caso, los lípidos liberados por (G)PI-PLC o GPl-PLD

serian ceramida o ceramida 1-fosfato, respectivamente.

Las fosfolipasas C específicas de fosfatidilínositol (PI-PLC)

conocidas y disponibles comercialmente son de origen bacteriano

(Bacillus thun'ngiensís y Bacillus cereus) y han resultado una herramienta

imprescindible para el descubrimiento y la caracterización de las anclas

de GPI (18;?7). Más recientemente se ha descubierto la existencia de

fosfolipasas de tipo C y D específicas de GPI (GPI-PLC y GPI-PLD).

Como se ha comentado anteriormente, en la estructura de las

anclas de GPI puede encontrarse acilado el inositol. Esta modificación le

confiere, a las anclas de GPI, resistencia a la hidrólisis por fosfolipasas

de tipo C (39;41;78;79) pero no afecta Ia susceptibilidad a las hidrolasas

de tipo D (80), como se ve en la Figura 4.

Se purificaron enzimas del tipo de GPI-PLC de T. brucei (81) e

hígado de rata (82). En T. brucei, la enzima, que ya ha sido clonada (83),

sería la responsable de la desaparición de Ia proteína VSG de la cubierta

del trypanosoma para pasar a la forma del parásito presente en el tracto

de insecto (84). Durante la desaparición de VSG de la superficie del

trypanosoma comienza a expresarse otra proteína anclada en membrana

llamada PARP. Ambas proteínas, VSG y PARP coexisten durante un

tiempo en la membrana plasmática. PARP es resistente a PI-PLC. Esta

susceptibilidad diferencial, de las anclas de GPl de las dos proteínas,

podria estar regulando la liberación selectiva de VSG y la retención de

PARP durante la transformación celular.

Se ha aislado, clonado y secuenciado una fosfolipasa D específica

de GPI (GPl-PLD) de mamíferos (85;86), Ia cual existe
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predominantemente como proteina soluble en plasma (87-89), aunque se

ha descripto también una forma asociada a la célula (90). Se ha

postulado que la forma soluble podría ser la responsable de liberar FAL

anclada de hepatocitos (91) y la forma asociada a la célula estaría

involucrada en la liberación de la proteína DAF de células HeLa y del

proteoglicano heparan sulfato de células de médula ósea (90). Esta

fosfolipasa ha sido bien estudiada (92), Ia estructura mínima requerida

para el reconocimiento del sustrato es glucosamina unida a

fosfatidilinositol (93).

1.8 Propiedades y Función de GPI en eucariotas

superiores

1.8.1 Movilidad en Ia bicapa Iipídica

Durante los últimos años se ha especulado sobre la función de

estos glicolípidos. La primera función asignada desde su descubrimiento

fue de tipo estructural, es decir, de anclaje. Entre las hipótesis más

aceptadas se encontraba la idea de que las anclas de GPl podrían

impartir, a las proteínas que las poseen, un alto grado de movilidad en Ia

bicapa Iipídica. Sin embargo esta hipótesis no se ha sostenido

experimentalmente al encontrarse que no todas las proteínas ancladas

por GPI presentaban alta movilidad lateral; y que, por otra parte, la

movilidadde una misma proteína anclada podía ser distinta en diferentes

estadios del desarrollo celular (94;95). Además, se ha sugerido que la

movilidad lateral de una proteina de membrana (ya sea que se trate de

una proteína con un único dominio transmembrana o anclada por GPI)

depende en mayor grado de la naturaleza de su ectodominio proteico y
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de las interacciones de éste con otros componentes de Ia membrana que

de las propiedades intrínsecas del dominio de inserción en la membrana.

1.8.2 Localización y topología

Varios grupos han investigado la relación entre el GPI y el proceso

de transporte intracelular de proteínas. En varios tipos de células

polarizadas, las proteínas ancladas por GPI están ubicadas

exclusivamente en Ia membrana apical. Por ejemplo, la proteína Thy-1 es

conducida a la membrana axonal en neuronas de hipocampo. La

fosfatasa alcalina y Ia 5'-nucleotidasa finalizan en la membrana apical de

hepatocitos.

En las células polarizadas la composición de proteínas y de lípidos

en la membrana apical difiere de la composición en Ia membrana

basolateral, diferencia mantenida por las uniones estrechas entre células.

La apical tiene una concentración inusualmente elevada de glicolípidos

que se cree podrían cumplir un rol protector en la célula (96). Es sabido

que existe en estos tipos celulares un transporte selectivo de proteínas

hacia una y otra membrana.

Para investigar si el ancla de GPI representaba una señal para el

transporte de proteínas a la membrana apical en células polarizadas, se

realizaron estudios utilizando Ia construcción de proteínas de fusión.

Brown y col. (97) informaron que las quimeras, que contienen como

ectodominios a proteínas que se expresan normalmente en membrana

basolateral o proteínas solubles y como dominio de anclaje al GPI,

resultan de expresión apical (98-100).

Independientemente, otro grupo, estudiando la cinética de entrega

de proteínas de fusión a las membranas apical y basolateral en células

epiteliales de riñón, MDCK, vió que Ia glicoproteína gD-1 de herpes
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simplex de expresión basolateral, en su versión recombinante que se

expresa como anclada por GPI, se dirigía a la membrana apical.

Por otro lado, varios autores observaron que las proteínas con

anclas de GPI permanecían insolubles aún si se las extraía en presencia

del detergente Tritón X-100, lo cual condujo a pensar que podrían estar

contenidas en estructuras membranosas. Estas estructuras debían

formarse en el aparato de Golgi, dado que al bloquear el transporte de

proteínas al Golgi, no se observaba la insolubilidad de las proteínas

ancladas. Como la biosíntesis de glicoesfingolípidos ocurre en el aparato

de Golgi, donde estos compuestos están enriquecidos, surgió la idea de

que allí podría ocurrir la asociación del GPI con estos compuestos, así

como con colesterol y esfingomielina Io cual podría causar el transporte

vectorial apical. Posteriormente se demostró que hay, además, otros

factores proteicos involucrados en este proceso (96).

Existen microdominios en membrana plasmática llamados

'caveolae', que consisten en pequeñas ¡nvaginaciones o vesículas

concentradas en la superficie con un diámetro aproximado de 50nm

recubiertas citoplasmáticamente con una proteína llamada caveolina.

Estas estructuras concentran moléculas pequeñas que luego son

internalizadas por un mecanismo llamado potocitosis (101;102).

Recientemente, se ha acumulado evidencia que indica que las caveolae

concentran algunas moléculas conocidas por su participación en señales,

como ciertas quinasas. Actualmente se está estudiando la manera en que

estos dominios se comunicarían con la maquinaria de señales

¡ntracelulares

Existen evidencias que sugieren la asociación de dominios

específicos de 'caveolae', ricos en esfingolípidos y colesterol llamados

"lipid rafts", con Ia porción hidrofóbica de GPls (66;103). Esta hipótesis

se conoce como hipótesis de dominio. Sin embargo, hasta el presente

existe controversia con respecto a si ¡n vivo los GPls se acumulan dentro
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de los 'caveolae' o si estos resultados son mas bien un artefacto causado

por la metodología de extracción (104).

1.8.2.1 Regulación de la localización

También se ha propuesto, en base a que las anclas de GPI pueden

ser hidrolizadas ¡n situ por activación de fosfolipasas, que el anclaje por

GPI podría regular la concentración de ciertas proteínas en la superficie

celular, o su localización en Ia sangre, fluidos tisulares o medios de

cultivos, por liberación de las mismas.

Más tarde, se encontraron evidencias de que en algunos casos las

proteínas habían sido liberadas mediante pequeñas vesículas en cuyo

caso mantenían completa la estructura de su ancla (105).

Estos hallazgos indican que la hidrólisis por fosfolipasas no sería Ia

única forma por la cual puede liberarse de la membrana una proteína

anclada por GPI.

1.8.3 Participación en señales intracelulares

1.8.3.1Participación en la respuesta endócrina

En los últimos años numerosas evidencias experimentales han

asignado otra función al GPI: su participación en sistemas de señales

intracelulares en respuesta a distintas hormonas y factores de
crecimiento.

Como se ha señalado, Ia hidrólisis de GPI por una fosfolipasa C

libera inositolfosfoglicano (IPG). Todos los lPG estudiados hasta el

presente poseen una estructura conservada que consiste en Mana1­

2Mana1-6Mana1-4glcNH2a1-6myo-inositoI-fosfato cíclico.
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IPG ha sido propuesto como mediador de la acción de diferentes

hormonas y factores de crecimiento como insulina (106-109),

interleuquina-2 (110), factor de crecimiento nervioso (111) y hormona

estimuladora de tiroides (112) y del factor de crecimiento similar a

insulina de tipo I, IGF-1 (113), algunos ejemplos se muestran en la Tabla

I.

Tabla I. Ejemplos de IPGs con capacidad de reproducir efectos de hormonas.

Hormona Efecto Biológico Fuente de IPG Referencia
Insulina Inhibición de la lipólisis y de la Fragmento de inositol (107)

producción de glucosa glicano de VSG
inhibición de glucosa-ó-fosfatasa
inhibición de fructosa- l ,6-bifosfatasa

Efecto mitogénico del epitelio de vaso IPG de embrión de pollo (114)
de oído

Aumento de la incorporación de IPG de hígado de rata (115)
aminoácidos en hepatocitos
Regulación del mRNA PEPCK y IPG de hígado de rata (l 16)
microglobulina
Regulación de la actividad de caseína IPG de hígado de rata (117)
quinasa
Regulación del metabolismo de glucosa IPG de hígado de rata (118)
en fibroblastos

IL-2 Co-mitógeno para el crecimiento IPG de células T (110)
dependiente de IL-2

NGF Efecto mitogénico en ganglios IPG de embn'ón de pollo Q1 1;] 14)

Insulina es una hormona cuya acción celular ha sido intensamente

estudiada; sin embargo, los eventos moleculares involucrados en su

respuesta no han sido aún completamente dilucidados (119).

Se ha informado que insulina activa una fosfolipasa C capaz de

hidrolizar GPI (120-122). En concordancia con estos resultados se
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encontró que, la liberación al medio extracelular de fosfatasa alcalina

(FAL), proteína anclada por GPl, es estimulada por insulina (121).

Además, esta hormona aumenta la hidrólisis por fosfolipasa C de otra

proteína anclada por GPI, Ia dipeptidasa de membrana (MDP), cuyo

ancla ha sido bien estudiada, en células 3T3-L1 (123). Esta proteína

aumenta su expresión durante Ia diferenciación de estas células a

adipocitos lo cual ocurre en presencia de insulina.

Si bien son numerosos los estudios que muestran que insulina

puede generar IPG a partir de anclas de proteínas, también se ha

informado que esta hormona es capaz de generar IPG a partir de GPIs

libres (33;110).

El alto grado de conservación entre los GPIs de distintas especies

condujo a probar la participación en señales intracelulares de GPIs

heterólogos. Se ha encontrado que el IPG derivado del ancla de VSG de

T. brucei reproduce Ia acción antilipolítica de insulina en adipocitos, asi

como la inhibición de glucosa-6-fosfatasa y fructosa 1,6-bifosfatasa en

hepatocitos (107) y que asimismo, el IPG del ancla de AChE reproduce

algunos efectos de insulina en hepatocitos intactos (124).

Algunas acciones celulares de insulina serían mediadas por un

segundo mensajero estructuralmente muy similar a los IPGs

(32;108;123;125-127), que se libera de anclas de GPI y, además,

inmunológicamente semejante. Por ejemplo, se ha informado que

anticuerpos dirigidos contra el IPG, proveniente de VSG de T.bruce¡ (anti­

CRD), bloquean la estimulación inducida por insulina de la piruvato

deshidrogenasa en miocitos BCBH-1 (106) y que el IPG aislado de

plasma humano (128) también es reconocido por el anti-CRD.

Se ha encontrado que IPG como insulina activa fosfodiesterasa,

inhibe adenilil ciclasa y proteína quinasa A (129-131), es decir, inhibe la

respuesta por AMPc (111;132;133).
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Por otro lado, Vila y col. informaron que la activación por insulina

de la enzima responsable de la síntesis de ácido fosfatídico, gliceroI-3­

fosfato-aciltransferasa (GPAT), es mediada por IPG, el cual se produce

mediante Ia activación por Ia hormona de una PLC a través de Gi

(108;109). La activación de la GPAT por IPG fue recientemente

confirmada por Muller y col. (134).

Es decir, que muchos de los efectos de insulina sobre el

metabolismo de hidratos de carbono y lípidos parecen estar mediados

porlPG.

1.8.3.2 Receptor de IPG
Varias observaciones sugirieron que IPG es liberado al espacio

extracelular. Por ejemplo, como ya hemos señalado, se encontró que la

adición de IPGs o de PLC a preparaciones de células es capaz de

mimificar algunas respuestas de insulina (107;108;124), y que la adición

de anticuerpos anti-CRD al medio extracelular inhibe alguna respuesta de

la hormona (106). Luego, el IPG entraría a la célula mediante un

transporte específico (135;136).

Bandlow y col. han aportado gran parte de las evidencias

experimentales que confirman este mecanismo (137). Los estudios se

realizaron en adipocitos de rata que expresan dos proteínas ancladas por

GPl, la ectoproteína que une AMPc denominada Gce1 y la lipoproteína

Iipasa o LPL. En particular, Gce1 es una proteína altamente conservada

entre levaduras y humanos. Estos autores observaron que dichas

proteínas permanecían asociadas a la superficie de los adipocitos aún

luego de que su ancla hubiese sido hidrolizada mediante una Pl-PLC. Las

proteínas se mantienen asociadas a la membrana debido a interacciones

entre el IPG todavía unido a la proteína, y un receptor de membrana que

reconoce específicamente el epitope de inositol monofosfato cíclico
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terminal que resulta de Ia acción de GPI-PLC. Se ha sugerido que, el

número de sitios de unión para IPG sería variable entre distintos tipos

celulares (137).

1.8.3.3Participación en procesos infecciosos
A partir de resultados muy recientes se ha propuesto que GPI

podría tener un rol muy importante en las infecciones por parásitos como

trypanosomas y plasmodium (138;139), pues son capaces de regular la

expresión génica, de factores como interleuquina 1o., TNFa y NOS

inducible, dependiente de factores relacionados con NF-kB, que son

algunos de los efectos que normalmente ocurren durante Ia infección a

nivel de los macrófagos (139). Es por ello que el ancla de GPI ha sido

propuesto como posible blanco para quimioterapia contra infecciones por

protozoos y hongos. A pesar de que el 'core' de estas anclas es

conservada entre eucariotas, existen ciertas diferencias estructurales que

en algunos casos distinguen a ciertos organismos. Por ejemplo, las

proteínas que llevan las secuencias señales para GPI de trypanosomas

no son procesadas eficientemente en células de mamífero. Esto se debe

a que probablemente Ia secuencia señal de protozoos no sea compatible

con la transamidasa de mamíferos. Por lo tanto una quimioterapia posible

consistiría en desarrollar inhibidores específicos de Ia transamidasa de

protozoos.

En el caso de T. brucei se esta intentando otro abordaje: VSG

contiene ácido mirístico en Ia porción fosfolipídica del GPI, que es

incorporado por remodelamiento una vez completada Ia biosíntesis del

GPl como se ha mostrado en Ia Figura 5. Un análogo del miristato, el

ácido 10-propoxi-decanoico, puede ser incorporado en VSG por

remodelamiento y es tóxico para los trypanosomas en cultivo. Esto podría

tener valor terapéutico en el futuro.
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1.9 El LPPG: miembro de la familia de los GPls

libres

El lipopéptido fosfoglicano, LPPG, es el glicolípido mejor estudiado

del estadio de epimastigote de T. cruzi. Fue aislado por primera vez por

Lederkremer y col. en 1976 (140) y dos años más tarde se determinó que

su estructura consiste en una glicoinositolfosfoceramida (141) formada

por una base nitrogenada de cadena larga, que puede estar esterificada

con ácido palmitico (C 16:0) o ácido Iignocérico (C 24:0) (142). Es el

primer ejemplo de GPI descripto con ceramida como porción Iipídica,

conteniendo principalmente palmitoilesfinganina, Iignoceroilesfinganina y

palmitoilesfingosina, predominando las formas con esfinganina o

dihidroesfingosina.

Esta molécula puede ser incluída como miembro de la familia de

los GPl ya que contiene el 'core' o estructura minima: Mana1-4GIcNH2a

1-6 myo-¡nositoI-1-PO4-lípido. La primera evidencia de que la estructura

del LPPG era similar a las anclas glicolipídicas de proteínas de

membrana, se obtuvo al comprobar que el tratamiento con fosfolipasa C

de fosfatidilinositol, de origen bacteriano, exponía un epitope que

presentaba reacción cruzada con el anticuerpo que reconoce la forma

soluble de la proteína VSG de T. brucei (27). EI grupo fosfato 1,2-cíclico,

que se forma sobre el anillo del ¡nositol por acción de la enzima, y el

amino libre de la glucosamina son los epitopes principales que reconoce

este anticuerpo (143). Se identificaron ceramida e IPG como productos

de hidrólisis por acción de la Pl-PLC.

La estructura completa del glicano del LPPG fue descripta por

Lederkremer y col. en 1991 (26), demostrando que existe

microheterogeneidad en este compuesto y que el componente

mayoritario posee dos residuos galactofuranosídicos terminales. Estos
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estudios corroboraron que el LPPG presentaba el “core” de IPG que

presentan todos los glicoinositolfosfol¡pidos que anclan proteínas a

membrana (Figura 10).

AEP
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(iallBl-3Manal-2aManal-2Manal-6Mana1-4GlcNH2al-6 myo-inositol-l-PO4-ceramida
3

GalfBl

Figura 10. Estructura del LPPG de T. cruzi.

En base a un rendimiento promedio en Ia purificación de LPPG de

100 mg de LPPG por cada 2 x 1012 células (27) y al peso molecular

aproximado de 1890 (26;144) se ha estimado que el número de copias de

LPPG por parásito es del orden de 107 (26). La abundancia de esta

molécula en epimastigotes convierte a sus membranas en una fuente

atractiva para la realización de estudios de transducción de señales, del

mismo modo que Io han sido los GPI de otros eucariotas inferiores.
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1.10 Biosíntesis de esteroides en corteza

adrenal. Su regulación por ACTH

Las glándulas adrenales de los mamíferos son estructuras pares

que se localizan en el polo superior de los riñones; están rodeadas por

una cápsula de tejido conectivo y embebidas en tejido adiposo.

Si se secciona la adrenal según un plano longitudinal se advierten,

además de la cápsula, dos regiones distintas: una periférica denominada

corteza y una central denominada médula, de origen embriológico

diferente.

La corteza deriva de tejido mesodérmico y es la fuente de

hormonas esteroideas, en tanto que la médula proviene de células

neuroectodérmicas de ganglios simpáticos, y es Ia fuente de hormonas
catecolamínicas.

La corteza adrenal esta formada por tres zonas concéntricas

denominadas desde Ia cápsula hacia el interior, zona glomerulosa, zona

fasciculata y zona reticularis (Figura 11).

zona glomerulosa
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zona relicularis

Figura 11. Esquema de Ia glándula adrenal.



Introducción 33

La sintesis de aldosterona, mineralocorticoide de importancia vital

para regular el equilibrio salino corporal, ocurre en Ia zona glomerulosa.

Los glucocorticoides: cortisol (que es el glucocorticoide más importante

en humano, cerdo, vaca y conejo) y corticosterona (que es el prinicpal

glucocorticoide en rata), cuyos efectos sobre el metabolismo de hidratos

de carbono y de proteínas, los hacen indispensables para la vida, se

sintetizan principalmente en Ia zona fasciculata. Los esteroides sexuales,

andrógenos y estrógenos y sus precursores, los que contribuyen a

establecer y mantener los caracteres sexuales secundarios, se sintetizan

principalmente en la zona reticularis.

Las hormonas esteroideas son moléculas derivadas del colesterol,

con el que comparten la misma estructura básica: 17 átomos de carbono

ligados de tal modo que forman una serie de cuatro anillos unidos, que

constituyen el núcleo esteroideo (Figura 12). Todas las hormonas

esteroideas que se producen en la corteza representan modificaciones

químicas de este núcleo esteroideo (Figura 13).
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Figura 12. Estructura y numeración de los carbonos del núcleo esteroideo de

los esteroides secretados por Ia corteza adrenal.
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Figura 13. Estructura química de algunos de los principales esteroides

producidos en Ia corteza adrenal.
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El hipotálamo controla la secreción de la hormona de liberación de

la corticotropina (CRH), que estimula a nivel de Ia hipófisis, la liberación

de la hormona peptídica adrenocorticotrofina (ACTH). Esta hormona

afecta la biosintesis de esteroides en la corteza de la glándula adrenal:

regula Ia producción de glucocorticoides en la zona fasciculata y también

de mineralocorticoides en Ia zona glomerulosa.

Como la mayoría de las hormonas peptídicas, desencadena su

respuesta uniéndose a un receptor específico presente en la superficie

celular. El complejo ACTH-receptor se acopla a una proteina G

estímuladora (Gs), que activa la adeniliI-ciclasa, responsable de la

síntesis de AMPc. De este modo aumentan los niveles de AMPc

intracelular, segundo mensajero de la hormona y se estimula una proteína

quinasa A, que fosforila varias proteínas involucradas en la biosintesis de

corticoides.

Como se ha comentado, una de las funciones propuestas para el

gl¡cosilfosfatidilinosiltol es su participación en sistemas de señales

intracelulares de distintas hormonas. En células adrenocorticales se

informó por primera vez la existencia de GPI y su regulación por factores

presentes en el suero en el año 1987 (145). Más tarde, se encontró que

ACTH era capaz de activar la hidrólisis de estos compuestos en células

de glomerulosa adrenal bovina (146).
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1.11 Anclas de GPI y sus precursores en
levaduras

Varias proteínas en Saccharomyces cerevisiae estan ancladas a la

membrana por GPl (147;148). La biosíntesis de proteínas ancladas por

GPI en levaduras es similar a Ia de mamíferos y trypanosomas puesto

que: a) la secuencia C-terminal de la proteína necesaria para la adición

de GPI es similar, b) La estructura conservada del glicano que une la

proteína con el Iípido es idéntica a la encontrada en eucariotes

superiores, c) las anclas de GPI se adicionan rápidamente a las proteínas

mientras aún estan en el SRE (42).

Algunas particularidades de los GPIs de levaduras son: a) la

presencia en el glicano de 1 o 2 residuos de manosa extras, b) la

presencia de ceramida en algunas de las proteinas ancladas por GPl

(42;50;149). Estas características han sido encontradas también en GPls

de T. cruzi.

S. cerevisiae sintetiza solamente tres tipos de esfingolípidos

complejos: inositolfosfoceramida [IPC]; manosa-inositol-P-ceramida

[MIPC]; manosa-(inositol-P)2-ceramlda [M(IP)2C].Las ceramidas, que se

encuentran en la mayoría de las anclas de Saccharomyces cerevisiae,

son diferentes a la principal ceramida encontrada en las

¡nositolfosfoceramidas de esta levaduras (50).

Los precursores completos de GPI que van a ser incorporados a

proteínas están presentes en muy baja cantidad en este organismo; sin

embargo, pudieron ser detectados en extractos Iipídicos provenientes de

una mutante, con un defecto en la biosíntesis de manosa, que incorpora

muy eficientemente [3H]-manosaagregada exógenamente (42). En estos

estudios, los precursores encontrados contienen únicamente
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glicerolípidos, favoreciendo la hipótesis de que la ceramida debe ser

incorporada después de la adición del ancla a la proteína. Esta idea fue

confirmada marcando las levaduras con [3H]-dihidroesfingosina y viendo

que se incorporaba la radioactividad en varias proteínas con GPI, aún

cuando la síntesis de proteínas y, por lo tanto, la adición del ancla, era

bloqueada por cicloheximida (150).

Se ha visto que el lípido de las proteínas ancladas por GPI de

Saccharomyces cerevisíae puede modificarse por al menos tres

mecanismos diferentes: a) intercambio de diacilglicerol por ceramida en

RE, b) modificación del diacilglicerol a una forma más hidrofóbica con un

ácido graso de cadena larga en sn-2 en el RE, c) modificación a una

ceramida más polar en el Golgi (50).

S. cerevisíae, a diferencia de la mayoría de los eucariotas, se

divide por gemación en vez de fisión y sólo un 4% de sus genes tienen

intrones. En cambio, la levadura S. pombe, se divide por fisión y un 40%

de sus genes tienen intrones (151). Estas dos levaduras estan poco

emparentadas y se cree que la divergencia entre ambas ocurrió al menos

hace 1000 millones de años (152).

S. pombe, no puede sintetizar L-myo-inositoI-1-fosfato y es por lo

tanto auxotrófica para inositol (153); mientras S. cerevisíae, como otros

eucariotas sintetiza inositol-1-P a partir de glucosa-6-fosfato, a través de

la enzima inositol-1-fosfato sintasa (154). La composición de

glicerofosfolípidos de S. pombe es similar a la de S. cerevisíae cuando se

cultivan en un medio rico en inositol (50pM). Sin embargo, si S. pombe se

cultiva con baja concentración de inositol (<30uM), decrece Ia cantidad

de fosfatidilinositol.
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Las levaduras, como el resto de los eucariotas, sintetiza Pl a partir

de inositol libre y citidinadifosfato-diacilglicerol (CDP)—DAG;PI es luego

fosforilado a PIP y PIP2.

No existen informes acerca de GPIs en S. pombe; aunque hay

algunos datos sobre la composición de los distintos fosfolípidos de S.

pombe y su metabolismo (155;156).



Objetivos 39

Objetivos del presente trabajo

El objetivo central de este trabajo fue estudiar el rol de

gIicosilfosfatid¡linositol (GPI) como segundo mensajero intracelular en Ia

respuesta de la hormona adrenocorticotrofina (ACTH)en corteza adrenal.

Con este fin se encararon los siguientes estudios:

Evaluación de Ia presencia de anclas de GPI en corteza adrenal

bovina y su caracterización.

Efecto de inositolfosfoglicano (IPG), segundo mensajero que se

produce por hidrólisis de GPI con fosfolipasa C, sobre Ia respuesta de

ACTH en células adrenocorticales de vaca y de rata. Estudios sobre su

mecanismo de acción.

Estos estudios se realizaron utilizando un IPG purificado a partir del

LPPG de T. cruzi que posee una estructura conservada con los IPGs

purificados de mamíferos y otros organismos eucariotas.

Estudios de GPI y sus precursores en Schimsaccharomyces pombe.

Esta parte del trabajo estuvo orientada a obtener anclas de GPI, de un

sistema más fácil de trabajar que el trypanosoma, para realizar estudios

biológicos.

Trabajos recientes han mostrado Ia presencia de cantidades

abundantes de GPIs en la membrana de Saccharomyces cerevisiae. Por

ello, se encaró el estudio de GPI en otra levadura, Schizosaccharomyces

pombe.
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Capítulo 2: Diseño Experimental

- Estudios de GPIen corteza adrenal bovina

2.1 Obtención de homogenatos de corteza adrenal

Se obtuvieron las glándulas adrenales bovinas en un frigorífico

local. Las glándulas adrenales se Iimpiaron de grasa y con un micrótomo

se obtuvieronlas dos capas más externas de 500 pm que corresponden a

corteza adrenal. Las cortezas adrenales obtenidas se homogeneizaron en

buffer Tris 50mM (pH: 8) con Ultraturrax. Estos homogenatos se

extrajeron con butanol y a partir de la fase acuosa se continuó Ia

purificación de la FALpor medio de distintas cromatografías.

2.2 Cromatografía en columna de OctiI-Sepharosa

La fase acuosa, obtenida a partir de homogenatos de corteza

adrenal bovina, fue sembrada en una columna de 30 x 1.5 cm equilibrada

en buffer Tes 10mM (pH:7.8) conteniendo NaCl 90mM, MgCl2 1mM y 5%

de propanol. La elución se realizó con un gradiente lineal de propanol

entre 5 y 70% y se recolectaron fracciones de igual volumen (1ml).

2.3 Cromatografía en columna de Concanavalina-A­

Sepharosa
La fase acuosa, obtenida a partir de homogenatos de corteza

adrenal bovina, fue sembrada en una columna (5x1 cm) equilibrada con

buffer Tris 50mM (pH:7.4), NaCI 0.5 mM, CaCl2 1mM, MgCI2 1mM,

MnCl2 1mM. Después del lavado se realizó la elución con el mismo

buffer conteniendo a-metil-glucósido 0.4M y se recolectaron fracciones de

igual volumen (1ml).
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2.4 Cromatografía en columna de Q-Sepharosa

Las fracciones de OctiI-Sepharosa o de concanavalina-A­

Sepharosa, con actividad de FALse dializaron y, luego de concentradas,

se sembraron en una columna de 30 x 1,5 cm, equilibrada en buffer Tris

50mM (pH:8)_ conteniendo Tritón X-100 0.05% y MgCI2 1mM. La elución

se realizó con un gradiente lineal de NaCI entre O y 300mM y se

recolectaron fracciones de igual volumen (1ml).

2.5 Cromatografía en columna de Superosa 6

Se utilizó el aparato de FPLC de Ia Fundación Campomar. La

columna se equilibró y corrió en buffer Tris 50mM (pH28), conteniendo

MgCI2 1mMy se recolectaron fracciones de igual volumen (0.5 ml).

2.6 Cromatografía en columna de Mono Q

Se utilizó el aparato de FPLC de la Fundación Campomar. La

columna se equilibró con buffer Tris 50mM (pH:7.5), conteniendo Tritón

X-100 0.05% MgCI2 1mM. La elución se realizó con un gradiente lineal

de NaCl entre 0 y 300mM, recolectando fracciones de igual volumen

(1ml).

2.7 Concentración de las muestras proteícas
Las muestras se concentraron por centrifugación en

concentradores con corte en PM: 10000.

Para concentrar pequeños volúmenes de soluciones acuosas

(hasta 1 ml) se utilizó un evaporador de fracciones rotatorio (Savant) y

para volúmenes mayores se utilizó un liofilizador.
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2.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes

Se realizaron electroforesis en mini-geles de poliacrilamida en

presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de acuerdo al método

de Laemmli (157). En general se utilizaron geles 10%. Se sembraron 20

ul de muestra por calle. Los geles se corrieron a corriente constante: 2mA

I calle. Terminada la corrida se midieron los Rf de los estándares

preteñidos para proceder a Ia tinción de las proteínas o a Ia transferencia

de las mismas.

La composición del gel concentrador, separador y buffer de siembra se

muestra en la tabla II.

Tabla II
Reactivos Gel (10%) Gel

Separador Concentrador
Tris-CIH 1.5 M pH:8.8 2.5 ml ‘ ­
Tris-ClH 0.5 M pH:6.8 1.25 ml
SDS 10% 0.1 ml 0.05 ml
Sol. de acrilamida 30% y
bisacrilamida 0.8% 3.3 ml 0.50 ml
Persulfato de Amonio 10% 0.1 ml 0.05 mI
H20 destilada. 4.0 ml 3.15 mI

--- mezclar suavemente -—
TEMED 0.003 ml 0.003 ml

Reactivos Buffer de Siembra (5X)
Tris-CIH 0.5 M pH:6.8 4.0 mI
SDS 10% 4.0 ml
Glicerol 0.5 ml
Azul de Bromofenol 0.1 % 0.5 mI
p-mercaptoetanol 0.1 mI

Las muestras se resuspenden en Buffer de Siembra y se hierven durante 3
minutos.
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Buffer de corrida: Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 10 % SDS, pH: 8.3.

Estándares de PM pre-teñidos (BioRad).

2.8.1 Tinción de geles por Coomasie

Solución de teñido: Metanol 45% v/v, Acido Acético 10% v/v, Azul de

Coomasie R-250 1% p/v.

Solución de desteñido: Metanol 45% v/v, Acido Acético 10% v/v.

2.8.2 Tinción de geles por Plata (158)

Fijación: Metanol 50% v/v, Acido Acético 12% v/v; 0.5 ml Formaldehido

37% v/v, durante 2 horas.

Lavado: Etanol 50% v/v, 3 veces, 20 minutos.

Pretratamiento: Tiosulfato de Sodio 0.2 g/l, 1 minuto.

Lavado: Agua, 3 veces 20 segundos.

Tratamiento: Nitrato de plata 2 g/I; 0.75 mI/I Formaldehido 37%, 20

minutos a 1 hora.

Lavado: Agua, 2 veces, 20 segundos.

Revelado: Carbonato de Sodio 60 g/I, hasta ver bandas.

Lavado: Agua, 2 veces, 20 segundos

Lavado: Metanol 45% v/v, Acido Acético 10% v/v.

2.8.3 Fluorografia de los geles

Para mejorar Ia sensibilidad de las autorradiografías se utilizó Ia

técnica fluorográfica descripta por Chamberlain (159). El gel se sumergió

en una solución de salicilato de sodio 1M durante 1 hora con agitación

contínua, al cabo de la cual se secaron los geles (Gel Dryer - BioRad) y

se realizó la autorradiografia.
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2.9 Inmunoprecipitación

Se utilizóuna alícuota de la fase acuosa que se obtuvo después de

la extracción con butanol de los homogenatos de corteza adrenal. Esta

alícuota se trató con el anticuerpo contra FALde placenta (proporcionado

por la Dra. Aline M. da Silva) o de intestino bovino (Sigma) en buffer Tris

50mM (pH:7.5), conteniendo Tritón X-100 0.05% y MgCl2 1mM durante

toda la noche a 0°C en agitación constante. Luego se agregó proteína A­

Sepharosa y se dejó 30 minutos a temperatura ambiente y 90 minutos a

0°C con agitación. Luego de centrifugar y lavar el precipitado 3 veces con

buffer, se midió la actividad de FALen el pellet y en el sobrenadante.

2.10 Westem-blot

2.10.1 Procedimiento

Al igual que para la inmunoprecipitación, se utilizó una alícuota de

la fase acuosa que se obtuvo después de la extracción con butanol de los

homogenatos de corteza adrenal. Una vez finalizada Ia corrida

electroforética se realizó la transferencia a membrana de nitrocelulosa

(poro: 0,2 um, Sigma N-8017) previamente humedecida en el Buffer de

Transferencia. Se colocó la membrana en contacto directo con el gel,

entre hojas humedecidas de papel Whatman 3MM,en un campo eléctrico

(12 V) durante 30 minutos. Finalizada la transferencia, se efectuó el

bloqueo de la membrana de nitrocelulosa durante toda la noche y al día

siguiente, se realizó la detección inmunológica indirecta.

La membrana se lavó con Buffer de Lavado 5 veces durante 10

minutos y luego se incubó con el primer anticuerpo durante 2 horas a

37°C. Seguidamente la membrana se lavó con Bufferde Lavado 5 veces

durante 10 minutos y se incubó con el segundo anticuerpo durante 2

horas a 37°C. Finalmente se lavó Ia membrana como se indicó
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anteriormente y se procedió al revelado utilizando el reactivo

quimioluminiscente.

Se mezclaron iguales volúmenes del reactivo ‘Enhanced Luminol’y

del reactivo oxidante para tener 0,125 ml de solución por crn2 de

membrana. Se incubó la membrana con el reactivo 1 minuto y luego de

eliminar el exceso se colocó la membrana bajo un plástico para

exponerla en oscuridad a una película autorradiográfica por un tiempo

variable entre 2 minutos y 1 hora. Luego se reveló la película como se

describe en la sección 2.29.1.

2.10.2 Soluciones

TBS: Tris 25mM, NaCl 9% p/v pH: 8.

Buffer de Transferencia: Tris 25mM, Glicina 192mM, Metanol 20% v/v pH:

8,3.

Buffer de Bloqueo: TBS, BSA 3%.

Lavados: TBS, Tween 20 0,05% v/v (TTBS).

Primer anticuerpo: TBS, EDTA 1mM, Nonidet-40 0.05%, BSA 0.25%.

Segundo anticuerpo: TTBS, BSA 0.25%

Reactivo quimioluminiscente (NEN LifeScience Products).

2.10.3 “Western-Blot” de FALen homogenatos de corteza adrenal

Como primer anticuerpo se usó el anticuerpo anti-FALde placenta,

diluido 1:1000 ó el anticuerpo policlonal anti-FAL de intestino bovino

(diluido 12200) de conejo ó suero pre-inmune de conejo como control.

Como segundo anticuerpo se utilizó anticuerpo de carnero anti-conejo

acoplado a peroxidasa y se reveló con un reactivo quimioluminiscente.
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2.10.4 “Western-Blot” de proteínas ancladas por GPI de corteza
adrenal

Las proteínas tratadas con PI-PLC inmovilizadas en la nitrocelulosa

se revelaron usando como primer anticuerpo, anticuerpos policlonales

anti-inositolfosfogIicano: anti-CRD comerciales (Oxford Glycosystems).

Este "westem-blot" ha sido puesto a punto en el laboratorio utilizando una

proteína anclada por GPI, proteína variante de superficie (VSG) de

Trypanosoma brucei comercial (Oxford Glycosystems), como control

positivo. Dilución del anticuerpo: 1:20.

2.11 Determinación de proteínas
Se utilizó la absorbancia a 280 nm de la muestra ó el método de

Bradford (160) usando albúmina bovina como standard.

2.12 Determinación de actividad de FAL

Las muestras se ¡ncubaron en 1m| de buffer carbonato 0.1M

(pH:10) conteniendo MgCI2 1mM y 2 mg de p-nitrofenilfosfato. Para

determinar actividad de FAL en fracciones de Tritón X-114, se agregó

además 0.2% de Tritón X-100 en los ensayos. Luego de 15 minutos de

incubación a 37°C, la reacción se terminó por agregado 2 ml de NaOH

0.1M. El producto, p-nitrofenol, formado se cuantificó

espectrofotometricamente a 410nm. Una unidad enzimática se define

como la cantidad de enzima que produce un aumento de absorbancia de

1 bajo las condiciones de ensayo.

2.13 Separación de FALlibre y anclada con Tritón X-114
Alícuotas de los dos picos con actividad de FALeluídos de la Octil­

Sepharosa u otras muestras se resuspendieron en buffer TBS (Tris-HCI

10 mM pH: 7.4, NaCl 150 mM), se mantuvieron a O°C y se agregó Tritón
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X-114 a partir de una solución precondensada 12%, preparada según se

ha descripto (161), para alcanzar una concentración final de 2%. La

preparación se incubó a 37°C durante 10 minutos y se centrifugó

obteniendose dos fases: una acuosa (superior) y otra detergente (inferior)

enriquecida en proteinas ancladas.

2.13.1 Particlón en Tritón X-114modificada

El homogenato de corteza adrenal bovina se preparó en buffer

TBS, se colocó en baño de hielo y se agregó detergente Tritón X-114

hasta una concentración final de 2%. Se incubó la preparación durante 1

hora a 0°C y luego se centrifugó en frío a 8800 x g 10 minutos. El

sobrenadante obtenido se incubó a —20°C durante 24 horas. A

continuación se centrifugó la preparación en frío, se descartó el

precipitado y el sobrenadante se incubó a 37°C durante 10 minutos para

Ia separación de fases. La fase detergente se continuó purificando según

describen Ko y col. (162) hasta obtener la fase final de detergente. Se

determinó la actiVid'adde FAL en todas las fracciones obtenidas en el

procedimiento.

2.14 Desaminación y Reducción con NaBH4

La fase de Tritón X-114 se extrajo con butanol para eliminar el

detergente, se evaporó el solvente y se disolvió en buffer acetato de

sodio 50 mM pH 3.9. A continuación se agregó NaNOz para alcanzar Ia

concentración final de 0.5M y se incubó la solución 3 horas a temperatura

ambiente. Se alcalinizó la solución hasta pH: 9 con una solución de ácido

bórico 0.2 M / NaOH 0.1 M (5:9) y se redujo con NaBH4 durante 1 hora a

temperatura ambiente. La reducción se completó con un segundo

agregado de NaBH4 durante 2 horas y el exceso de agente reductor se

destruyó por agregado de ácido acético hasta llevar la muestra a pH: 6.
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- Estudios de transducción de señales en células
Los ensayos se realizaron ¡ncubando las células adrenocorticales

de rata o de vaca con los diferentes efectores.

2.15Preparación de células adrenocorticales de rata
Se utilizaronratas macho, de 2009 de peso aproximado de la cepa

Sprague Dawley. Los animales se criaron en el Bioterio de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales, a una temperatura constante de 25°C y un

fotoperíodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad; Ia dieta y el agua

de bebida se suministraron ad-Iibitum.

Los animales se sacrificaron por decapitación e inmediatamente se

extrajeron las glándulas adrenales y se les quitó el tejido graso adherido.

Este procedimiento se llevó a cabo sobre una caja de Petri conteniendo

solución fisiológica fría. Las glándulas se decapsularon, obteniéndose la

fracción capsular, enriquecida en zona glomerulosa, y la fracción central,

enriquecida en zona fasciculata-reticularis. Cada fracción se procesó por

separado.

El tejido se sumergió en 10 mI de medio Ham F12 (Sigma N6760)

con CaCI2 1.8 mM (Ham F12-Ca2+) con el agregado de 0.1 % de

colagenasa, 0.03% de DNAsa y 0.5 % de seroalbúmina bovina. Se

incubaron las preparaciones en un baño tennostatizado a 37 °C, con

agitación constante durante 30 minutos o 35 minutos dependiendo de que

tejido se trate (fasciculata o glomerulosa, respectivamente). A los 10 y 20

minutos de iniciada Ia incubación, se disgregó el tejido en forma

mecánica. Finalizada Ia incubación, se filtró la preparación celular a

través de una gasa de algodón descartando los restos de tejido no

disgregado, que quedaron retenidos en la malla.

EI filtrado se centrifugó a 100 g durante 10 minutos. El precipitado

de células se Iavó con 10 ml de medio de incubación (Ham F12-Ca2+ con
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el agregado de 0.5 % de seroalbúmina bovina). Se resuspendió

suavemente utilizando una pipeta de transferencia y se llevó al volumen

deseado con medio de incubación. Se utilizó una alícuota de la

preparación celular para el recuento de células viables realizado en una

cámara de Neubauer bajo el microscopio óptico con un aumento de 400x.

La viabilidad de las células se determinó mediante la técnica de exclusión

del colorante Azul Tripán (0.1 mI de Azul Tripán en 0.1 ml de suspensión

celular). Se consideraron células viables aquellas que no presentaban

tinción alguna en interior de sus núcleos.

La suspensión celular se incubó durante 45 minutos a 37°C con

agitación, con el fin de que las células se recuperasen del stress

producido durante el tratamiento con Ia colagenasa. Luego, Ia

preparación se centrifugó a 100 g durante 10 minutos; el pellet de células

obtenido se resuspendió en un volumen adecuado de medio de

incubación para ser utilizado en los diferentes estudios.

2.16 Preparación de células adrenocorticales de vaca
Se prepararon células a partir de corteza adrenal de vaca. Las

adrenales de vaca de animales sacrificados el día del experimento se

obtuvieron de un frigorificolocal y luego de ser desgrasadas, se cortaron

con un micrótomo capas de 500 um de espesor. La segunda capa se

trató con colagenasa como se indica en (146) para obtener una

preparación enriquecida en fasciculata. En los casos en que se quiso

obtener una preparación enriquecida en células de glomerulosa, se utilizó

la primera capa. El procedimiento de obtención de células dispersas fue

similar al descripto para la obtención de células de rata, sección 2.15, con

algunas diferencias en la composición de los medios y el tiempo de

tratamiento con colagenasa (45 minutos para glomerulosa y 40 minutos

para fasciculata).
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Medio de disgregación: Ham F12-Ca2+, 0.15% colagenasa; 0.03%

DNAsa; 0.5% BSA.

Medio de incubación: Ham F12-Caz+, 0.2% BSA.

2.17 Incubaciones con células dispersas para determinar
esteroides

A continuación se detallan los procedimientos básicos para llevar a

cabo las incubaciones con células dispersas, al cabo de las cuales se
cuantificaron esteroides.

La preparación se realizó a razón de 40.000 células por tubo

durante 60 minutos en un baño termostatizado a 37°C con agitación

constante. Cada tratamiento se efectuó por duplicado en tubos de Kahn

de polipropileno. Tanto las células como los agentes estimuladores se

agregaron a tiempo cero, llevando la preparación a un volumen final de

0.2 ml con medio de incubación.

Finalizada la incubación, los tubos se centrifugaron a 3000 x g

durante 20 minutos. Con esta velocidad de centrifugación se asegura la

ruptura de las células y la liberación al medio, de los esteroides de

localización intracelular. Los sobrenadantes obtenidos se congelaron a —

20°C hasta su utilización para la determinación de los esteroides por RIA.

2.17.1Drogas Ensayadas y sus concentraciones

ACTH: De acuerdo a los valores obtenidos de bibliografia

(163;164), 10'9 M de ACTH es la concentración que produce la máxima

respuesta en células adrenocorticales. En los experimentos realizados se

verificó este dato utilizando distintas concentraciones de ACTH.

MIX:Solución madre: se preparó una solución 3 mM en 20% de

DMSO en agua. La concentración utilizada en los experimentos fue 60

uM. Las células se preincubaron en presencia de MIX o medio (como

control) durante 15 minutos a 37°C.
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anti-CRD: Se utilizó una solución madre del anticuerpo en TBS (Tris

25mM, NaCI 9% p/v pH: 8), EDTA 1mM, Nonidet-40 0.05%, BSA 0.25%

comercial. Se preparó un vehícqu conteniendo todo excepto el

anticuerpo.

2.17.2 Aislamiento de LPPG

EI LPPG se purificó como se describe en (27) a partir de células de

T. cruzi del estadío epimastígote. Los residuos de galactofuranosa del

LPPG fueron selectivamente removidos mediante la hidrólisis con TFA

0.02 N durante 2 horas y media a 100°C (165). Las muestras se

evaporaron y Iavaron con agua hasta neutralidad. El [3H]-LPPGse obtuvo

a partir de cultivos de las formas epimastígote de T. cruzi cultivadas en

presencia de [3H]-ácidopalmitico (166).

2.17.3 Preparación de IPG de T.cruzi

Una cantidad apropiada de LPPG sin Galf se trató con PI-PLC de

Bacillus thun'ngiensís el mismo día del experimento, ver 2.30.1, y se

extrajo luego con éter para separar el lípido. Se realizó un blanco de

reactivos. Las fases acuosas se evaporaron bajo corriente de nitrógeno,

asegurando la eliminación completa de solvente. Las muestras se

concentraron en Savant y se resuspendieron en el medio de incubación,

para su adición a las células en suspensión.

2.17.4 Sobrenadantes como fuente de IPG

Los sobrenadantes provenientes de incubaciones con células

bovinas en los que se estimuló Ia liberación de FAL por ACTH se

utilizaron como fuente de IPG. Una fracción (1/2) del sobrenadante de un

ensayo se concentró en Savant y utilizóen ensayos en células de rata.
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2.18 Cuantificación de Esteroides

La técnica utilizada para cuantificar los esteroides aldosterona

(ALDO), corticosterona (B) y cortisol (F) fue el radioinmunoensayo (RIA)

(167-169).

En esta sección se detallan los pasos que se siguieron para

cuantificar los esteroides por RIA.

2.18.1 Protocolo general del RIAde esteroides

La reacción se llevó a cabo en tubos de Kahn de polipropileno, por

duplicado, en un volumen final de 0.2 ml de buffer borato de sodio 0.1 M,

de pH: 8, conteniendo 1 % de Ia fracción V de seroalbúmina bovina y 0.2

% de inmunoglobulina G. A este buffer se agregaron el anticuerpo

específico para el esteroide en cuestión; el esteroide a cuantificar

(distintas diluciones de las muestras) y el esteroide radioactivo o

marcador, 5000 dpm por ensayo aproximadamente. La cantidad del

anticuerpo anti-esteroide a agregar, se predeterminó en base al título del

mismo. Se utilizó Ia concentración de anticuerpo que produjo un 50 % de

unión especifica.

La determinación cuantitativa se realizó a través de una curva de

calibración. La reacción se llevó a cabo como se explicó arriba, excepto

que el agregado de las muestras se reemplazó por cantidades crecientes
de estándares del e'steroide a cuantificar.

La preparación de los estándares para construir la curva de

calibración se realizó mediante diferentes diluciones en buffer borato de

sodio 0.1 M de pH: 8, conteniendo 5% de etanol, a partir de una solución

madre.

El protocolo general consistió en pipetear 10ul del estándar o de la

muestra incógnita, luego se agregaron el esteroide marcador radioactivo

y el anticuerpo específico del esteroide a cuantificar, disueltos en el buffer

arriba descripto.
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En paralelo se incubó el [3H]-esteroide marcador en ausencia de

anticuerpo y de esteroide radioinerte para cuantificar Ia unión

inespecífica. La reacción transcurrió durante 16 horas a 4°C. Transcurrido

ese tiempo, la incubación se interrumpió por el agregado de 0.5 ml de

una solución fría de (NH4)2804 75% de saturación. Luego se

centrifugaron los tubos a 3000 g durante 20 minutos, en centrífuga

refrigerada (4°C). Las cuentas totales se calcularon a partir de los tubos

preparados de igual forma que para el conteo inespecífico pero sin

realizarla centrifugación de los mismos.

Los sobrenadantes obtenidos, que contenían el esteroide no unido

al anticuerpo, se volcaron a viales para el conteo de la radioactividad

presente en cada muestra. Para ello, los viales se llevaron a 2.5 ml con

solución centelleadora A, ver composición en Ia sección 2.34, y se

agitaron vigorosamente para facilitar la extracción del esteroide tritiado a

la fase orgánica. Finalmente, se contó Ia radioactividad en un contador de

centelleo líquido RackBeta.

A partir del valor de cpm de esteroide libre obtenido en cada

ensayo se calculó el valor de cpm de esteroide unido al anticuerpo. Cada

uno de los valores individuales de esteroide unido obtenidos, fue

convertido a masa de esteroide mediante la curva de calibración

realizada. A partir de Ia masa presente en la alícuota ensayada en el RIA,

se calculó Ia masa de esteroide producida en cada ensayo.

2.18.2 RIAde aldosterona

La curva de calibración abarcó un rango entre O y 100 pg. El

marcador [1,2-3H(n)]-aldosterona tenía una actividad específica: 52

Ci/mmol. Se utilizó un anticuerpo monoclonal obtenido a partir de un

hibridoma de ratón (167), siendo el título utilizado de 1/3000.
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2.18.3 RIAde corticosterona

La curva de calibración abarcó un rango entre 0 y 1000 pg. El

marcador [1,2-3H(n)]-corticosterona tenía una actividad específica: 50-60

Ci/mmol. Se utilizó un anticuerpo policlonal obtenido de suero de oveja

(168), siendo el títqu utilizado de 1/4000.

2.18.4 RIAde cortisol

En el caso particular del RIAde cortisol, la técnica se puso a punto

en el laboratorio utilizando anticuerpos específicos. La curva de

calibración abarcó un rango entre 0 y 1000 pg. El marcador [1,2-3H(n)]­

cortisol tenía una actividad específica: 45 Ci/mmol. Se utilizó un

anticuerpo policlonal obtenido de suero de oveja (169), siendo el titulo

utilizado de 1/100.000.

2.19 Incubaciones con células adrenocorticales para
determinar la liberación de FAL

El protocolo de incubación con células dispersas descripto para

determinar esteroides se modificó en estos ensayos, en los que se

analizó la liberación de FAL o de ceramida al medio extracelular. A

continuación se detallan las variantes realizadas a este procedimiento

básico.

Se incubaron 200.000 células por tubo, con los agregados que

se indican en cada caso, en un volumen final de 0.2 ml de medio de

incubación durante 1 a 8 minutos en un baño termostatizado a 37°C con

agitación constante. Cada tratamiento se efectuó por duplicado en tubos

de Kahn de polipropileno.

Finalizada la incubación, los tubos se centrifugaron a 100 x g

durante 10 minutos, con esta velocidad de centrifugación se asegura la
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integridad de las células. Los sobrenadantes obtenidos se congelaron a ­

20°C hasta su utilización para la determinaciones de FAL, ver sección

2.12. Una unidad enzimática equivale a la cantidad de enzima que

produce un aumento de absorbancia de 1 por minuto.

2.19.1Drogas Ensayadas y sus concentraciones

Toxina de Pertussis: Se resuspendió en HamF12 y la concentración

utilizada fue 10 ug/ml. Las células se preincubaron en presencia de

Toxina de Pertussis o de medio (como control) durante 1 hora a 37°C.

GTva-S: Se utilizó en concentración de 10 uM. En este caso, se

utilizaronpreparaciones de membranas adrenocorticales.

Inhibidores de proteasas: PMSF, 1mM; Leupeptina, 10ug/ml;

Aprotinina, 1 ug/ml.

2.20 Incubaciones con células dispersas para determinar

la liberación de lípidos a partir de 3H-LPPG
Se incubaron células adrenocorticales de rata en Ham F-12/Ca

con 12000 cpm de 3H-LPPG en presencia o ausencia de ACTH 1nM, a

37°C durante 8 minutos. Se detuvo la incubación agregando 0.5 ml de

2+

éter; luego de agitar y centrifugar, se separó la fase orgánica. Se repitió

la extracción dos veces y se juntaron las fases etéreas. Las fases

acuosas se extrajeron a continuación con cloroformo:metanol:HCI 12M

10:10:01 v/v.

Las fases etéreas fueron analizadas por TLC usando el sistema

hexanozisopropanol (93:7, v/v). Se rasparon bandas de 1 cm y, luego de

eluir los compuestos de la sílica, se contó la radioactividad. Se evaluó la

presencia de ceramida por aparición de un pico de radioactividad que

migrara igual que el estándar.
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Las fases clorofórmicas se analizaron por TLC en

cloroformo:metanolzacético (6521525, v/v), utilizando un estándar de

ceramida fosfato.

2.20.1Preparación del estándar de Ceramida Fosfato

Se utilizó esfingomielina comercial -Chicken Egg Yolk- (Sigma S­

0756). 1,8 mg se resuspendieron en buffer Tris/HCI 20mM, pH 7.5,

conteniendo 0.1M CaCIz, se disgregaron en baño de sonicación y se

hidrolizaron con 100 unidades de fosfolipasa D de Streptomyces

chromofuscus en presencia de 0,2% de éter durante 2 horas. La

incubación se terminó por el agregado de 200 ul de HCI 1N y el producto

se extrajo con cloroformozmetanokHCI (10:10:0,1 v/v).
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- Estudios de inositolfosfolípidos y GPI en S.

pombe

2.21 Cultivo de levaduras

Se trabajó con una cepa pura de S. pombe (FRR 2172) provista por

la Cátedra de Microbiología Industrial de la Facultad de Ingeniería

(U.B.A.).

Se tomaron inóculos a partir de cultivos stock mantenidos en Agar

Sabouraud (Merck Quimica Argentina S.A.) y se suspendieron en 100 ml

de medio de cultivo líquido estéril en Erlenmeyers de 250 ml (Medio

Sintético Completo, SD), para obtener una concentración inicial de 104

células por mililitro. Los medios ¡noculados se incubaron con agitación

rotatoria a 28°C hasta alcanzar el crecimiento exponencial.

Se determinó la densidad óptica a 600 nm de diluciones de la

suspensión celular utilizando una cuveta de 1 cm. Se define la unidad,

D.O.600 que equivale a 1-2.5 x 107 células.

2.22 Incorporación de ácido [9,10(n)-3H]-palmítico

Las células en crecimiento exponencial en medio sintético

completo, se centrifugaron y resuspendieron hasta 1 00.600 por ml de

medio mínimo, se agregaron 250 ul de [9,10-3H] ácido palmítico (54

Ci/mmol; 40-60 pCi/ml) (149). Las ¡ncubaciones se mantuvieron a 28°C,

en agitación durante 18 horas. AI finalizar Ia incorporación se verificó la

viabilidad celular mediante observación microscópica. La marcación se

interrumpió por el agregado de una solución fría de NaF y NaN3 para

alcanzar una concentración final de 10 mM. La preparación celular se

centrifugó a 5500 rpm (3000 x g) en centrífuga refrigerada, descartando

los sobrenadantes. La preparación precipitada se Iavó dos veces

agregando la solución fría de NaF y NaN3 10 mM final.
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2.23 Extracción de proteínas de levaduras
Las células se resuspendieron en una mezcla de

clorofonnozmetanol (1:1) de forma de tener en la preparación una

proporción de cloroformo:metanol:agua 10:10:3 en volúmen y se

rompieron vortexeando con bolitas de vidrio. Luego de separar las bolitas

de vidrio, las proteínas y restos de la pared celular se sedimentaron a

10000 x g durante 5 minutos. Los lípidos se extrajeron del precipitado de

proteínas 2 veces más con cloroforrno: metanol: agua (10:10:3, v/v). El

precipitado de proteína se secó para su posterior análisis.

En el caso del precipitado proveniente de cultivos radioactivos, se

contó la radioactividad presente en una alícuota por resuspensión en la

solución centelleadora B, ver sección 2.34.

2.24 Extracción de lípidos de levaduras
Los lípidos se extrajeron con diferentes solventes orgánicos

destilados.

El material de vidrio utilizado en estos estudios fue previamente

lavados con ácido nítrico 3 M.

Los extractos de solventes orgánicos obtenidos durante la

separación de proteínas que se indicó en Ia sección anterior, se juntaron

y llevaron a seco bajo presión reducida. Para estudiar la presencia de

GPI en estos extractos se realizaron distintos tipos de hidrólisis,

enzimáticas o químicas, y se analizó Ia naturaleza de los compuestos

liberados usando cromatografía en placa (TLC, RPTLC) y cromatografía

gaseosa.

En el caso de los extractos provenientes de cultivos radioactivos,

se contó la radioactividad presente en una alícuota por resuspensión en

Ia solución centelleadora A, ver sección 2.34.
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2.25 Desaminación y Reducción con NaBH4

Una alícuota de la fracción Ao obtenida luego de extraer con

butanol al extracto clorofórmico proveniente del cultivo radioinerte de

levaduras se llevó a seco. El residuo se disolvió en buffer acetato de

sodio 50 mM pH: 3.9 al que se agregó NaN02 para alcanzar la

concentración final de 0.5M y se incubó la solución 3 horas a temperatura

ambiente. Finalizada la incubación se alcalinizó la solución hasta pH: 6.5

con una solución de ácido bórico 0.2 M / NaOH 0.1 M (5:9) y se

extrajeron con butanol los lípidos liberados por el tratamiento.

2.26 Cromatografía en Capa Delgada (TLC)

2.26.1 Cromatografía de adsorción

En todos los casos se utilizó la técnica ascendente en placas de

sílica gel de 60 Á (Merck 0,25 mm) sobre soporte de vidrio o de aluminio

(Merck 0,2mm) utilizando los siguientes solventes de desarrollo:

(A) cloroformo/metanol/agua (1021023v/v);

(B) cloroformo/metanol/2.5M NH4OH (15:10:2, v/v);

(C) cloroformo/metanol (38:3, v/v);

(D) cloroformo/metanol/2.5M NH4OH (4021021,v/v);

(E) hexano: acetato de etilo (2:1, v/v);

(F) hexano: acetato de etilo (4:1, v/v);

(G) hexano: 2-propanol (92:8, v/v);

(H) hexano: 2-propanol (93:7, v/v);

(l) cloroformozmetanol:acético (65:15:5, v/v).
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2.26.2 Cromatografía en fase reversa

En todos los casos se utilizaron placas RP-18 F2545 (Merck),

sobre soporte de aluminio, utilizando los siguientes solventes de

desarrollo:

- (FA): acetonitrilozácido acético (1:1) para los ácidos grasos metilados

(170)

- (FB) cloroformo/metanoI/agua (20:40:05 v/v).

2.26.3Cuantificación de las muestras radioactivas

Luego de realizada la fluorografïa, se raspó la sílica por

comparación de la placa delgada con la placa fotográfica. Los

compuestos radioactivos se eluyeron con mezclas de cloroformozmetanol.

La radioactividad eluída se determinó mediante el conteo de una alícuota

suspendida en Ia solución centelleadora correspondiente.

2.27 Cromatografía en resinas de intercambio iónico
mixtas

Tándem: 1)AG50 X12 (H+); 2) AG3 X4 (OH'); 3) QAE(OH').

Las muestras se cromatografiaron en una columna que contenía las

tres resinas en secuencia, en el orden anteriormente señalado, 100-200

mesh (Bio-Rad). Se eluyó sucesivamente con agua (3 volúmenes) y ácido

clorhídrico (2 volúmenes) y se contó la radioactividad en una alícuota.

2.28 Cromatografía Gas-Líquido (CGL)

Se realizó en un cromatógrafo gaseoso Hewlett-Packard 5890,

equipado con un detector de ignición de llama y un integrador Hewlett­

Packard 3395, utilizando nitrógeno como gas conductor a 42 Psi; presión

de hidrógeno, 20 Psi; presión de aire. 40 Psi.
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2.28.1 Análisis de los derivados metilados de los ácidos grasos
Condición l:

Se utilizó una columna capilar HP-Innowax (I) de 0.2 mm x 50 m,

con el siguiente programa:

Temperatura inicial, 150°C; Temperatura final, 240°C; gradiente de

Temperatura entre 150°C y 240 °C con incrementos de 8 °C por minuto.

Temperatura del injector: 200 °C.

Temperatura del detector: 250 °C.

Los ácidos grasos se identificaron por los tiempos de retención de

sus derivados metilados, en comparación con testigos comerciales de

metil ésteres de ácidos grasos comerciales saturados e insaturados

(Sigma).

2.28.2 Condición II

Se utilizó una columna capilar HP-UItra-2 (U) de 0.2 mm x 50 m,

con el siguiente programa:

Temperatura inicial, 180°C; Temperatura final, 250°C; gradiente de

Temperatura entre 180 y 250 °C con incrementos de 3 °C por minuto.

Temperatura del injector: 200 °C.

Temperatura del detector: 250 °C.

Los ácidos grasos se identificaron por los tiempos de retención de

sus derivados metilados, en comparación con testigos comerciales de

metil ésteres de ácidos grasos comerciales saturados e insaturados

(Sigma).
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2.29 Métodos de Revelado

2.29.1 Detección por fluorografia para las muestras radioactivas

Finalizada la corrida se evaporó el exceso de solvente y se

rociaron las placas con EN3HANCE (New England Nuclear), y se

expusieron a placas fotográficas (Kodak-X-Omat AR) en la oscuridad,

manteniéndolas a -70°C durante 7 a 45 días, dependiendo de la cantidad

de muestra radioactiva sembrada. Para el revelado, las placas

fotográficas se sumergieron durante 2-3 min a temperatura ambiente y en

la oscuridad, sucesivamente en:

1.Solución de revelador (Metol, 2,2 g; Na2803 72 g; hidroquinona, 8,8 g;

Na2CO3 (anh.) 48 g; en 1 litro de agua destilada)

2. Solución de lavado (ácido acético glacial 2% en agua)

3. Solución de fijador (se utilizó una dilución 1:4 del fijador comercial ultra

rápido Romfix, Romek)

2.29.2Reveladores universales

- Vapores de ¡odo

- Reactivo de cerio: Los testigos y los compuestos a analizar fueron

detectados vaporizando con el revelador Mo/Ce, el cual contiene H2804

10%; (NH4)5M07024.4H20 0,04M; Ce(SO4)2 3 mM. Las placas se

calentaron a 200 °C hasta la aparición de manchas de color azul.

- Ninhidrina: Las placas se rociaron con solución de ninhidrina 0,25 % p/v

en acetona, conteniendo 0,01% de piridina (171). Las placas se

calentaron a 100°C 10 minutos. Los compuestos aminados presentan una

coloración púrpura.

- Orcinol-Acido Sulfúrico: Las placas se rociaron con el reactivo de

Orcinol que contiene 200 mg de orcinol en 100 ml de H2804 75% (v/v)

preparado en el día y se calentaron a 100°C 15 minutos. Los glicolípidos

presentan una coloración violeta (172).



2.30 Hidrólisis Enzimáticas

2.30.1 Tratamiento con PI-PLCde Bacillus thuringiensis

Las muestras se disolvieron en 50ul de buffer Tris/HCI 50mM, pH

7.4, conteniendo 0.1 % de ácido deoxicólico y se incubaron con 0.35 U de

PI-PLC de Bacillus thun'ngíensís (Oxford GIyooSystems) durante 90

minutos a 37°C. Los lípidos liberados se extrajeron con butanol (4 x 0.5

ml). Se realizó un blanco de reacción en ausencia de enzima.

2.30.2 Tratamiento con PI-PLCde Bacillus cereus

Las muestras se disolvieron en 200ul de buffer Tris/HCI 10mM, pH 7.4,

conteniendo 144mM NaCI, 0.01 % Tritón X-100 y se incubaron con 0.1 U

de PI-PLC de Bacillus cereus (Sigma) durante toda la noche a 37°C. Los

lípidos liberados se extrajeron con butanol (4 x 0.5 ml). Se realizó un

blanco de reacción en ausencia de enzima.

2.30.3 Tratamiento con GPI-PLD

Las muestras se disolvieron en 100ul de buffer Tris/HCI 20mM, pH

7.5, conteniendo 0.1M CaCI2, 0.008 % Tritón X-100 y se incubaron con 1

U de GPI-PLD comercial (Boehringer Manheim) durante 1 h a 37°C (173).

Los lípidos liberados se extrajeron con CHCI3:CH3OH:12M HCI

(10:10:01, v/v), (4 x 0.5 ml) según informes previos (174) para Ia

extracción de ceramida fosfato. Se realizó un blanco de reacción en

ausencia de enzima.

2.30.4 Tratamiento con PLA2

Las muestras correspondientes a los IPLs, radioactivos o no

marcados, purificados de S. pombe (150.000 cpm en el caso de las

muestras radioactivas), disueltas en cloroformozmetanol, se llevaron a
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seco bajo corriente de N2 y se resuspendieron en buffer Tris/HCI 100mM,

pH 7.4 conteniendo 0.1 % de ácido deoxicólico, 0,5 M CaCI2 en un

volumen final de 100 ul. Se agregaron 25 U de fosfolipasa A2 de veneno

de Crotalus adamanteus (Sigma), durante 4 horas a 37 °C o ninguna

adición para los blancos de reacción. La incubación fue terminada por Ia

adición de ácido acético 0,1 M, y los productos formados en la reacción

se extrajeron cuatro veces con butanol saturado en agua. Las fases

butanólicas combinadas se llevaron a seco bajo corriente de N2 para su

posterior análisis (175).

2.30.6 Tratamiento con Proteasa

La muestra se incubó con proteasa comercial de Streptomyces

gn'seus (Sigma P-5147) durante 6 horas a 37°C y luego se extrajeron con

butanol los péptidos modificados con Iipido.

2.30.6 Tratamiento con esfingomielinasa

Los compuestos marcados con ácido palmítico radioactivo (20 x

103 cpm) que presentaban movilidad similar a un testigo de

esfingomielina, fueron tratados con 1U de esfingomielinasa de

Streptomyces sp. (Sigma, 21 U/mg, 51 U/mg de proteina) en buffer

Tris/HCI 50mM, pH 7.4 en presencia de 0.1 % de ácido deoxicólico. La

reacción se dejó proceder por 3 horas a 37°C, bajo agitación vigorosa. Se

realizó un blanco de reacción sometiendo a las mismas condiciones una

muestra idéntica en ausencia de la enzima. La actividad de la misma se

verificó con un testigo de esfingomielina de cerebro bovino. Las mezclas

de reacción se extrajeron con cloroformozmetanol (2:1) y se intentó la

detección de ceramida por TLC en el solvente H.
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2.31 Hidrólisis químicas y otras reacciones

2.31.1 Hidrólisis alcalina en condiciones de saponlficación

Las muestras se trataron con NaOH 0,1 M en etanol 90% v/v

durante 1 hora a 37°C. La mezcla de reacción se neutralizó con HCI

diluido y se llevó a seco. Los lípidos se extrajeron con tolueno o éter

etílico tres veces.

2.31.2 Hidrólisis alcalina fuerte

Se realizó en tubos cerrados de Teflón, pre-lavados con butanol­

agua. Las muestras se resuspendieron en butanol, se pasaron al tubo de

Teflón y se evaporaron bajo atmósfera de N2. Se agregó 1 ml de NaOH 1

My se incubó durante 24 horas a 100°C en el tubo cerrado. La mezcla de

reacción se neutralizó con HCI 2M y los lípidos se extrajeron con acetato

de etilo (166). En estas condiciones se hidroliza ceramida.

2.31.3Preparación de derivados metilados de ácidos grasos

Las muestras se llevaron a seco y se disolvieron en 0,5-1 ml de

tolueno seco. Se agregó un volumen igual de BF3 14% en metanol

(Merck) bajo atmósfera de nitrógeno. La mezcla de reacción se calentó

en tubo cerrado a 80°C durante 45 minutos. Luego de enfriar y agregar

agua, se centrifugó y se separó la fase superior. La fase inferior se

extrajo con tolueno tres veces y el conjunto estas fases se concentraron

con nitrógeno (176).
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2.31.4 Metanólisis

Se realizaron en tubo cerrado con 1 ml de solución de HCI

12M/metanoI/agua (3:29z4, v/v) durante 18 horas a 70-78 °C (177). Se

evaporó el ácido a presión reducida con agregados de agua y metanol.

Las muestras hidrolizadas se llevaron a seco bajo presión reducida, se

Iavaron con agua hasta neutralidad y se extrajeron con acetato de etilo.

Se analizaron las bases esfingosínicas o el alquilglicerol en TLC

utilizando el solvente C. Los metil ésteres de los ácidos grasos se

analizaron en RPTLC con el solvente E.

2.32 Hidrogenación catalítica
Los metil ésteres de los ácidos grasos radioactivos provenientes de

cada uno de los compuestos estudiados se sometieron a condiciones de

hidrogenación a fin de determinar la existencia de insaturaciones. 1-2 mg

del reactivo de Pd sobre carbón activado (Aldrich,contenido de Pd 10%)

se agregaron sobre las muestras disueltas en acetato de etilo (0,5ml), en

tubos de hemólisis, que se sometieron a una presión de H2 de 3 atm

durante 4-5 h a temperatura ambiente con agitación. En todos los casos,

se utilizó una muestra del metil éster del ácido Iinoleico (C1822) como

control de la reacción.
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2.33 Equipamiento Utilizado
-Las determinaciones de radioactividad se realizaron en un contador de

centelleo líquido modelo 1214 RackBeta (Wallac).

-Las evaporaciones de solvente se llevaron a cabo a presión reducida en

evaporador rotatorio o bajo corriente de nitrógeno, en los casos en que se

disponía de pequeños volúmenes (hasta 0.5 ml).

-Las centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas: Sorvall

con rotor 8834 o GSA. o sin refrigerar (Presvac); o en microcentrífuga no

refrigerada Microfuge 12 (Beckman).

—Se utilizóun evaporador de fracciones rotatorio Speed Vac Concentrator

SVC-100 (Savant) y un Iiofilizador Freeze Mobile 6 (Virtis).

-Las electroforesis en minigeles se realizaron en Mini-Protean Il

Electroforesis Cell (BioRad) y las transferencias semi-húmedas de Trans­

Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad).

-Los homogenatos de corteza adrenal se realizaron utilizando un

homogeneizador mecánico Ultraturrax.

-Las levaduras se disgregaron mecánicamente utilizando bolitas de vidrio

(Sigma G-9268) ó por ultrasonido utilizando un sonicador: ‘Microtip Cell

Disruptor —Heat Systems —Ultrasonics, Inc. Modelo W-220F.

-Las incubaciones a temperatura controlada fueron realizadas en un baño

termostático.

- Para las cromatografías se utilizó un colector automático de fracciones

modelo Frac-200 (Pharmacia LKB)

- Se utilizó un hidrogenador PARR Instrument Company, lnc (presión

máxima 60 psi, 4 atm).
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2.34 Soluciones Centelleadoras

A- Para muestras no acuosas: PPO (2,3-difeniloxazol), 4g; DMPOPOP

(1,4-bis[4-metiI-5-feniI-2-oxazolil]benceno), 0.1g; tolueno 1|.

B- Para muestras acuosas: PPO, 4g; DMPOPOP 40 mg; Tritón X-1OOo

Arcopal X-100, 250 ml; tolueno 750 ml.
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Capítqu 3. Estudios de anclas de GPIen corteza
adrenal

3.1 Purificación de Fosfatasa Alcalina anclada

por GPIde corteza adrenal bovina

La presencia de gIicosilfosfatidilinositol (GPI) en corteza adrenal

fue informada por primera vez por Igarashi y Chambaz (145), quienes

han sugerido que la concentración de estos compuestos esta regulada

por la presencia de suero en el medio de incubación, probablemente

debido a factores de crecimiento. Más tarde, resultados de nuestro

laboratorio mostraron la existencia, en células de glomerulosa adrenal

de vaca, de un GPl cuya hidrólisis es estimulada por ACTH (146).

Con estos antecedentes resultaba interesante aislar y caracterizar

el GPI presente en la corteza de adrenales bovinas. Se ha encontrado

en este tejido actividad de fosfatasa alcalina (FAL),que es una enzima

anclada por GPI a la membrana plasmática de varios tipos celulares.

Se han identificado isoenzimas en plasma humano que se originan en

al menos cuatro tejidos: hígado, hueso, placenta e intestino (178). FAL

es una de las proteínas más estudiadas para dilucidar el mecanismo

de la incorporación de GPI en las proteínas ancladas por este lípido

(98;179;180). Sin embargo la estructura del GPI de FAL no había sido

determinada al comenzar estos estudios y hasta el presente sólo se

conoce la estructura completa del ancla de FAL purificada de placenta

(13).

Resultó interesante, para abordar el estudio de GPI en adrenal,

purificar FAL anclada. Para ello se tomaron en cuenta las

purificaciones de esta enzima a partir de otros tejidos (178;181).



Resultados y Discusión 72

3.1.1 Purificación de FALanclada

Protocolo 1

Se prepararon homogenatos a partir de corteza de adrenales

bovinas. Estos homogenatos se extrajeron con butanol y la fase

acuosa resultante se cromatografió en columna de Octil-Sepharosa

eluyendo con un gradiente lineal de propanol (5-70%). La actividad de

FALse recuperó en dos picos: uno que no es retenido por la columna

(pico I) y otro que eluye con 40% de propanol (pico Il), lo que indicaba

diferencias en la hidrofobicidad de ambos, Figura 14.

OCTYL-SEPHAROSA

Abs/min m5¡mt

o » 4 r - ¡—
o 10 20 30 4o 50 60 7o eo 90100110120130140

Fracción

*‘Actlvldad 1erProteinas +% propano!

Figura 14. Perfil de elución de FALy de proteinas totales en Octil-Sepharosa.
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Las proteínas ancladas por GPI, como la FAL,están presentes en

la membrana celular y pueden ser liberadas al medio por acción de una

fosfolipasa C o D. Es decir que estas proteínas pueden hallarse de dos

formas: una, anclada a membrana con GPI y otra, libre en la que se ha

perdido la porción Iipídica (diacilglicerol o ácido fosfatídico según sea

hidrolizada por fosfolipasa C o D respectivamente) pero conserva el

inositolglicano.

El Tritón X-114 es un detergente no iónico que se utiliza para

separar compuestos anfifílicosde aquellos que no lo son. Este detergente

forma una única fase a O°C y luego de 10 minutos de incubación a 37°C

se separan dos fases, Ia fase inferiorrica en detergente que es donde se

encuentran los compuestos anfifílicos y la fase supen’orque contiene los

compuestos hidrofílicos(161). Se ha visto que las moléculas que poseen

un ancla de GPI son retenidas en la fase rica en detergente mientras que,

luego del tratamiento de estas moléculas con fosfolipasa C, las mismas

pasan a la fase acuosa superior (182).

Para evaluar Ia presencia de FAL anclada y libre en cada uno de

los picos eluídos de la Octil-Sepharosa, una alícuota de los mismos se

trató con Tritón X-114 según se indica en métodos. Como puede verse en

la Tabla Ill, se encontró que el pico l que no es retenido por la Octil­

Sepharosa estaba muy enriquecido en FALlibre, en cambio, el pico Ilque

era retenido por Ia columna tenía la mayor proporción de FALanclada.
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Tabla III.Determinación de la relación entre Fosfatasa Alcalina libre

y anclada en los picos eluídos de Octil-Sepharosa con Tritón X-114.

Fracción Actividaddetergente/Actividad acuoso

Pico l OCTIL-S 0.09

Pico II OCTIL-S 1.40

Se ha informado (181) que luego de una cromatografia en Octil­

Sepharosa de una preparación pura de FAL de mucosa intestinal, se

obtuvieron cinco picos: un pico que no es retenido por la columna que

corresponde a FAL libre y cuatro picos diferencialmente retenidos. Para

FAL de corteza adrenal, se encontró un único pico retenido, que

corresponde a un 15% de la actividad que no interactúa con la Octil­

Sepharosa y que coeluye con Ia mayoría de las proteínas de la muestra

original.

Aunque se tenia muy poca cantidad de material en el pico lI se

quiso ver si con un paso más de purificación se lograba Ia purificación a

homogeneidad. Se sembró el pico ll en una columna de Q-Sepharosa

obteniéndose un pico con actividad de FAL que eluye alrededor de

250mM de NaCl (Figura 15) y presenta 7 bandas en PAGE-SDS por

tinción con plata. No se detectaron bandas en tinción con Coomasie dada

la escasez del material.
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Figura 15. Perfil de elución de FALy de proteínas totales en Q-Sepharosa.

Como puede verse en el cuadro de purificación l (Esquema 1 y

Tabla IV)esta fracción eluída de Ia Q-Sepharosa tenía muy baja proteína

y actividad para seguir Ia purificación. De acuerdo a estos resultados, Ia

OctiI-Sepharosa no resultó un paso conveniente para empezar la

purificación.

Esquema 1.

Protocolo l de Purificación

Homogenato

Extracción con butano]

Cromatografia en OctiI-Sepharosa

Pico ll de elución en Octil-Sepharosa

Cromatografia en Q-Sepharosa

Electroforcsis



Resultados y Discusión 76

Tabla IV. Cuadro de Purificación: Protocolo 1.

Fracción Proteína U.tot. Act.Esp. Purif. %
total (mg) (UAbs/min x (UAbs/min x Recuperación

m9) m9 PFOÍ)

Fase acuosa de 22.00 170.0 7.7 1 100
Extracción con
butanol

Octil-Sep pico I 9.45 109.0 11.5 1.5 64

Octil-Sep pico II 0.45 16.0 32.8 4 9.4

Q-Sep pico Il 0.04 7.5 203.0 28 4.4

3.1.2 Purificación de Fosfatasa Alcalina anclada:

Protocolo 2

Para diseñar un nuevo esquema de purificación, teniendo en

cuenta trabajos anteriores en los que se aisia FAL de otros tejidos

(13;178;183;184), se utilizaron columnas de Concanavalina A-Sepharosa

y Q-Sepharosa. Se determinaron las capacidades de ambas columnas, y

se decidió realizar primero una cromatografia en Concanavalina A­

Sepharosa, debido a que la cantidad de muestra que se puede sembrar

es bastante mayor. Se eluyó la FAL con a-metiI-glucopiranósido 4M

indicando la presencia de estructuras N-glicosídicas específicas (185) en

Ia FAL de corteza adrenal bovina (Figura 16). La fracción de FAL que

coeluyó con la mayor parte de las proteínas no retenidas por la Iectina fue
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descartada. Si bien esta fracción era importante, la posibilidad de

procesar mayor cantidad de muestra por esta columna hizo que este paso

fuera conveniente como primera cromatografía en Ia purificación. No se

eluyó actividad de FALcon a-metiI-manopiranósido indicando la ausencia

de otros tipos de estructuras N-glicosiladas conocidas (185).

CONCANAVALINA-A-SEPHAROSA

Abs/min mg prot

¿ Lavado ¿ Glucósldo t Manósldo < 20

-- 18

16
14

v 12

10
- 8

12­

6

4

2

0
16 18 20 22 24

Fracción

i Actividad 1*Proteínas
Figura 16. Perfil de elución de FALy proteínas totales en Concanavalina A­

Sepharosa.

El pico eluído con a-metil-glucopiranósido fue sembrado a

continuación en una columna de Q-Sepharosa. La actividad de FAL se

recuperó eluyendo con una concentración de NaCI de 250mM con un

perfil muy similar al que se mostró en la figura 15.
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Se analizaron las fracciones de los distintos pasos de purificación

sembrando cantidades similares de proteina en electroforesis

desnaturalizante y revelado con reactivo de Coomasie (Figura 17). La

calle 1, correspondiente al homogenato, presenta una tinción intensa y no

permite resolver bandas debido a que contiene una gran variedad de

proteinas. En cambio, la muestra eluida de la columna de Concanavalina

A-Sepharosa (callc 3) permite visualizar bandas resueltas. El pico eluído

de la Q-Sepharosa (calle 4) presentó menos bandas que en la calle 3,

consistente con la purificación debida al intercambio iónico, que se

analiza en el Esquema 2 y la Tabla V.

t.” FJ (JJ 4;.

Figura 17. Análisis de las fracciones obtenidas siguiendo el protocolo 2 de

purificación de FALpor electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante

revelado por tinción con Coomasie.

Callezt, homogenato; 2, estandar de albúmina; 3', pico de FAL eluído de la

concanavalina A-Sepharosa; 4, pico de FALeluído de la Q-Sepharosa.
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Esquema 2.

Protocolo 2 de Purificación

Homo enato

Extracción con butano]

Cromatografia en Concanavalina A-Sepharosa

Pico de elución con a-metil glucósido

Cromatografia en Q-Sepharosa

Electroforesis

Tabla V. Cuadro de Purificación: Protocolo 2.

Fracción Proteína U.tot. Act.Esp. Purif. %
total (mg) (UAbs/min x (UAbs/min x Recupera

mg) mg prot) ción

Homogenato 623.5 557.0 0.8 1 100

Fase acuosa de 144.0 307.0 2.1 2.7 55
extracción con butanol

Concanavalina A- 4.4 83.0 18.9 23.6 15
Sepharosa.

Q-Sepharosa 0.26 40.0 153.8 192.3 7.2

El peso molecular de la subunidad de FAL de distintos tejidos

oscila entre 60-70 kDa de acuerdo a la bibliografia (179;181;186). Por

ello se utilizó, en las corridas electroforéticas. una seroalbúmina bovina
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comercial (Sigma) cuyo PM es de 67 kDa como estándar, y se

encontraron bandas, que comigraron con dicho estándar, en las

fracciones enriquecidas en FAL.

Para evaluar si estas bandas correspondían a FAL, se utilizaron

anticuerpos contra la fosfatasa alcalina de intestino y de placenta que son

isoenzimas tejido específicas (184), para ver si alguno de ellos

presentaba reacción cruzada con la FAL presente en la corteza adrenal
bovina.

Primeramente, la fracción acuosa obtenida luego de la extracción

butanólica del homogenato (Tabla V) se analizó por inmunoprecipitación

con estos anticuerpos utilizando proteína A-Sepharosa. En ambos casos

la actividad de FALquedó en el sobrenadante, es decir que ninguno de

estos anticuerpos fue capaz de inmunoprecipitar la FAL de esta

preparación.

Por otro lado, las mismas muestras se analizaron por "western blot"

utilizando los anticuerpos contra FALde placenta y de intestino.

Se encontró que los anticuerpos contra FAL de placenta

reconocieron una proteína de 67 kDa y no presentaron reacción cruzada

con bandas proteicas de otros tamaños, Figura 18. En cambio, los

anticuerpos contra FALde intestino, no reconocieron ninguna proteína del

tamaño esperado (67KDa) pero aparecieron bandas de menor peso
molecular.

Por lo tanto, el peso molecular de la banda que se obtuvo en

“western blot", con los anticuerpos anti-FAL de placenta, coincide con el

informado en la bibliografía para las distintas isoenzimas de FAL.

Aparentemente, este anticuerpo sólo reconoce FAL desnaturalizada de

corteza adrenal bovina, pues no inmunoprecipitó a la enzima nativa.



Resultados y Discusión 81

—200kDa

—- 97kDa
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Figura 18. Análisis de la fase acuosa proveniente de homogenatos de corteza

adrenal (ver esquema 2) por “Western Blot" utilizando anticuerpos específicos

para las isoenzimas de FALde intestino y de placenta.

Para continuar la purificación de FAL, se compararon los 2

procedimientos alternativos (Tablas IV y V), la fracción eluída de Ia Q­

Sepharosa (Esquema 2) tiene más cantidad de material que el obtenido

al final siguiendo el esquema I de purificación. Esta situación permitió

seguir purificando Ia fracción eluída de la Q-Sepharosa (esquema 2)

mediante otras cromatografías con el fin de purificar FAL a

homogeneidad.

Se continuó la purificación utilizando un equipo de FPLC. Primero

se realizó un tamizaje molecular en columna de Superosa-6 y el pico con

actividad de FAL se sembró a continuación en una columna de Mono-Q.

El pico de FAL se eluyó con 300 mM de NaCl.

Cuando se realizó una electroforesis de esta muestra en PAGE­

SDS se encontraron 2 bandas principales por tinción con plata; una de
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ellas con PM = 67kDa aproximadamente, que de acuerdo a los resultados

obtenidos en el “western blot" sería el PM de FALde adrenal.

En conclusión, se han evaluado dos esquemas alternativos de

purificación de una enzima anclada por GPI, la fosfatasa alcalina, y se ha

elegido el más conveniente. Se ha obtenido una fracción de FAL

altamente purificada. Para llegar a homogeneidad se requeriría algún

paso adicional. La cantidad de muestra obtenida no fue suficiente para

estudiar la estructura del ancla de FAL. Por ello, se decidió buscar otras

estrategias para purificar GPI de adrenal. De todos modos, la muestra de

FAL purificada, se utilizó como fuente de GPI de adrenal (GPI-A) en

ensayos de transducción de señales, como se verá en el capítulo 5.4.
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3.2 Aislamiento de proteínas ancladas por GPI

3.2.1 “Western Blot” con anticuerpos específicos
de IPG

Con el fin de estudiar las proteínas ancladas por GPI en corteza

adrenal, se realizó un “western blot"con anticuerpos que reconocen lPG.

Fue necesario tratar las muestras con fosfatidilinositolfosfolipasa C

(PI-PLC) que es capaz de hidrolizar GPI liberando DAG por un lado y la

proteína con inositolfosfoglicano (IPG) por el otro (Figura 19).

HO HO
OH Pl-PLC O H

H0 OH ’ HO + UPmo
0 o

I'o—P=o
O-LIPIDO

Figura 19. Hidrólisis de ¡nositol fosfolípidos por PI-PLC.

Dado que se comercializan anticuerpos que reconocen IPG, anti­

CRD (Figura 20), se puso a punto el “western blot" utilizando estos

anticuerpos, con el fin de identificara las proteínas ancladas.

Figura 20. Reconocimiento de IPG por anti-CRD.
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Se utilizó, como control positivo del “western blot", la proteína VSG

(variant surface glycoprotein) purificada de Trypanosoma brucei

comercial. La VSGs (forma soluble, con IPG) presentó una única banda

que tiene el PM informado para esta proteína (80).

Se trató la muestra (homogenato de adrenal) con una PI-PLC de

Bacillus cereus, ver sección 2.30.2. En paralelo, se trató con Pl-PLC la

VSGm (forma de membrana con el glicolípido completo, GPI) como

control del tratamiento con fosfolipasa.

Se encontró la banda proveniente de VSGm hidrolizada por Pl-PLC

pero ninguna banda en Ia muestra. Esto podía deberse a que el material

sembrado no contuviese suficiente cantidad de las proteínas ancladas

como para ser detectadas, ya que al revelar la nitrocelulosa con el

colorante rojo ponceau aparecían bandas proteicas muy tenues en la

calle del homogenato, por Io que se pensó realizar algunas

modificaciones:

i) se aumentó la cantidad de muestra sembrada, por concentración de las

mismas y utilizando dispositivos (peines y separadores de mayor

espesor) que permiten sembrar mayores volúmenes en los geles;

ii) teniendo en cuenta un trabajo reciente (80), se realizaron otras

variaciones en la técnica del “western-blot”. Por un lado, se trataron las

proteínas ancladas con Pl-PLC después de la transferencia; es decir, que

se hidrolizaron las anclas de las proteínas inmovilizadas en el soporte de

nitrocelulosa. Por otra parte, antes de realizar los tratamientos con la

enzima, se realizó sobre la nitrocelulosa la hidrólisis alcalina de las

proteínas inmovilizadas (NaOH 50mM en propanol 20% v/v durante 60

minutos a temperatura ambiente), tratamiento que provoca la

desacilación especifica del inositol, pues como ya se mencionó, esta

acilación impediría la acción de la Pl-PLC.

El análisis por “Western Blot" incluyendo todas estas

modificaciones nuevamente reveló la presencia del epitope reconocido
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por el anti-CRD de la VSGm (Figura 21) pero no aparecieron bandas en

la muestra.

A partir del análisis por este método de cantidades menores de

VSGm se ha determinado que este anticuerpo requiere de 1-3 ug de esta

proteína para detectar la banda correspondiente. Parece probable que Ia

muestra de adrenal no tuviera bandas de proteínas con cantidad

suficiente de anclas de GPI como para ser detectadas por este método.

I 107kDa
- 76 ¡(Da

. I 52kDa

I 37 kDa

I 27kDa

- 19kDa

Figura 21. Análisis de VSGm (6 ug) por “Western BIot-modiflcado" utilizando

anticuerpos anti-CRD, ver sección 2.11.

3.2.2 Separación con Tritón X-114

Se quiso aislar el conjunto de glicoinositolfosfolípidos presente en

corteza adrenal por otro método.

Los homogenatos de capas de corteza adrenal bovina se extrajeron

con Tritón X-114, siguiendo la técnica de partición modificada según se

ha informado recientemente (162). Esta técnica permite separar proteinas

ancladas por GPI de otras proteinas hidrofóbicas. La modificación

consiste en incubar al extracto de Tritón X-114 a —20°Cdurante 24 horas,
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Io cual mejora la partición de las proteínas ancladas a la fase detergente,

favoreciendo la agregación de otras proteínas hidrofóbicas. Luego de

varias centrifugaciones se obtuvo una fase detergente que contiene,

según Io informado, principalmente proteínas ancladas con GPI (sección

2.13.1). Esto se corroboró por determinación de la actividad de FAL en

todas las fracciones obtenidas durante Ia partición encontrando un

enriquecimiento de FALen Ia fase detergente final.

3.3 Estudios de la porción lipídica de GPI de
corteza adrenal

Luego de extraer con butanol el Tritón X-114, la fase acuosa

resultante se trató con nitrito de sodio a pH: 3.9. Este tratamiento ha sido

utilizado previamente para identificar GPIs de mamíferos (123;187). La

glucosamina libre (no acetilada) del ancla reacciona con el ácido nitroso

dando anhidromanosa y se libera fosfatidilinositol (o el inositol-fosfolípido

que corresponda).

Para investigar la presencia de anclas de GPI, después del

tratamiento con ácido nitroso, la muestra se extrajo con butanol y se

sembró en una placa de TLC para analizar Ia presencia de

inositolfosfolípidos. Se sembró también igual cantidad de un control sin

tratar con ácido nitroso. Como puede verse en la Figura 22, se encontró

que en la muestra la cantidad de PI es mayor que en el control, y

aparece, además, otra mancha de Rf menor que no está en el control, Io

que indicaría la presencia de otros inositol fosfolípidos más polares.
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ill-Pl

3'42

Figura 22. Analisis por TLC de los lípidos liberados de la fase de Tritón X414

por tratamiento con a’cido nitroso y extracción con butanol utilizando el

solvente B. Calle 1: muestra sin tratar; calle 2: muestra tratada. Estandar: PI,

fosfatidilinositol. Revelado: con reactivo de cerio.

Para estudia-r la estructura de los lípidos liberados, el extracto

butanólico proveniente del tratamiento con ácido nitroso o del control sin

tratar, se hidrolizó por metanólisis, como se detalla en 2.31.4. Con este

tratamiento se liberan los ácidos grasos de los glicerolipidos y las

ceramidas, los cuales se transesterifican y se obtienen en forma de

ésteres metilicos. "-Ínel caso de la hidrólisis de ceramida se produceQ
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también esfingosina o dihidroesfingosina. Con este tratamiento no se

hidrolizan los grupos alquilos.

Los productos de metanólisis de los lípidos liberados por

tratamiento con ácido nitroso o de la muestra control se analizaron por

TLC. Como puede verse en la Figura 23, en la calle 2 se incrementaron

dos manchas; una que migra a Ia altura de paimítico metilado y otra

mancha de Rf similar al estándar de alquilglicerol.Apareció además, una

mancha de movilidad similar a los estándares de paimítico y

dihiroesfingosina, que no se resuelven bien en este sistema.

“Ü.”

-SP

¡IP
’ _DHS

n PI

. . ._ _ o
1 2

Figura 23. Análisis de los lípidos hidrolizados metanólisis por TLC utilizando el

solvente D. Los lípidos liberados de la fase TX-114 por tratamiento con ácido

nitroso (calle 2) o control (calle 1) se hidrolizaron por metanólisis y analizaron

por TLC revelada con ¡0do. Estándares de ácido palmítico (P), ácido palmítico

metilado (PM), dihidroesfingosina (DHS), esfingosina (S), alquilglicerol (A).
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La visualización de compuestos que migran como alquilglicerol,

palmítico metilado y palmítico, indican la liberación de alquilglicerolípidos

por el tratamiento con ácido nitroso. El palmítico metilado y el palmítico

provendrían de alquilacil- o diaciI-glicerolípidos, es decir que indican la

presencia de fosfatidilinositolen las anclas.

Palmítico es uno de los productos de metanólisis, pues no se

esterifica el total del ácido liberado mediante este tratamiento. Dado que

los estándares de palmítico y dihidroesfingosina no se resuelven bien en

este sistema, la visualización en la muestra de una mancha de movilidad

intermedia entre ellos no permite afirmar que coexistan anclas con

ceramida. De todos modos, esta hipótesis no parece la más probable si

se considera que estas estructuras no parecen estar presentes en

mamíferos (123).

La liberación de glicerolípidos mediante HN02 indica la existencia

de anclas de GPI en corteza adrenal (Figura 22). Estos resultados

sugieren Ia existencia de alquilglicerolípidos entre los glicerolípidos de
anclas de adrenal.
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En este capítulo se ha mostrado la presencia de compuestos de Ia

familia de los GPIs en corteza adrenal.

Por un lado, se ha encontrado que FAL de corteza adrenal bovina

interacciona con OctiI-Sepharosa de la cual es eluída con un 40% de

propanol y puede ser extraída con el detergente TX-114. Estas

propiedades son comunes a las proteinas ancladas por GPI. Además,

estos GPIs (luego de tratamiento con fosfolipasa C específica de

fosfatidilinositol) fueron utilizados en ensayos biológicos y tuvieron efecto

similar a otros lPGs, como se analizará en el capítulo 5.4.

Por otro lado, se han aislado con TX-114 proteínas ancladas con

GPI de homogenatos de corteza adrenal. La existencia de anclas de GPI

fue confirmada por su susceptibilidad al tratamiento con ácido nitroso. El

análisis del Iipido liberado de las anclas por este tratamiento, sugiere Ia

existencia de alquilacilgliceroles, que coincide con lo encontrado en

varios GPIs de proteínas de mamíferos (17). Sin embargo, Ia cantidad de

anclas presentes en adrenal parece no ser abundante.

Como se desea no sólo caracterizar anclas sino también tener

cantidad suficiente para realizar estudios biológicos, se decidió intentar el

estudio de GPI en otro sistema que pudiera contener más cantidad de

estos compuestos, como se analizará en el capítqu 5.
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Capítulo 4. Rol de los glicosilfosfatidilinositoles
en sistemas de señales

4.1 Efecto de IPG en preparaciones de células
adrenocorticales bovinas

El objetivo de este trabajo no fue sólo caracterizar GPI de corteza

adrenal, sino también evaluar Ia importancia de estos compuestos como

segundos mensajeros en este sistema.

Como se ha comentado, la presencia de GPI en corteza adrenal y

su regulación por factores presentes en suero, fue informada por primera

vez por Igarashi y Chambaz (145). Los resultados previos de nuestro

laboratorio mostraron que la hormona adrenocorticotrofina, ACTH, es

capaz de hidrolizar GPI en preparaciones de células enriquecidas en

glomerulosa adrenal bovina (146).

La corteza adrenal tiene una zona más externa, la glomerulosa, y a

continuación la zona fasciculata. Los mineralocorticoides se sintetizan en

la glomerulosa, y participan en el mantenimiento del equilibrio hídrico

corporal. Los glucocorticoides, en cambio, se sintetizan en la zona

fasciculata y afectan el metabolismo de los hidratos de carbono y de las

proteínas, Ioque los hace indispensables para la vida.

ACTH estimula Ia biosíntesis de esteroides en la glándula adrenal:

regula Ia producción de glucocorticoides en la zona fasciculata y de

mineralocorticoides en Ia zona glomerulosa de la corteza. La acción de

ACTH involucra principalmente la activación de la adenililciclasa

incrementando el contenido intracelular de AMPc (188-190), que es el

segundo mensajero que media la acción de esta hormona peptídica.
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Fue informado en nuestro laboratorio que el IPG obtenido del

LPPG de T. cruzi fue capaz de inhibir Ia producción de un

mineralocorticoide, aldosterona, mediada por ACTH en glomerulosa

bovina (191). Este IPG tiene la misma estructura conservada o 'core'

(Figura 24) que otros lPGs, excepto por Ia sustitución de una manosa

adicional, un grupo aminoetilfosfónico y dos residuos de galactosa

furanósica (Galf). Estas últimas modificaciones no son muy frecuentes en

las moléculas de esta familia; por ello, estos residuos se hidrolizaron

específicamente (ver sección 2.17.2) para obtener la estructura que se

muestra en Ia Figura 24. Se determinó que la presencia de Galf en el IPG

atenuaba su efecto inhibitoriosobre esta respuesta de ACTH. Por ello, se

utilizó IPG sin Galf en los estudios posteriores.

Continuando con esta línea de investigación y teniendo en cuenta

que el rol fisiológico principal de ACTH consiste en la inducción de Ia

producción de glucocorticoides, se quiso evaluar si el lPG obtenido por

tratamiento con Pl-PLC del LPPG purificado de T. cruzi (ver sección

2.17.3) era capaz de modular también la producción mediada por ACTH

del principal glucocorticoide, cortisol, en células de fasciculata adrenal

bovina. Primeramente, se verificó que la concentración de ACTH 1 nM,

utilizada de rutina en el laboratorio para ver efectos de ACTH, producía

una acumulación máxima de cortisol en estas células, que era similar a la

encontrada con dosis mayores de hormona (10 y 100 nM).

Se investigó el efecto de dos dosis de IPG, similares a las

utilizadas previamente para evaluar los efectos biológicos de este

mediador (107;124;191;192), sobre el aumento de la producción de

cortisol, mediado por ACTH.
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AEP

LPPG I
6

GalfBl-3Mana1-2aManal-2Mana1-6Manal-4GlcNH2a1-6 myo-inositol-l-PO4-ceramída
3

GalfBl
l) 0.02N TFA 2.5 h, 100°C
2) PI-PLC

AEP

IPG I

6

Manal-ZaManal-2Manal-6Manal-4GlcNI-I2al-6 myo-inositol-l-PO4 + Ceramida

HNOleaBH4

Mana l -2aManal -2Mana l-6Mana1 -4AHM + Inositol-P

Figura 24. Estructura del LPPG y del IPG purificados de T. cruzi (26;27).
Esquema de las reacciones utilizadas para obtener IPG o IPG tratado con
ácido nitroso. AHM:2,5 anhidromanitol.
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Como puede verse en Ia Figura 25, IPG es capaz de inhibir

significativamente la respuesta de ACTHen las dos dosis ensayadas (10

y 20 uM), mientras que los vehículos no afectan la producción de cortisol

ni en las células tratadas con ACTH ni en las controles.

80
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40

Cortisol(ng/ensayo)
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20

Ü
C A C+V1 A+V1 A+G1 A+V2 A+Gz

Figura 25. Efecto de IPG sobre la estimulación de cortisol mediada por ACTH

en células adrenocorticales bovinas.

Se prepararon células enriquecidas en fasciculata y se incubaron

durante 1 hora en ausencia (control: C) ó en presencia de ACTH 1nM (A); con

o sin agregado de IPG (G) o de vehículo (V) en dosis 10 uM (V1, G1) ó 20pM

(V2, G2). Luego de los tratamientos, se cuantificó cortisol por RIA. Los

resultados corresponden a la media i S.E. de tres experimentos.

Significativamente diferente de ACTH ps 0.05 (ANOVA).
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4.2 Efecto de IPG en preparaciones de células
adrenocorticales de rata

Para extender el alcance de nuestros resultados, se decidió

estudiar el efecto del IPG purificado de T. cruzi sobre la acción de ACTH

en otro mamífero, la rata, cuyo principal glucocorticoide es corticosterona

en lugar de cortisol.

Para ello, se prepararon células a partir de la fracción central,

enriquecida en zona fasciculata-reticularis de adrenales de rata. De un

modo similar al comentado para la producción de cortisol en células

bovinas, se verificó en estas preparaciones que el efecto de la dosis de

ACTH 1 nM, no se mejoraba con dosis más altas de hormona. Se

encontró que ACTH fue capaz de estimular significativamente la

producción de corticosterona en estas células y que el tratamiento con

IPG (20uM) inhibió significativamente la acumulación mediada por ACTH

del glucocorticoide, Figura 26.

Cabe aclarar que en todos los experimentos analizados el

agregado de vehículo de IPG no afectó la producción de esteroides en

células controles o tratadas con ACTH, por ello sólo se muestran los

valores correspondientes a los tratamiento con vehículo.

Por otro lado, se quiso estudiar el efecto de IPG sobre la

producción del principal mineralocorticoide, aldosterona, en corteza

adrenal de rata. Se prepararon células a partir de la fracción capsular,

enriquecida en zona glomerulosa de adrenales de rata. Se encontró que

ACTH estimuló la producción de aldosterona en esta preparación y el

tratamiento con IPG (20pM) inhibió significativamente la acumulación

mediada por ACTH del mineralocorticoide, Figura 27.
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Figura 26. Efecto de IPG sobre la estimulación de corticosterona mediada por

ACTHen células adrenocorticales de rata. Se prepararon células enriquecidas

en fasciculata y se incubaron durante 1 hora en ausencia (control: CTRL) ó en

presencia de ACTH 1nM; con agregado de 20 pM de IPG (IPG), IPG tratado

con ácido nitroso (nIPG), o sus respectivos vehículos (Veh, nVeh). Luego de

los tratamientos, se cuantificó cortisterona por RIA. Los resultados

corresponden a Ia media i SE. de tres experimentos. * Significativamente

diferente de ACTH+Veh ps 0.05 (ANOVA).
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Figura 27. Efecto de IPG sobre la estimulación de aldosterona mediada por

ACTHen células adrenocorticales de rata. Se prepararon células enriquecidas

en glomerulosa y se incubaron durante 1 hora en ausencia (control: CTRL) ó

en presencia de ACTH 1nM; con agregado de 20 pM de IPG (IPG), IPG

tratado con ácido nitroso (nIPG), o sus respectivos vehículos (Veh, nVeh).

Luego de los tratamientos. se cuantificó aldosterona por RIA. Los resultados

corresponden a Ia media i S.E. de tres experimentos. * Significativamente

diferente de ACTH+Veh ps 0.001 (ANOVA).
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Estos resultados indican que el efecto inhibitoriode un IPG aislado

de T. cruzi de estructura química definida sobre la acumulación de

esteroides mediada por ACTH se conserva en las distintas capas de la

corteza adrenal, en diferentes mamíferos y con distintos esteroides.

4.3 Tratamiento del IPGcon ácido nitroso

Para demostrar que el IPG era el responsable de la inhibiciónde Ia

respuesta de ACTH,se trató la muestra correspondiente al IPG purificado

de T. cruzi con ácido nitroso a pH: 4.

Es sabido que por tratamiento del IPG con ácido nitroso se

desamina Ia glucosamina comprometida en una unión glicosidica (193) y

se destruye su actividad biológica (129;194).

La desaminación nitrosa del IPG impidió el efecto inhibitorio del

IPG sobre la producción, mediada por ACTH, tanto de corticosterona

como de aldosterona en células adrenocorticales de rata, Figura 26 y

Figura 27, respectivamente. En cambio, el tratamiento con ácido nitroso

del vehicqu no afectó la respuesta de ACTH.

Estos resultados confirmaron que IPG es responsable de esta
inhibición.

4.4 Activación por ACTH de una fosfolipasa

específica de GPI

4.4.1 Liberación de Fosfatasa Alcalina al medio

extracelular por ACTH
Se ha visto que un IPG purificado de T. cruzi inhibe la acción de

ACTH. Para evaluar la importancia fisiológica de este hecho, se estudió
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la activación por ACTH de una fosfolipasa capaz de hidrolizar GPI,

mediante dos estrategias experimentales.

Primeramente, se estudió el efecto de ACTH sobre la liberación al

medio de una proteína anclada por GPI, la fosfatasa alcalina (FAL), en

preparaciones enriquecidas en fasciculata de rata y vaca.

Se observó que ACTH aumentó, en forma rápida (entre 1 y 10

minutos), la liberación de la enzima activa al medio extracelular tanto en

células adrenocorticales de rata (Figura 28) como en células

adrenocorticales de vaca (Figura 29).

.0 ro

.0
a-l

O
1 min 7 min

I-CONTROL EÏACTH 1nM 1

Figura 28. Efecto de ACTH en la liberación de fosfatasa alcalina al medio

extracelular de preparaciones de células enriquecidas en fasciculata adrenal

de rata. Las células se trataron con ACTH 1nM o vehícqu (control) por los

tiempos indicados. Luego de Ia incubación, se centrifugaron las suspensiones

celulares y se midió fosfatasa alcalina en los sobrenadantes.

Significativamente diferente del control. ps 0.05 (Prueba de t de Student).
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Figura 29. Efecto de ACTH en la liberación de fosfatasa alcalina al medio

extracelular de preparaciones de células enriquecidas en fasciculata adrenal

bovina. Las células se trataron con ACTH 1nM o vehículo (control) por los

tiempos indicados. Luego de la incubación, se centrifugaron las suspensiones
t

celulares y se midió fosfatasa alcalina en los sobrenadantes.

Significativamente diferente del control. ps 0.01 (Prueba de t de Student).
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Los aumentos encontrados son significativos, aunque pequeños.

Resultados similares se han observado al estudiar la estimulación por

insulina y EGF de la liberación de FAL en células Hep-2 (195), pues la

enzima liberada por estos factores representó una proporción pequeña de

la enzima total presente en la superficie de dicho tipo celular.

Estos resultados sugieren que ACTHpodria estimular una GPl-PLC

en la corteza adrenal y que ésta podría ser una señal conservada en
mamíferos.

La liberación de FAL al medio extracelular ha sido anteriormente

considerada indicativa de activación de GPI-PLC (121;195), sin embargo,

no se puede descartar activación de otro tipo de hidrolasas. Actualmente,

se conocen fosfolipasas específicas de GPl de tipo C (GPI-PLC) o de tipo

D (GPI-PLD) capaces de liberar proteínas de la superficie celular

(90;120). Además se ha reportado muy recientemente que ciertas

proteinas son capaces de ser liberadas de la membrana celular

conservando su ancla de GPI y luego se reasocian con otras membranas

celulares (105).

Por último, FALpodría liberarse por acción de una proteasa; si este

fuera el caso, la proteólisis ocurriría sin bloquear la actividad enzimática.

Se ha encontrado que la estimulación de la liberación de FAL por ACTH

no fue afectada por una mezcla de inhibidores de proteasas que contiene

(PMSF, leupeptina y aprotinina) lo cual no favorece Ia hipótesis de que

FALse libere por acción de proteasas.
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4.4.2 Activación de una GPl-PLC por ACTH

En base a Io expuesto en la sección anterior, fue necesario realizar

un experimento que permitiera dilucidar qué hidrolasa era activada por

ACTH.

En mamíferos, se han descripto los dos tipos de fosfolipasas de

GPI, las GPI-PLC (120-122) y las GPl-PLD (182). Previamente, se ha

demostrado que estas enzimas liberan, a partir de LPPG, ceramida (27) o

ceramida-fosfato (174) respectivamente.

Para evaluar si ACTH activa a estas enzimas, se investigó la

liberación de estos lípidos a partir de una gIicoinositolfosfoceramida en

células adrenocorticales.

Se incubaron las células con [3H] LPPG en presencia o ausencia

de ACTH durante 8 minutos. Este tiempo se eligió porque previamente,

se había analizado la liberación del Iípido marcado a partir de LPPG por

tratamiento de las células con la hormona durante distintos tiempos, lo

que permitió determinar que la liberación máxima de lípidos ocurría luego

de 8 minutos de tratamiento, mientras que con tratamientos más cortos (2

minutos) o más largos (15 minutos) la liberación era menor.

Luego de realizada la incubación con [3H] LPPG, la suspensión

celular se extrajo primero con éter para analizar la liberación de [3H]

ceramida y luego con cloroformozmetanolz12M HCI (10:10:0.1 v/v) para

estudiar la liberación de [3H] ceramida 1-fosfato, ya que se ha probado

que este Iípidono se extrae con éter (174).

AI analizar los extractos etéreos por TLC, se observó que el

contenido de ceramida fue mayor en las células tratadas con la hormona,

como se muestra en la Figura 30. También se encontró un aumento en la

radioactividad que quedó en el origen en los extractos provenientes de

las células tratadas con ACTH,estos compuestos más polares no fueron
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investigados así como tampoco la existencia de una ceramidasa que

pudiera liberar ácidos grasos.
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Figura 30. Efecto de ACTH en la hidrólisis de [3H]-LPPG. Las células se
trataron en ausencia (CRTL) o presencia de ACTH 1nM durante 8 minutos.
Luego, los lípidos se extrajeron con éter y se analizaron por TLC en
hexanozisopropanol (93:7, v/v). Se midió la radiactividad en bandas de 1 cm.
Stándares: C, ceramida; P, palmítico.

El aumento de la liberación de ceramida a partir de LPPG por

ACTH, prueba que esta hormona activa Ia hidrólisis de GPI a través de

una PLC.
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AI analizar los extractos clorofórmicos por TLC utilizando un

sistema que permite identificar ceramida 1-fosfato y un estándar

preparado a partir de esfingomielina (2.20.1), no se obtuvo ningún pico

que comigrara con el estándar ni en los extractos provenientes de los

controles ni en los provenientes de los tratados con hormona, por lo que

ACTH no parece estimular una fosfolipasa de tipo D.

De acuerdo a estos resultados, ACTH activa una GPl-PLC en

corteza adrenal de rata, Io que sugiere Ia liberación de IPG por Ia

hormona. Esta activación le daría importancia fisiológica a los resultados

encontrados con el IPG de T. cruzi.

4.4.3 Evaluación de la liberación de IPG de

corteza adrenal por ACTH

Se sabe que, en sistemas en los que se activa una fosfolipasa C

que hidroliza GPI, el IPG es liberado al medio extracelular y luego es

captado por las células por un mecanismo que requiere energía

(106;136). Dado que luego de tratar células adrenocorticales de vaca con

ACTH por 1 ó 7 minutos, aumentó Ia liberación de FAL al medio

extracelular, se decidió Iiofilizarestos sobrenadantes y utilizarlos como

fuente de IPG. Se estudió el efecto de la adición de sobrenadantes

provenientes de células adrenocorticales de vaca controles (SbC) y de

células tratadas con ACTH (SbACTH), sobre la estimulación mediada por

ACTH de la producción de corticosterona por células de fasciculata de
rata.

Se encontró por un lado, que la adición de sobrenadantes produce

una disminución de la producción de corticosterona tanto en células

controles como en células tratadas por ACTH respecto a células que no
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han sido tratadas con sobrenadantes. Esto podría deberse a un aumento

de Ia concentración salina en el medio ya que el agregado de igual

cantidad de medio produjo el mismo efecto. Por otro lado, se vió que si

se trataban células de fasciculata de rata con ACTHen presencia de SbC

ó SbACTH, Ia adición de este último sobrenadante inhibe

significativamente Ia acumulación de corticosterona respecto a Ia adición

de SbC, Figura 31.

Esto indica la existencia de un inhibidor de Ia respuesta de ACTH

en los SbACTH que podría ser el IPG producido por activación de GPI­

PLC.
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FIGURA 31. Efecto de sobrenadantes como fuente de IPG de adrenal en la
liberación de corticosterona en células de fascicuiata adrenal de rata. Las
células controles o tratadas con ACTH 1nM se incubaron con sobrenadantes
obtenidos de vaca en las condiciones de la Figura 24, como fuente de IPG de
adrenal. Sobrenadantes: c, control; 1, ACTH 1 min; 7, ACTH 7 min. Luego de
Ia incubación, se centrifugaron las suspensiones de células de rata y se
determinó corticosterona por RIA. * Significativamente diferente de Ia adición
del sobrenadante control. ps 0.05 (Prueba de t de Student).
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Para investigar la liberación de IPG por ACTH al medio extracelular

se utilizaron anticuerpos anti-CRD, que reconocen IPG. Se ha visto que la

adición de estos anticuerpos al medio de incubación de células en cultivo

bloquea la activación por insulina de PDH que estaría mediada por IPG

(106).

Se incubaron células adrenocorticales con ACTH en ausencia y

presencia de anti-CRD ó suero normal de conejo. Se utilizaron dos dosis

de ACTH: una máxima (1nM) y otra subóptima (0.1nM); pues si estos

anticuerpos causaran una desinhibición, ésta podria ser dificil de

visualizar con la dosis de ACTHque causa Ia estimulación máxima.

Se encontró que el tratamiento con anti-CRD produjo un aumento

de la producción de esteroides, mediada por ambas dosis de ACTH

(Figura 32), mientras que el suero no inmune no tuvo efecto. Se preparó

un vehícqu similar al buffer del anticuerpo, el cual, tampoco afectó la

producción de esteroides.
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Figura 32. Efecto de anti-CRD sobre Ia producción de corticosterona
mediada por ACTH en células adrenocorticales de rata. Se prepararon
células enriquecidas en fasciculata y se incubaron durante 1 hora en
ausencia (control: C) ó en presencia de ACTH 1nM (A) o 0,1 nM (A0,1);
con agregado de antiCRD (CRD) o vehículo (VCRD) o suero normal de
conejo (SN). Luego de los tratamientos, se cuantificó cortisterona por
RIA.Los resultados corresponden a la media i S.E. de dos experimentos.
# Significativamente diferente del C ps 0.01; + Significativamente
diferente de A ps 0.05; * Significativamente diferente de A0,1 ps 0.05
(Prueba t de Student).

Estos resultados prueban que ACTH libera IPG al medio

extracelular en células adrenocorticales, capaz de inhibir la producción de

esteroides mediada por ACTH.
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4.4.4 Rol de inositol glicano en la acción de
ACTH.

Se ha descripto una fosfolipasa D de GPI (GPl-PLD) que libera

inositolglicano (IG) y se ha propuesto, recientemente, que IG tiene

actividad biológica (139;196;197).

Recientemente, el grupo de Tachado y col. probaron que distintos

IGs de parásitos son capaces de reproducir algunos efectos que

normalmente ocurren durante la infección a nivel de los macrófagos

(139).

Otro trabajo ha mostrado que IGs provenientes de GPls libres de

hígado de rata, sensibles al tratamiento con ácido nitroso, son capaces

de inhibir una PKA comercial ¡n vitro y de estimular la proliferación celular

en el ganglio cocleovestibular del embrión de pollo, reproduciendo así

efectos de factores de crecimiento (196).

Aún sin activación de GPI-PLD, como en este caso, podría

producirse IG por desfosforilación de IPG, sin activación de GPI-PLD.

En base a estos antecedentes, se quiso evaluar el efecto de IG

obtenido de T. cmzi sobre la acumulación de esteroides mediada por

ACTH y compararlo con el efecto de IPG. Se utilizó la dosis que había

producido el mayor efecto inhibitorio de IPG (20 pM). Esta dosis de lG es

semejante a la que tuvo efecto en los distintos sistemas anteriormente

mencionados (139).

Se encontró que IG es capaz de inhibirla producción de esteroides

mediada por ACTH en células adrenocorticales de rata. Este efecto

siempre fue significativamente menor que el observado con igual dosis de

IPG, Figura 33.

Se ha confirmado, además, que el efecto inhibitorio es debido al

IG, pues se pierde por tratamiento con ácido nitroso, Figura 33. En ningún
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caso la adición de vehículos correspondientes a los distintos glicanos

utilizados inhibióesta respuesta.

Corticosterona(ng/ensayo)

Control ACTH AVIG AlG AVIGN AlGN AVIPG AIPG

Figura 33. Efecto de IG sobre la estimulación de corticosterona mediada por
ACTHen células adrenocorticales de rata. Se prepararon células enriquecidas
en fasciculata y se incubaron durante 1 hora en ausencia (control) ó en
presencia de ACTH 1nM sólo ó con el agregado de 20 uM de IG (AIG), IG
tratado con ácido nitroso (AIGN), IPG (AIPG) o sus respectivos vehículos
(AVIG, AVIGN, AVIPG). Luego de los tratamientos, se cuantificó cortisterona
por RIA.Los resultados corresponden a la media i SE. de tres experimentos.
+++ Significativamente diferente del control ps 0.001; ++ Significativamente
diferente de AVIGps 0.01; + Significativamente diferente del AVIPG ps 0.01; *
Significativamente diferente de AIPG ps 0.05; (ANOVA).



Resultados y Discusión 110

4.5 Transducción de la señal de GPI por ACTH

4.5.1 Evaluación de la participación de una

proteína G en la hidrólisis de GPI

Las hormonas y los neurotransmisores regulan una gran variedad

de funciones fisiológicas y de condiciones patológicas. En varios casos la

señal es transducida al interior de la célula por acoplamiento del receptor

a proteínas heterotriméricas que unen nucleótidos de guanina (proteinas

G). Por unión de Ia hormona al receptor se produce su activación y la

interacción con Ia proteína G, disociándose la subunidad a por un lado y

el dímero Bypor otro, Io que finalmente regula a las moléculas efectoras.

Existen distintas familias de subunidades a agrupadas en base a

homologia y función: por ejemplo, a6 estumula adenililciclasa

produciendo un aumento de Ia concentración de AMPc intracelular; ou

inhibe adenililciclasa y aq se acopla a fosfolipasa C del subtipo B

produciendo un aumento de la concentración intracelular de Ca2+(198).

Se sabe que la toxina de pertussis ADP-ribosila e inhibe a m.

Vila y Col. (108) y otros autores (130;199;200) han informado que

una proteina G inhibibie por toxina de pertussis media la activación por

insulina de una fosfolipasa de GPI.

Como se vió ACTH estimula una fosfolipasa C de GPI y provoca la

rápida liberación al medio extracelular de FAL, enzima anclada por GPI

(sección 4.4.1).
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Para investigar Ia participación de una proteína G en la activación

de una GPI-PLC, primero se estudió el efecto de GTP-y-S, un análogo no

hidrolizable de GTP que mantiene la proteína G activada, sobre la

liberación de FAL.

Se encontró que GTP-y-S es capaz de estimular la liberación de

esta enzima de preparaciones de membranas adrenocorticales (Figura

34), lo que indicaría que una proteina G media este efecto de ACTH.

0.4

(LI

FAI-(Unidades"0.1mldcsobrenadantc)

Control ACTH GTPyS

Figura 34. Efecto de GTP-y-S en la liberación de fosfatasa alcalina.

Las preparaciones de membranas adrenocorticales de rata, se trataron
en ausencia (control) o presencia de ACTH 1nM ó GTP-'y-S 10 uM durante 7
minutos. Luego de la incubación. se centrifugaron las suspensiones celulares y
se midió fosfatasa alcalina en los sobrenadantes. " Significativamente
diferente del control. ps 0.001 (ANOVA).

Coincidiendo con estos resultados se ha informado que insulina y

GTP-y-S son capaces de estimular la liberación de FAL de células HEp-2

(195).
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La toxina de pertussis produce el desacople del receptor y las

proteínas Gi/o por ADP-ribosilación de Ia subunidad (li/oen un residuo

cisteína del dominio conservado carboxi-terminal, por Io que esta toxina

es utilizada para investigar si estas proteínas G estan involucradas en

una respuesta.

Se encontró que por pretratamiento de células adrenocorticales de

rata con toxina de pertussis se inhibe la liberación de FAL por ACTH

(Tabla VI). EI pretratamiento con toxina de pertussis no afectó la

liberación de FALen las células controles.

Tabla VI.Efecto de Toxina de Pertussis sobre la liberación de fosfatasa

alcalina al medio extracelular de células adrenocorticales de rata.

Pretratamiento Tratamiento FAL
(imidades/ 0.1ml de
sobrenadante)

Vehiculo Ham F-12 0.19 i 0.0]
Vehiculo ACTH 0.31 i 0.02
Toxina de Pertussis Ham F-12 0.19 i 0.01
Toxina de Pertussis ACTH 0.24 -|_-0.0] *

Las celulas se pretrataron con Toxina de Pertussis ó medio (Vehículo) durante
1 hora y luego se trataron en ausencia (Ham F-12) o presencia de ACTH 1nM
durante 7 minutos. Luego de la incubación, se centrifugaron las suspensiones
celulares y se midió fosfatasa alcalina en los sobrenadantes. *
Significativamente diferente del ACTH pretratado con vehiculo. ps 0.001
(ANOVA).

Esto prueba la participación de una proteína G ¡nhibible por toxina

de pertussis en Ia activación de una fosfolipasa de GPI por ACTH.

Resulta interesante que, de acuerdo a estos resultados, este efecto

de ACTH no estaría mediado por la activación de Gs y adenilato ciclasa,

que es la via que media los efectos de la hormona sobre la producción de

esteroides, pues de ser asi el tratamiento con la toxina de pertussis, que

se ha informado que eleva los niveles de AMPc (130), debería aumentar

la liberación de FAL por ACTH en lugar de inhibirla.
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4.5.2 Evaluación de la activación de

fosfodiesterasa por IPG

Como se ha comentado, el AMPc ha sido descripto como mediador

intracelular de la acción de un gran número de hormonas, entre ellas,

ACTH. La concentración de este mediador en la célula depende de la

velocidad de su síntesis mediada por Ia actividad de adenililciclasa y

también de la velocidad de su degradación por fosfodiesterasa (PDE). Se

conocen varios inhibidores de PDE, entre ellos las metiI-xantinas, como

1-metil, 3-isobutilxantina (MIX). Este inhibidor ha sido utilizado como

herramienta para evaluar la participación de PDEs en varios sistemas de

señales intracelulares (201).

Se informó previamente que IPG activa fosfodiesterasa. En el

laboratorio se encontró que IPG produce, en células de glomerulosa

bovinas, una disminución significativa de la acumulación de AMPc

mediada por ACTH (191).

Para evaluar si el efecto inhibitorio de IPG sobre la respuesta

esteroidogénica de ACTH en células adrenocorticales se debe a una

activación de fosfodiesterasa se realizaron experimentos con MIX. Se

utilizó una concentración de MIX informada previamente (201). Para

comprobar que Ia dosis de MIXutilizada era efectiva, se pretrataron las

células adrenocorticales de rata con este inhibidory luego se agregó una

dosis submáxima de ACTH (0.1 nM) que por si sola produce un pequeño

aumento de la concentración de esteroide, que se incrementa

significativamente por pretratamiento con MIX,lo que prueba la inhibición

de PDE y consecuente aumento de la producción de AMPc (Tabla VII).

Este efecto de MIX sobre la acumulación de esteroides mediada por

dosis submáxima de ACTHfue informado previamente (202).
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No se observa un aumento de la concentración de esteroides por

pretratamiento con MIXni en células controles ni en dosis máxima de

ACTH.

Tabla VII. Efecto de MIX sobre el efecto inhíbítorío de IPG.

Ensayo Tratamientos Cortícosterona
ng / ensayo

l- Control + Vehículo IPG 14.0 i 2.5
2- ACTH + Vehículo IPG 313.0 i 19.8 +
3- Control + Vehículo IPG + MIX 12.8 i 0.7
4- ACTH + Vehículo IPG + MIX 346.0 i 40.3 ++
5- ACTH + IPG 117.0 i 0.3 ***
6- ACTH + IPG + MIX 270 i195 ** #

7- ACTH subópt. 28.8 i 0.8
8- ACTH subópt. + MIX 39.3 i 0.3 *

Se prepararon células adrenocorticales y se preincubaron en
presencia de MIXo medio de incubación durante 15 minutos. Luego se
incubaron durante 1 hora en ausencia (control) ó en presencia de ACTH
1nM ó 0.1nM (A subópt.); con agregado de 20 uM de IPG o de vehículo.
Luego de los tratamientos, se cuantificó corticosterona por RIA. Los
resultados corresponden a Ia media i S.E. de cuatro experimentos. +
Significativamente diferente de Control + Vehícqu de IPG ps 0.001; ++
significativamente diferente de Control + Vehículo de IPG + MIXps 0.001;
*** significativamente diferente de ACTH + Vehículo IPG ps 0.001; **
significativamente diferente de ACTH + Vehículo lPG + MIX ps 0.001; #
significativamente diferente de ACTH + lPG ps 0.001; * significativamente
diferente de ACTH subópt. pz; 0.001 (ANOVA).

Como puede verse en Ia Tabla VII, el efecto ¡nhibitorio del IPG

sobre la producción de corticosterona mediada por ACTH, disminuye

significativamente por pretratamiento con MIX(ensayo 5 vs. 6), aunque

no se recupera el valor obtenido con ACTH más vehículo de glicano

(ensayo 2). Resultados similares se obtuvieron al medir la producción de
aldosterona.

Estos resultados indican que IPG activa PDE en células

adrenocorticales, lo cual confirma resultados previos en otros sistemas

(129).
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El pretratamiento con MIXno parece bloquear totalmente el efecto

inhibitoriode IPG, pues no se recupera la acumulación de corticosterona

obtenida con ACTH más MIXmás vehícqu de glicano.

Se ha informado que IPG es capaz de inhibir PKA (131).

Resultados previos de nuestro laboratorio han mostrado que el

pretratamiento de células adrenocorticales con IPG es capaz de bloquear

la sintesis de aldosterona mediada por ACTH y por dibutiriI-AMPc, Io que

sugiere que IPG es capaz de inhibir un paso posterior a la acumulación

de AMPc, posiblemente PKA (191).

Tomando estos resulltados en conjunto, se infiere que el efecto

inhibitorio de IPG es mediado en parte por activación de PDE y en parte

por inhibición de PKA.

Discusión

Se ha encontrado que un IPG purificado de T. cruzi con estructura

químicamente definida es capaz de inhibir el aumento provocado por

ACTH en Ia producción de aldosterona y conicosterona en células

adrenocorticales de rata y cortisol en células adrenocorticales de vaca.

La dosis inhibitoriaencontrada, es similar a la informada previamente con

IPGs de distintos sistemas (107) y, también, coincide con la utilizada

para(124;191;192) otros segundos mensajeros, agregados

exógenamente a células intactas.

La pérdida del efecto inhibitorio por tratamiento del IPG con ácido

nitroso prueba que esta molécula es la responsable del efecto.

El IPG de T. cruzi utilizado en estos estudios posee la estructura

mínima conservada en los IPGs de distintas fuentes, algunos de los

cuales se probado que actúan como mediadores intracelulares en



Resultados y Discusión 116

diferentes sistemas. En el año 1992, Plourde y col. (203) probaron que

una molécula sintética cuya estructura consiste en glucosaminiI-inositol­

1,2-fosfato cíclico, llamada ‘disacárido mimificador de insulina’, es capaz

de estimular la Iipogénesis en adipocitos de rata; que este efecto es

dependiente de la dosis en el rango de concentraciones del orden de

micromolar; y que produce un efecto que alcanza el 40% de la acción

máxima de insulina, lo cual, según se ha propuesto, podría deberse a la

falta de la estructura completa del ‘core’ de los IPGs. Este es el primer

informe acerca de la relación de estructura y función de los lPGs.

Recientemente, Frick y col. evaluaron 1) la reproducción de

efectos de insulina por IPGs sintéticos de distinto tamaño, derivados de la

estructura del ancla de GPI de la proteína Gce1 p de S. cerevisiae, que se

muestran a continuación:

lPG-41 HO-SOz-O-6Mana1(Mana1-2)-2Mana1(6-HSOg)-6Mana1-4Glch31-6(D)inositol-1,2­
fosfato cíclico

lPG-37 HO-PO(H)O- 6Mana1(Mana1-2)-2Mana1—6Mana1-4GICNB1-6( D)inositol-1,2­
fosfato cíclico

lPG-7 HO-PO(H)O-6Mana1-4GlcNa1-6(L)inositol-1,2-fosfato cíclico
lPG-1 HO-PO(H)O-6Mana1-4GlcNa1-6(L)inositol

Los autores demostraron que algunos de estos lPGs son capaces

de reproducir efectos de insulina relacionados con el metabolismo de

lípidos y de hidratos de carbono en células y tejidos blanco de insulina

(192;204;205). Se ha visto que los lPGs que contienen en sus glicanos

cuatro manosas unidas al glucosaminiI-inositol fosfato cíclico, lPG-41 e

IPG-37, (en concentración 20 pM) estimulan la Iipogénesis hasta un 90%

de la respuesta máxima de insulina, aunque se requieren diferentes

concentraciones de estos compuestos para producir un 50% de

activación (EC50 2.5 +/- 0.9 vs 4.9 +/- 1.7 pM). Lo mismo ocurre sobre la

actividad de glucógeno sintetasa (4.7 +/—1 vs 9.5 +/- 1.5 uM) y de la

gliceroI-3-fosfato aciltransferasa (3.5 +/—0.8 vs 8.0 +/- 1.1 pM). El
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compuesto 7, que contiene una sóla manosa, fue mucho menos potente

(20% de la respuesta máxima de insulina en concentración 100 pM).

mientras que el compuesto 1, que no posee el fosfato cíclico, fue

prácticamente inactivo. Este orden relativo entre los lPGs (41 > 37 >> 7 >

1) para reproducir los efectos de insulina antes mencionados también se

observó para: (i) la activación del transporte de glucosa y Ia

translocación del transportador (isoforma 4 regulable por insulina) en

adipocitos normales y resistentes a insulina, (ii) inhibición de la lipólisis

en adipocitos, (iii)estimulación del transporte de glucosa y de la sintesis

de glucógeno en diafragmas normales y resistentes a insulina, y (iv)

inducción de la fosforilación en tirosína del receptor de insulina y del

sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) en diafragmas.

Estos resultados demuestran que se requiere la estructura

completa del 'core’ de IPG, incluyendo la manosa adicional y la unidad de

inositol fosfato, para la máxima actividad reproductora de la acción de

insulina, con algunas variaciones que podrían deberse al tipo de residuos

unidos a Ia manosa o a los tipos de uniones.

Teniendo en cuenta estos datos, cabe destacar que, el IPG de T.

cruzi utilizado en este trabajo de Tesis tiene cuatro manosas unidas al

glucosaminiI-inositoly todos los enlaces glucosidicos presentes en esta

estructura coinciden con los conservados en las anclas naturales.

Por otro lado, resultados del laboratorio habían mostrado que la

inhibiciónde IPG sobre la producción de aldosterona estaba acompañada

de una disminución de los niveles de AMPc intracelulares. Teniendo esto

en cuenta, se investigó si IPG activa PDE, enzima que degrada AMPc.

Utilizando un conocido inhibidor de esta enzima, MIX, se probó

que la activación de PDE era necesaria en la respuesta de IPG, aunque

parte del efecto inhibitorio se mantuvo en presencia de este inhibidor, lo

que sugiere que IPG también podría inhibir un paso posterior a Ia
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producción de AMPc, confirmando los resultados previos (191). El sitio de

acción de IPG en este caso podría ser PKA,teniendo en cuenta algunos

trabajos donde se encuentra que IPG es capaz de inhibir la actividad de

Ia subunidad catalitica de PKA ¡n vitro (131;155). También Ia activación

de PDE por IPG había sido previamente propuesta en otros sistemas

(129);(107) (194).

Estos efectos intracelulares de IPG parecen descartar que su

inhibición se deba a una disminución de Ia unión de ACTH a su receptor.

Confirmando este hecho, se encontró que el efecto inhibitorio de IPG se

mantiene aunque se aumente Ia concentración de ACTH de 1 nM a 1 mM

lo que descarta al menos una competencia entre ACTH e IPG por unión

al receptor. Además, es sabido que IPG es liberado al espacio

extracelular, se une a receptores de membrana específicos y requiere de

energía para entrar en la célula donde ejerce su acción (135-137). Se ha

informado, también, que el IPG es capaz de reproducir ciertos eventos

intracelulares de Ia señal de insulina en células que poseen el receptor de

Ia hormona inactivado (205).

Por lo tanto, de acuerdo a estos resultados IPG seria capaz de

inhibir la acumulación de esteroides mediada por ACTH, debido a una

disminución de los niveles de AMPc intracelulares por activación de PDE

y probablemente también a un bloqueo de PKA, como se propone en el

modelo de la Figura 35.
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g]
5’(OH)-AMP

Figura 35. Esquema que ilustra el mecanismo de acción postulado para

ACTH.(-) caminoconocido;(- ) caminopostulado.
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Se ha demostrado que ACTH aumenta la liberación de fosfatasa

alcalina al medio extracelular y la liberación de ceramida a partir de un

GPI de estructura química definida, LPPG; lo que indica la activación por

la hormona de una PLC capaz de hidrolizar GPI.

En cambio, no se encontró activación de GPI-PLD; de todos

modos, el IG que se produciría por activación de esta fosfolipasa o por

defosforilación de IPG, también inhibe la producción de aldosterona y

corticosterona en células adrenocorticales de rata aunque este efecto es

menor que el de IPG.

De acuerdo con estos resultados el fosfato presente en la molécula

de IPG es importante para su efecto biológico como se encontró

anteriormente (107;204) aunque si el fosfato es selectivamente

hidrolizado, no se pierde por completo la inhibición.

La activación de GPl-PLC por ACTH está mediada por una

proteína G inhibible por toxina de pertussis, que podria ser Gi o Go. Se

ha visto que proteínas G inhibibles por toxina de pertussis también

median la activación de GPl-PLC por insulina y de acuerdo a resultados

previos podría ser Gi. Es decir, que este efecto de ACTH no estaría

mediado por activación de Gs e implicaría el acople del receptor de la

hormona a distintas proteínas G.

En concordancia, muy recientemente han aparecido trabajos en la

bibliografia describiendo la participación de más de un tipo de proteína G

en la respuesta generada a través de distintos receptores como los

receptores B-adrenérgicos (BZ y [33); dopaminérgicos (D28); de

esfingosina 1-fosfato y de las hormonas TSH y de LH (198;206-210). En

varios de estos casos las proteínas G involucradas son Gi y Gs. Se ha

encontrado que la respuesta via Gi, tanto del receptor [32adrenérgico en

células HEK293 como del receptor [33adrenérgico en adipocitos, inhibe la
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respuesta de estos receptores mediada por Gs, Io cual coincide con los

resultados presentados para el receptor de ACTH.

Hasta aquí hemos probado que ACTH activa GPI-PLC Io cual

Iiberaría un IPG de células adrenocorticales, que de acuerdo a Io

encontrado con el IPG de T. cruzi, inhibiría la acción de Ia hormona. Esta

liberación se confirmó por el agregado de anti-CRD, que reconoce IPG, a

células intactas, lo cual aumentó Ia producción de esteroides por ACTH.

Estos resultados muestran la presencia de un IPG endógeno que inhibe ¡n

vivo la respuesta de Ia hormona.

Es interesante destacar que dado que las moléculas de IPG tienen

una estructura conservada y conocida es posible la síntesis de estas

moléculas y podrían ser utilizadas farmacológicamente para inhibirésta u

otras respuestas medíadas por AMPc. Más aún, esta molécula resiste pH

entre 2 y 3 lo cual, permitiría su administración por vía oral, por Io cual

estos resultados podrían también tener relevancia desde el punto de vista

terapéutico, teniendo además en cuenta que la inhibición por IPG de la

respuesta mediada por AMPc ha sido informada en distintos trabajos y en

otros sistemas (111;132;133).

Se ha visto por ejemplo que IPG, igual que insulina inhibe la

actividad de la glucógeno sintetasa estimulada por glucagon (124), cuya

señal es mediada por AMPc. lnsulina, hormona hipoglucemiante, media

sus efectos metabólicos en parte disminuyendo los niveles intracelulares

de AMPc. que es el segundo mensajero de varios agentes

hiperglucemiantes, entre los cuales se encuentra el glucagon. Es decir,

que algunos efectos de insulina pueden ser mimificados por IPG, lo cual

haría posible la utilización del IPG como una droga para el tratamiento de

una enfermedad de alta incidencia en la población como es la diabetes.

En concordancia con este hecho, se ha visto que en ratas en las que se

induce diabetes por tratamiento con estreptozotocina, se encuentran
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disminuidos tanto el contenido de GPI en hepatocitos como la hidrólisis

de estos compuestos por insulina.

Si bien se requiere de más investigaciones para evaluar Ia

factibilidad de IPG como fármaco, este compuesto es potencialmente útil

desde el punto de vista terapéutico.
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Capítulo 5. Estudios de GPIs y sus precursores

en S. pombe

Como se ha visto, se utilizaron GPls purificados de Trypanosoma

cruzi para evaluar su participación en la señal de ACTH en células de

corteza adrenal. Resultó conveniente buscar una nueva fuente para Ia

obtención de estos compuestos que fuera de más fácil manipulación

experimental y donde los GPIs pudieran ser abundantes.

Existen informes de bibliografía en los que se ha utilizado el GPl

proveniente de la proteína Gce1p de Saccharomyces cerevisiae para

estudiar su rol en la respuesta de insulina. Varias proteínas de S.

cerevisiae estan ancladas a la membrana por GPl. Hasta el presente,

ésta es la única levadura cuyos GPIs han sido estudiados. Los estudios

iniciales sobre los componentes lipídicos de las anclas de GPI mostraron

Iapresencia tanto de GPls con lípidos sensibles al tratamiento alcalino

suave (glicerolípidos) como con lípidos resistentes determinados como

fitoceramidas (50;149). En la mayoría de las proteínas, el reemplazo del

glicerolípido de su ancla por ceramida ocurre en el Golgi (42;149;150).

Sin embargo, en algunas proteínas, como Gas1, esta modificación no

ocurre (49); en cambio, su GPI mantiene el glicerolípido con un ácido

graso de cadena larga (026) en la posición sn-2 (50). Este ácido graso se

encuentra normalmente como componente de fitoceramidas (211).

En base a estos antecedentes, se abordó el estudio de GPIs y sus

precursores en otra levadura, Schizosaccharomyces pombe. Algunos

aspectos bioquímicos han establecido cierta similitud de este organismo

con mamíferos (155;156).
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El interés por el estudio de los inositolfosfolípidos se basa en que

estos compuestos constituyen la porción Iipídica de

gIicosilfosfatidilinositol (GPI). Resultó interesante investigar si, esta

levadura posee IPC como S. cerevisiae o si en cambio, estos compuestos

estan ausentes como es el caso en mamíferos.

Con el objeto de estudiar los GPl y sus precursores, se marcaron

los lípidos por incorporación de ácido [9.10 (n)3H]-palmítico. Las

levaduras fueron precultivadas en medio mínimo y en crecimiento

exponencial se marcaron metabólicamente con ácido [3H]-palmítico

durante 18 horas, como se detalla en la sección 2.22.

Una de las metodologías más utilizadas para la purificación de

GPIs, dado la polaridad de estos lípidos, es su extracción, luego de la

ruptura celular, con una mezcla de cloroformozmetanolezo (10:10:3 v/v).

Se obtuvo un pellet insoluble (P) y un extracto clorofórmico (E). Se

analizaron los lípidos presentes en este extracto (esquema 3).

5.1 Determinación de la estructura de lPLs de S.

pombe
Los compuestos menos polares se extrajeron de E con

cloroformozmetanol 2:1. El insoluble se suspendió en agua y se extrajo

con butanol. La mayor parte de la radioactividad se recuperó en la fase

orgánica en una proporción de 90:1. Se analizaron los lípidos presentes

en Ia fase butanólica mediante TLC en sílica gel.
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Incorporación de [3H]- ácido palmítico en
células de Schizosaccharomyces pombe ( 1x109)

ruptura celular en cloroformozmetanolzagua (lO: l023,‘

Pellet (P)

I

SCCO

extracción con butanol saturado en agua

I I

‘llet insoluble(P’) Fig.47 fase butanol (Bp)

OOOOCQOOOOOOOOOOOO

.SDS-PAGE y tratamiento con proteasa
fluorografia

Fig. 48 extraCCIoncon butanol-aguaTabla VIH

fase butanol

fase acuosa

extracción con butanol

nifïcación y extracción con tolueno

TLC Fig. 41A y RPTLC Fig. 4lB

ácidos grasos en posición sn-l

extracto (E)

SCCO

cloroformozmetanol (2: l)ñ fi
extracto residuo

extracción con butanol sat en agua

fase acuosa extracción con hexano I

GPI-PLD
fase orgánica

Hidrogerración

fase butano] fase acuos
Fig. 36

l

' IPLA; sannnificanión
Pl-PLC

l Pl-lI3LC

TLC Fig. 37 A Figura 37B

TLC y fluorografla RPTLC y fluorografla
Fig. 49 Fig. 39A

butanol agua saponificación delos lípidos y

ácidos grasos extracción con tolueno
TLC Fig. 40 en posición sn-2

RPTLC y fluorografla
Fig. 38

RPTLC Fig. 393

Esquema 3
Extracción y purificación de inositol fosfolípídos y
proteínas ancladas por GPl en Schizosaccharomyces pombe.

ooattttooooéooooooooooo...
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Una alícuota de esta fracción se cromatografió utilizando como

solvente de desarrollo cloroformo:metanol:H20 (10:10:3 v/v), solvente A,

Figura 36A. Se observan dos manchas de igual movilidad que una

mezcla de [3H]-inositol fosfolípidos de estructura definida purificada de

Trypanosoma cruzi (53) sembrada como estandar, lo cual sugiere la

presencia de este tipo de lípidos en la muestra. Además, se observa una

mancha de mayor movilidad, que migra como ácido graso, que podría ser

precursor no metabolizado.

La mezcla de [3H]-inositol fosfolípidos purificada de Trypanosoma

cruzi posee ceramida como componente Iipídico mayoritario y

glicerolípidos en menor proporción. Estos compuestos no se resuelven

con el solvente A, sin embargo, pueden ser resueltos en el solvente B,

como se informó previamente (53). Por ello, se cromatografió la muestra,

en forma preparativa, utilizando este solvente (Figura 3GB).

Como puede verse, se observan bandas a la altura de Pl, aunque

también aparecen otros componentes minoritarios de menor movilidad.
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-0
Figura 36. Análisis de los lípidos de la fase butanólica obtenida a partir
del extracto (E) proveniente de la marcación metabólica en cultivos de S.
pombe.

Luego de la marcación, las células de levaduras en cultivo se
disgregaron en cloroformozmetanolzagua (10:10:3 v/v). La fracción soluble (E)
se evaporó y se extrajo con cloroformozmetanol 2:1, como se muestra en el
esquema 3, y el residuo se particionó en butanoI-agua. La fase orgánica se
analizó por TLC en sílica gel con A) cloroformozmetanolzagua (10:10:3 v/v)
como solvente. Calle 1: muestra, calle 2: mezcla radioactiva de inositol
fosfolípidos e inositol fosfoceramidas (lPL-lPC*) purificada de Trypanosoma
cruzí. utilizados como estandares. B) cloroformozmetanolzNH4OH (152102 v/v)
como solvente de desarrollo. Estándares : PI, fosfatidilinositol; P, ácido
palmítico.
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Dado que, en Saccharomyces cerevisiae las inositol

fosfoceramidas son muy abundantes (212;213), se pensó que alguno de

los compuestos de S. pombe que migraron a la altura de Pl en las

Figuras 38A y 388 podrían corresponder a inositol fosfoceramidas. Como

además en el solvente B las inositol fosfoceramidas tienen un Rf

levemente menor que los inositol fosfoglicerolípidos, se eluyó de la placa

la doble banda de menor movilidad, señalada en Ia Figura 368.

Los compuestos eluídos se trataron con PI-PLC de BaciI/us

thun'ngiensis, que actúa sobre inositolfosfolípidos independientemente de

que el lípido sea ceramida, acil- o alquil-glicerol (27). Se realizaron

controles sin tratamiento con enzima.

Se encontró que estos compuestos fueron susceptibles a la acción

de Pl-PLC (Figura 37). AI analizar los lípidos liberados, por TLC

utilizando el solvente C (Figura 37A), se observó una banda más fuerte (l)

y otra más tenue (II) con igual movilidad que estándares de diacil- y

alquilacil-glicerol, que no se resuelven bien en este sistema, pero no se

encontró ceramida como producto de la hidrólisis. Estos resultados

indican la presencia de glicerolipidos en los [3H]-IPLs de

Schizosaccharomyces pombe.

Por otra parte, los [3H]-IPLs se saponificaron y extrajeron con

tolueno antes del tratamiento con PI-PLC, seguido del análisis por TLC

en las mismas condiciones que en la Figura 37A, (Figura 37B, calle 2).

Por saponificación se hidrolizan los grupos acilos; en cambio, los grupos

alquilos son resistentes a este tratamiento. Se observó una mancha a la

altura de los ácidos grasos y no se detectó ningún compuesto a la altura

de alquilglicerol, (Figura 37B). Estos resultados indican que los [3H]-IPLs

contienen mayoritariamente diacilglicerol.
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Figu a 37. Análisis de los lípidos liberados por acción de Pl-PLC sobre
los [ H]-lPLsde Schizosaccharomyces pombe.

Los lPLs presentes en la mancha de menor movilidad señalada (*)en la
Figura 368, se eluyeron de la placa y A) se hidrolizaron con Pl-PLC de Baci/lus
thuringiensís. Los lípidos liberados por la enzima se extrajeron con butanol y

cromatografiaron cgn cloroformozmetanol (38: v/v) como solvente de
desarrollo. Calle 1, [ H]—áoidopalmítico; calle 2, [ H]-IPLs (blanco sin enzima);
calle 3, tratamiento con Pl-PLC; B) se saponificaron (calle 2) o no (calle 3)

antes deláratamiento con la fosfolipasa y luego se trataron como en la parte A)
Calle 1, [ H]-ácido palmítico. sap: saponificación. Estándares: DAG, 1,2-di-O­
miristoilglicerol; AAG, 1-O-hexadecil-2—O-palmitoil-glicerol; C, ceramida
(lig. oceroiI-dihidroesfingosina); H, l-O-hexadecilglicerol; P, ácido palmitico.
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Para confirmar Ia naturaleza de los glicerolípidos presentes en los

IPLs, las dos bandas (I y II) de la Figura 37A, producto de hidrólisis con

PI-PLC, se eluyeron por separado y se saponificaron, seguido de

extracción con tolueno. Los ácidos grasos extraídos con tolueno se

metilaron y analizaron en RPTLC (Figura 38A). Las calles 1 y 2

representan los ácidos grasos provenientes de la banda más intensa (l) y

más tenue (II) de Ia Figura 37A, respectivamente. En los dos casos se

observó una mancha principal de igual movilidad a los estándares de

metil-ésteres de los ácidos grasos de 16:0 y 18:1, que no se diferencian

entre sí en este sistema. Se observó además una banda a Ia altura de los

estándares de 14:0 y 16:1 como componentes del glicerolípido l, calle 1.

Para confirmar Ia ausencia de alquilglicerol, luego de la

saponificación, las fases acuosas obtenidas se juntaron y se extrajeron

con butanol para su posterior análisis por TLC en un sistema que distinga

entre alquilglicerol y ácidos grasos (Figura 388). Sólo se observó ácido

graso que había quedado luego de la extracción con tolueno. Estos

resultados prueban que los [3H]-IPLs de Schizosaccharomyces pombe

contienen diacilglicerol, no se encontró alquilaciI-glicerol ni ceramida.
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Figura 38. Análisig de los [3H]-ácidos grasos liberados de DAG
proveniente de los [ H]-IPLsde S. pombe.

A) Los lípidos l y H que migraron como DAG en Ia Figura 37A se
saponificaron. Los ácidos grasos liberados se extrajeron con tolueno, se
metilaron y analizaron por RPTLC. Calle 1: ácidos grasos saponificados del
Iípido l; calle 2: ácidos grasos saponificados del Iípido II. Solvente de
desarrollo, acéticozacetonitrilo (1:1 v/v). Estándares: C14;o, C16;1, C150,
C18;1, metil ésteres de ácido mirístico, ácido palmitoleico, ácido palmítico y
ácido oleico, respectivamente. B) Las fases acuosas obtenidas luego de Ia

extracción con tolueno en A) se juntaron y extrajeron con butanol. Lgs lípidos
extraídos se analizaron por TLC en el solvente G (calle 2). Calle 1: [ H]-ácido
palmítico. Estándares: P, ácido palmítico; DAG, diacilglicerol; A, alquilglicerol.
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Los componentes minoritarios de menor Rf que Pl, (Figura 368), se

eluyeron con el objeto de analizar la susceptibilidad de los mismos a Pl­

PLC. De ser susceptibles, podría tratarse de otros precursores de GPI

más polares, es decir, glicosilados. Sin embargo, no se observaron

diferencias entre los lípidos originales y luego del tratamiento con enzima,

indicando que no se trata de compuestos con la estructura general de

inositol fosfolípidos.

5.1.1 Esterificación de la posición sn-2 de los

[3H]-IPLs

Con el objeto de estudiar los ácidos grasos presentes en los [3H1­

IPLs, se realizó una hidrólisis con PLA2. Esta enzima libera el grupo acilo

de la posición sn-2 quedando el correspondiente Iisoglicerolípido.

Los [3H]-IPLs purificados por TLC como se describió

anteriormente, se incubaron con PLA2, seguido de una primera

extracción con hexano. Los [3H]-ácidos grasos liberados, se metilaron y

luego se analizaron en RPTLC, Figura 39A. Se distinguió una banda

principal con Rf coincidente con estándares de 16:0 ó 18:1 y una banda

más tenue coincidente con estándares de 14:0 ó 16:1.

Se investigó si la banda principal observada en la Figura 39A

correspondía a 16:0, a 18:1 ó a ambos ácidos grasos. Con este

propósito, la mitad de la muestra eluida de la Figura 39A a la altura de

los estándares de 16:0 y 18:1, correspondiente a los [3H]-a'cidosgrasos

metilados, se hidrogenó y analizó en RPTLC junto con el resto de la

muestra sin hidrogenar (Figura 398).

De observarse una diferencia en las movilidades de las muestras

que fueron o no hidrogenadas, ésta revelaría insaturación indicando la

presencia de 18:1 en posición sn-2; mientras que, ninguna diferencia de
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movilidad entre las muestras seria lo esperado si el ácido graso que

esterificaba la posición sui-2 fuera palmítico.

-16:0
-. 1; '

1 0.16.1 _18:0

W16:0.1811

-0

Figura 39.¿málisis de los ácidos grasos liberados por acción de PLAz
sobre los [ H]-lPLsSchizosacclmromyces pombe.

Los IPLs presentes en la ¡mucha de menor movilidad señalada i") en la
Figura 368 se eluyeron de la i‘loi‘a y se hidrolizaron con PLAQ. qeouido de.

extracciones sucesivas con Mmmm A) Los lípidos extraídos mn hamnn m
melilaron y cromatografiaron nn Pl‘l LC. calle 1 Calle 2' l“Hl-át‘ido palmihzto
B) Los ácidos grasos meliladoQ que comigraron en la placa de. fase reversa
mostrada en A) con los estándaies C160. C181, se eluyei'on y se cometieron
o no a hidrogenación Los pmdwrlos se analizaron por RPTLC. solvente de
desarrollo: ácido acéticoaoeinniliiln (l 1 v/v) Calle 1. muestra sin hvlroqenar
calle 2, muestra hidrogenada Felandares C14 o (316-1 (fin: o C15; 1 me?”
ésleres de ácidos grasos
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La cromatografía de Ia muestra hidrogenada (Figura 398) presenta

una mancha principal que comigra con la muestra sin hidrogenar,

indicando que el ácido graso mayoritario en posición sn-2 corresponde a

palmítico (16:0). Se observa también una mancha menor en Ia muestra

hidrogenada que comigra con el estándar de 18:0, consistente con la

incorporación de ácido oleico en posición sn-2 de los [3H]-|PLs, aunque

en mucha menor proporción que ácido palmítico.

Con respecto a la mancha más tenue presente en la Figura 39A,

que comigraba con 16:1 y 14:0, no se confirmó su estructura dado que no

representó cantidad suficiente para ser sometida a hidrogenación.

Estos resultados confirman la esterificación del oxhidrilo en

posición 2 del glicerol y revelan la estructura de los [3H]-ácidos grasos de

la posición sn-2 de los [3H1-IPLs.

5.1.2 Esterificación de la posición 1 de los [3H1­

IPLs

A continuación. se quiso estudiar la naturaleza y tipo de unión del

ácido graso presente en la posición sn-1 de los [3H]-IPLs.

Se realizó una extracción con butanol de las muestras acuosas

obtenidas luego de hidrolizar los [3H]-IPLs con PLA2 y se analizaron los

extractos en TLC (Figura 40). La calle 5 corresponde al tratamiento con

enzima. La calle 4 corresponde al blanco sin enzima. La fluorografía

reveló dos manchas a y b, comenzando desde el origen, que aparecen en

la fase butanólica luego de Ia hidrólisis por PLA2, de Rf menor que los

[3H]-IPLs, lo cual es consistente con la presencia de [3H1­

Iisoglicerolípidos en esta muestra. En la muestra tratada apareció

también una mancha que migra cercano al frente de la placa que

corresponde a [3H]-ácidos grasos libres de posición sn-2 no extraídos
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totalmente por hexano. Sin embargo queda compuesto original luego del

tratamiento, lo cual podria deberse a insuficiente tiempo de incubación

con la enzima o a la presencia de otros compuestos de movilidad similar

a PI. En las calles 2 y 3 se sembró el doble de muestra.

‘0
-+-+PLA2

Figura 40. Análisis de los
Iisoglicerolípidos
liberados por acción de
PLA2 sobre los [°H]-IPLs
S' l ' 'L""Ulll_yb€b
pombe.

Los IPLs presentes
en la mancha de menor
movilidad señalada (*) en Ia
Figura 368 se eluyeron de
la placa y se hidrolizaron
con PLA2, seguido de
extracciones sucesivas con:
hexano (Figura 39 A y B) y
butanol. Los extractos
butanólicos provenientes de
muestras tratadas con PLA2
(calle 5) o sin tratar (calle 4)
se cromatografiaron en
'I‘LC,solvente B, seguido de
fluorografía. Calles 2 y 3:
doble de mue tra
sembrada; calle 1: [ H]­
a'cido palmítico. Estándares:
P, ácido palmítico, Pl.
fosfatidilinositol.
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Los [3H]-lisoglicerolípidos a y b, (Figura 40), fueron sometidos a

saponificación y posterior extracción con tolueno para analizar los ácidos

grasos de la posición 1. Una alícuota menor se guardó como control sin

saponificar. Con este tratamiento se evaluó además, Ia existencia de

alquilaciI-gliceroles en la población de [3H]-lPLs_ ya que, éstos serian

resistentes a saponificación. La radioactividad se recuperó totalmente

(100 %) en Ia fase orgánica sugiriendo la ausencia de [3H1­

li: .>alquilglicerolen el lípido. Se analizaron los lípidos antes y después de

la saponificación por TLC (Figura 41A), en las mismas condiciones de la

Figura 40.

Como puede verse, aparecen manchas que comigran con ácidos

grasos tanto liberados del lípido a como del lípido b, calles 3 y 5

respectivamente. Se observa el lípido b en la muestra no saponificada

(calle 4); sin embargo, Ia baja cantidad de muestra no permitió visualizar

al lípido a sin tratar, su presencia se confirmó por elución de la sílica y

conteo de la radioactividad.

Las muestras de las calles 3 y 5, que corresponden a los [3H1­

á'jdos grasos liberados de posición sn-1 de los [3H1-Iisoglicerolípidosa y

b, fueron eluídas de la silica para su posterior análisis en RPTLC con el

solvente FB (Figura 41B). Puede notarse que el ácido graso de menor

movilidad en RPTLC (Figura 41B) es el que proviene del lisogllcerolípidc

b, que fue el de mayor movilidad en TLC (Figura 40).

A diferencia de lo observado para la posición sn-2 de los [3H]-IPLs,

a juzgar por el análisis en RPTLC (Figura 41B) habría al menos dos

acidos grasos diferentes en posición sn-1, que serian 14:0 y/o 16:1

proveniente del lípido a y 16:0 y/o 18:1 proveniente del lípido b.
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o —14:0,16:1

‘ 16:0,18:
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NaOH 1 2 3

12345
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Figura 41. Análisis de los 3H]-l¡so%licerolípidos obtenidos en la fase
butanol luego del tratamiento de los [ H]-IPLscon PLA2_

Los lípidos a y b obtenidos según la Figura 40 se sometieron o no a
saponificación seguido de extracción con tolueno. A) Cromatografía en TLC

csoncloroformozmetanolzNH4OH (151102 v/v) seguido de fluorografía. Calle 1,
[ H]-a’cido palmítico; calle 2, lípido a no saponificado; calle 3, lípido a
saponificado; calle 4, lípido b no saponificado; calle 5, lípido b saponificado. B)
Los ácidos grasos que comigraron con ácido palmítico en A) de las calles 3 y 5
se eluyeron y cromatografiaron en RPTLC, calles 2 y 3 respectivamente

utilizando cloroforrgozmetanolzagua (20:40:05 v/v) como solvente de
desarrollo. Calle 1: [ H]-ácido palmítico.
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Estos resultados descartan la presencia de alquilacilglicerol en los

lPLs, dado que de existir estos compuestos, el Iisoglicerolípido obtenido

después de la PLA2 hubiese sido resistente a Ia saponificación y se

habria visualizado en Ia Figura 41A una mancha a la altura de los

Iisoalquilglicerolípidos tanto en las muestras tratadas como en las no

tratadas en condiciones de saponificación.

La marcación metabólica es una herramienta útil para seguir el

análisis de una muestra a través del desarrollo de distintas metodologías,

especialmente cuando se dispone de escasa cantidad de material.

Además, permite descartar la presencia de impurezas introducidas en la

manipulación del material, Io cual es frecuente en el caso de análisis de

lípidos. Sin embargo, el estudio estructural a partir de cultivos no

marcados permite aplicar otro tipo de metodologías y confiere, además,

relevancia fisiológica a los resultados.

En base a lo expuesto, en paralelo con los cultivos en los que se

incorporó ácido [9,10 (n)3H]-palmítico, se realizaron cultivos sin

precursores radioactivos, en mayor escala (108 células para las

incorporaciones vs. 101°células en cultivos sin marcar).

Siguiendo el mismo esquema que con los [3H]-IPLs se han

purificado los lPLs no marcados a partir de un primer extracto

clorofórmico. Los IPLs fueron susceptibles a hidrólisis por PI-PLC y por

PLA2, como había resultado para los IPLs radioactivos, confirmando que

se trata de inositol lípidos que no contienen ceramida.

Los ácidos grasos liberados por PLA2 de los IPLs no marcados se

metilaron y una parte de Ia muestra se analizó por RPTLC, revelando con

iodo una mancha que comigró con los estándares de metiI-ésteres de

16:0 y/o 18:1. La otra parte de la muestra se analizó por CGL utilizando

dos columnas de diferente polaridad. Los cromatogramas de las

muestras y de los estándares se muestran en IasFiguras42.y43.
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Figura 42. Análisis de los ácidos '
grasos liberados de posición sn-2
de IPLs.

Los IPLs no radioactivos se
trataron con PLA2 como se describe
en la Figura 39 para los [°H]-IPLs,
liberándose los ácidos grasos de
posición sn-2. Los ácidos grasos se
extrajeron con hexano, se metilaron y
cromatografiaron en CGL usando la
columna capilar: HP-Innowax (I), 0.2
mm x 50 m. T° del programa 150-240
°C a 8°/minutos. Los tiempos de
retención mostrados corresponden a
los derivados metilados de ácido
mirístico (C14;o, 15.859 minutos),
ácido palmítico (C16;o, 20.071 -:
minutos), ácido palmitoleico (C16;1, ("/_
21.119 minutos), ácido esteárico
(C18;o. 26.248 minutos), ácido oleico
(C18;1, 27.627 minutos), ácido erúcico
(0221, 55.125 minutos). A) muestra;
B) coinyección de Ia muestra y
estándar C18;o.

27.651

26.49l

li 79.203
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Figura 43. Análisis de los
ácidos grasos liberados
de posición sn-2 de IPLs.

Los IPLs no
radioactivos se trataron
con PLA2 como se
describe en la Figura 39
para los [°H]-lPLs,
liberándose los ácidos
grasos de posición sn-2.
Los ácidos grasos se
extrajeron con hexano, se
metilaron y cromato­
grafiaron en CGL usando
la columna capilar: Ultra 2
(U), 0.2 mm x 50 m, T° del
programa 3°lminutos. Los
tiempos de retención
mostrados corresponden a
los derivados metilados de
ácido palmítico (C16;o,
19.055 minutos), ácido
palmitoleico (C16;1,
13.868 minutos), ácido
esteárico (C13;o, 18.987
minutos), ácido oleico
(C13;1, 18.411 minutos),
ácido erúcico (022;1,
29.840 minutos). A)
muestra; B) coinyección de
la muestra y estándar
C18:0­

lI'
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nl

1.0106

y.
cn
m
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Figura 44. Análisis de los
ácidos grasos liberados
de posición sn-1 de IPLs.

Los IPLs no
radioactivos se trataron con
PLA2 como se describ en
la Figura 39 para los [ H]­
IPLs, y los ácidos grasos de
posición sn-2 se extrajeron
con hexano. Los ácidos
grasos de la posición sn-1
fueron liberados de los liso­
glicerolípidos, extraídos con
butanol, por saponificación
y extracción con tolueno.
Los ácidos grasos se
metilaron y cromatogra­
fiaron en CGL usando la
columna capilar: HP­
Innowax (I), 0.2 mm x 50 m,
T° del programa 150-240 °C
a 8°/minutos. Los tiempos
de retención mostrados
corresponden a los
derivados metilados de
ácido mirístico (C14;o,
15.859 minutos), ácido
palmítico (C16;o, 20.071
minutos), ácido palmitoleico
(C15;1, 21.119 minutos),
ácido esteárico (C13;o,
26.248 minutos), ácido
oleico (C13;1, 27.627
minutos), ácido erúcico
(C22;1, 55.125 minutos). A)
lisoglicerolípido b; B)
Iisoglicerolípido a.
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Utilizando Ia columna 1 y la condición l, los ácidos grasos

insaturados e|uyen después que los saturados de igual largo de cadena.

Se observó un único pico con un tiempo de retención de 27.621 min

(Figura 42A). El tiempo de retención coincidió con el estándar de ácido

oleico de una mezcla de ácidos grasos insaturados comerciales y fue

mayor que el tiempo de retención del estandar de ácido esteárico (t. r.

26.248 min) tanto en cromatografías individuales o cuando fueron co­

inyectados (Figura 428). Estos resultados indican que el único ácido

graso en posición sn-2 de los IPLs es el ácido oleico y concuerdan con el

resultado del análisis por RPTLC.

Para confirmar Ia identificación, la muestra se analizó a

continuación utilizando la columna 2 y la condición II. Esta columna posee

polaridad inversa y los ácidos grasos insaturados e|uyen antes que los

saturados de igual largo de cadena. La muestra presentó un pico único a

los 18,406 min (Figura 43A) coincidente con el estándar de 18:1 de la

mezcla de ácidos grasos insaturados que fue eluido antes que el

estandar de 18:0 (t. r. 19,055 min), tanto al cromatografiarse por

separado o en co-inyección con la muestra (Figura 43B).

Con estos resultados se ha confirmado que el acido oleico es el

único ácido graso en posición sn-2 de los IPLs provenientes de cultivos

de S. pombe sin incorporación de precursores radioactivos.

El análisis por TLC de los Iisoglicerolípidos liberados por PLA2,

mostró dos Iisoglicerolípidos a y b además de ácidos grasos, igual que

había ocurrido al tratar a los [3H]-IPLscon esta enzima.

Para estudiar los ácidos grasos de Ia posición sn-1 de los IPLs no

marcados, se saponificaron los Iisoglicerolípidos a y b liberados por
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PLA2, como se mostró con los [3H]-lisoglicerolípidos, y se analizaron por

CGL utilizando la columna 1. AI procesar los ácidos grasos obtenidos a

partir del Iisoglicerolípido mayoritario (Iisoglicerolípido b) se observaron 3

picos mayoritarios coincidentes en los tiempos de retención con los

estándares de 16:0, 18:1 y 22:1, Figura 44A. Estos resultados coinciden

mayormente con los resultados de los lípidos marcados en los que se

determinó la presencia de 16:0 y 18:1, aunque aparece el ácido graso de

22:1. Con respecto a los ácidos grasos obtenidos a partir del

Iisoglicerolípido a, se observaron varios picos, muchos de los cuales

corresponden a cadenas cortas, Figura 44B.

Se ha encontrado, en contraste con el único pico obtenido para el

ácido graso de posición sn-2, más de un ácido graso esterificando la

posición sn-1 de los IPLs.

5.1.3 Identificación de esfingomielina en S.

pombe

Las lnositolfosfoceramidas son muy abundantes en S. cerevisiae y se

marcan por incorporación de [3H]-ácido palmítico en cultivos de esta

levadura. Dado que se demostró la ausencia de estos compuestos en S.

pombe, resultó interesante analizar la presencia de ceramida marcada

como componente de otros esfingolípidos en S. pombe.

Para ello, se analizaron distintas fracciones obtenidas al analizar la

fase butanólica proveniente del extracto E (esquema 3) en la que se

demostró la presencia de [3H]-IPLs.Dado que al hidrolizar los IPLs con

PI-PLC (ver Figura 37A) se visualizaron, además de los productos,
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manchas en el origen resistentes al tratamiento con la enzima que

pudieran corresponder a esfingomielina, se analizaron estas fracciones.

También se analizó la banda superior a la señalada (*)en la Figura 3GB,

ya que IPLy esfingomielina corren parecido en este sistema.

Todas las calles presentaron compuestos que migraron como el

estándar de esfingomielina (Figura 45), con el solvente FB.

-0
»,—...;w a.» z “"4" wn“ u"-"rl 7,"\{5' t'VA‘f "

1 2 3 4 5

Figura 45. Evaluación de la presencia de esfingomielina en extractos de S.
pombe.

Distintas muestras se analizaron para evaluar la presencia de
esfingomielina (SM) porfiLC con el solvente FB y fluorografía. Calles 4 y 5,
origen de la calle 3, Figura 37A; calle 3, fase butanol del extracto E (esquema
3); calle 2: banda superior a la señalada en la Figura 368; calle 1: extracto
cloroformozmetanol 2:1 de E (esquenxïa ’o‘).
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Estas manchas se eluyeron de la placa y se hídrolizaron con
\

esfingomielinasa seguido de análisis por TLC para evaluar la presencia

de ceramida y así confirmar su estructura (Figura 46).

Figura 46. Análisis de Ia liberación de ceramida por hidrólisis de fracciones del
extracto cloroformozmetanolzagua de S. pombe.

Las muestras que migraron igual que esfingomielina en la figura anterior
se trataron (2 y 4) o no (1 y 3) con esfingomielinasa y se analizaron por TLC en
el solvente G. Calles 1 y 2, muestra proveniente de la calle 2, figura 45. Calles
3 y 4, se juntaron las muestras provenientes de las calles 3, 4 y 5 de Ia figura
45. Estándar: C, lignoceroiI-dihidroesfingosina.

Se ha determinado la presencia de ceramida como componente de

esfingomielina en la fase butanólica proveniente del extracto E (esquema

3), y en fracciones obtenidas en el posterior análisis de la misma, que

permitió determinar la presencia de los [3H]-lPLs.

Estos resultados confirman la existencia de esfingomielina en S.

pombe.
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5.2 Incorporación de [3H]-palmítico en proteínas

de S. pombe ancladas por GPI
Para evaluar Ia presencia de GPI en proteinas de S. pombe, el

pellet obtenido luego de Ia extracción con cloroformozmetanoltagua

10:10:3 v/v (esquema 4) se sometió a distintos tratamientos.

Primeramente, se realizó una extracción del pellet con butanol

saturado de agua. El conteo de la radioactividad en las fases butanólica

(Bp) y del insoluble suspendido en agua (P’), reveló una relación 1:1. Se

analizaron ambas fases mediante TLC en cloroformozmetanolzagua

10:10:3 v/v (Figura 47).

I.w- , -IPCviPL

Figura 47. Análisis de la fase butanol Bp, calle 1, y del pellet P', calle 2, (ver
esquema 3) por TLC, solvente A. Estándares: P: ácido palmítico; IPC-IPL*:
mezcla de inositol fosfolípidos e inositol fosfoceramidas radioactiva (lPL-IPC*)
purificada de Trypanosoma cruzí. utilizados como estándares.
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Dado que los GPls libres o anclados a proteínas poseen mayor

masa y mayor polaridad que los IPLs, era de esperar que los GPI

presentasen menor movilidad.

El análisis de Ia fase Bp mediante TLC en las condiciones de Ia

Figura 36A mostró un patrón de bandas similar al que se vió en dicha

figura, al analizar la fase butanólica proveniente del extracto clorofónnico;

donde, se ha demostrado la ausencia de GPI.

En cambio, el análisis por TLC de una alícuota de Ia muestra P’ en

las mismas condiciones mostró, además, una mancha en el origen. La

aparición de esta mancha podría deberse a la presencia de estructuras

de GPI, o bien, de proteínas ancladas; por ello, se siguió analizando esta
muestra.

La radioactividad presente en P’ no se extraía con butanol o

tolueno; y no se solubilizaba en agua. Dado que en esta fracción podían

estar las proteínas ancladas con GPI presentes en la levadura, una

alícuota de la muestra se tomó en buffer de lisis se disgregó utilizando un

sonicador y se sembró en un gel desnaturalizante, seguido de fluorografia

según (159). Se encontró una banda cuyo PM se estimó en 19 kDa que

correspondería a una o varias proteínas modificadas por incorporación de

[3H]-ácido palmítico, Figura 48.

Esta banda proteica podía contener una o más proteínas ancladas

por GPI. Sin embargo, ésta no era la única modificación que permite Ia

incorporación de un ácido graso a proteínas. Se ha informado que ciertas

proteínas están palmitoiladas en residuos cisteína del extremo C-terminal

(214-216) o como amidas en el amino terminal (217;218). Se cree que el

ácido palmítico unido covalentemente se intercala en estructuras de

membrana y que podría, en algunos casos, regular Ia función de las

proteínas modificadas. Este tipo de acilaciones en proteínas es

cuantitativamente menos importante en S. cerevisiae (149).
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Figura 48. SDS-PAGE y fluorografía del pellet P', ver esquema 3. EI pellet se
resuspendió en buffer de lisis, se sonicó y se analizó en un gel 10 % que se
preparó para fluorgrafía según Chamberlain y col. (159). La movilidad de los
estándares de PM se muestra a la derecha. o= punto de siembra del gel.

Para determinar el tipo de unión del lípido se trató la muestra P’

con proteasa (149) para liberar los péptidos marcados por incorporación

de [3H]-ácido palmítico y de este modo facilitar su aislamiento y

purificación.

Luego de Ia proteólisis, la muestra se extrajo con butanol y se

contó Ia radioactividad en las fases resultantes, ver Tabla VIII.
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Tab/a V/ll.Tratamiento con proteasa del pellet (P').

Digestión con Proteasa Buffer Fase butanol
(cpm) (cpm)

1500000

+ 600000 800000

El pellet P’, ver esquema 3, fue exhaustivamente extraído con
cloroformozmetanolzagua (10:10:3 v/v), butanol y tolueno. La fase acuosa
resultante fue sometida al tratamiento con pronasa seguido de partición
butanoI-agua. Se contó la radioactividad presente en las fases resultantes.

Como puede verse, cerca de un 60% de la radioactividad se

recuperó en la fase butanólica. La extracción de péptidos con anclas de

GPI con butanol fue previamente informada en S. cerevisiae (149), por Io

cual esta fase se evaporó y se probó su susceptibilidad a una fosfolipasa

de tipo D específica de GPI comercial (GPI-PLD) (173).

La muestra hidrolizada y un blanco sin enzima se extrajo con

cloroformozmetanoleCI 12M 10:10:0.1 v/v, solvente descripto para la

extracción de Iípido-fosfato (174). El 90% de Ia marca radioactiva se

recuperó en Ia fase orgánica que se analizó por TLC, Figura 49. Se

observaron diferencias en las muestras tratadas o sin tratar con la enzima

confirmando la susceptibilidad de la muestra a GPl-PLD.
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+ - GPI-PLD
Figura 49. Análisis por TLC de los lípidos liberados por acción de GPI-PLD de
los productos de proteólisis del pellet (P').

La fase butanólica obtenida luego de la digestión con proteasa del
pellet, se hidrolizó con GPI-PLD comercial seguido de extracción con
cloroformo:metanoleClconC (10:1OIO,1 v/v). Los lípidos extraídos se
analizaron por TLC en el solvente l y fluorografía. Estándares: CP, ceramida 1­
fosfato; PA, ácido fosfatídico; P, a'cido palmítico.
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La estructura de los lípidos liberados no pudo ser confirmada por la

escasa cantidad de material; de todos modos la liberación de lípidos por

tratamiento con GPI-PLD confirma Ia presencia de anclas de GPI como

modificación post-traduccional de proteínas sintetizadas por S. pombe.

No se estudiaron otro tipo de modificaciones.
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5.3 Aislamiento de GPIs libres en células de S.

pombe sin incorporación de precursor
radioactivo

En otra serie de experimentos se quiso evaluar la presencia de

GPls libres en S. pombe. Estos estudios se realizaron a partir de cultivos

no radioactivos.

De manera similar a Io descripto para los cultivos marcados

metabólicamente, los cultivos en fase exponencial se disgregaron en

cloroformo:metano|:agua 1021023v/v, obteniéndose un pellet y un extracto

clorofórmico (esquema 4).

El extracto clorofórmico se evaporó y se re-extrajo con

cloroformozmetanol 2:1 para eliminar compuestos menos polares

(esquema 4). El residuo se particionó en butanol-agua. Una alícuota de

cada una de las fases resultantes se analizó por TLC, en

cloroformozmetanolzagua (10:10:3 v/v) y se reveló inicialmente con iodo

(Figura 50).

Este solvente ha sido utilizado previamente para evidenciar GPls

en levaduras (42).
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Células de Schizosaccharomyces pombe ( 1x10”)

ruptura celular en clorofonn02metanolzagua (10: 10:3)

pena extracto(E)
I

SCCO

cloroformo: metano] (2: l)

extracto residuo _i
extraccxon con butanol
saturado en agua

Ac: fase acuosa Fig.50 y 51 Bc: fase butanol Fig.50 y 51
Re-extracción con butano]

Utilizadaen 4_ A0: Faseacuosa¡:¡g' 52 Fasebutanol:Bo

ensayos biológicos. I

. _ _ Determinación de compuestos con la
Tratam'emo 00" aCldO"¡"050 PI-PLC estructura de IPLs (ver sección 5.1)

y extracción con butano] l I

CGL
Flg' 55 Figuras 42 - 43 - 44Fíg. 54

Extracción y purificación de inositol fosfolípidos y
Esquema 4 glicosilfosfatidilinositolesen Schizosaccharomycespombe.
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Figura 50. Análisis de la fase acuosa (Ac) y de la fase butanólica (Bo) del
extracto E de S. pombe (esquema 4). Las fases Ac y Bc se analizaron por TLC
en el solvente A revelada con iodo. Calle 1, Bc; calle 2, Ac. Estándar: PI,
fosfatidilinositol.

La fase butanólica (Bc, calle 1) muestra compuestos que migran a

la altura del estándar de PI, previamente caracterizados como lPLs

(sección 5.1) y también lípidos de mayor movilidad.

La fase acuosa (Ac, calle 2) muestra compuestos de igual Rf que

los de la fase butanol pero además se revelan con mayor intensidad
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compuestos de Rf menor que Pl, como era de esperar para derivados de

Pl glicosilados. La misma placa, fue revelada luego con el reactivo de

orcinol (172). La coloración violácea de los compuestos de Rf menor que

PI, sugirió que se trata de compuestos altamente glicosilados (Figura 51).

r-Wy'o-oo ­

1 2

Figura 51. Análisis de la fase acuosa (Ac) y de Ia fase butanólica (Bc) del
extracto E. Las fases Ac y Bc (ver esquema 4) se analizaron por TLC en el
solvente A revelada con el reactivo de orcinol. V= coloración violácea. Calle 1,
Bc; calle 2, Ac. Estándar: Pl, fosfatidilinositol.

La fase acuosa se extrajo luego dos veces más con butanol (B1y

Bz) para eliminar los restos de Pl y se sembraron alícuotas de cada una

de las fases resultantes en TLC, revelando con reactivo de cerio, que es

universal (Figura 52).
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Ao, corresponde a la fase acuosa luego de la extracción exhaustiva

con butanol y Bo, a la primera extracción con butanol luego de ser

extraída con agua para eliminar algún componente hidrofilicoremanente.

wz -P
IPI

’L'
3"? g

2’

.0

Figura 52. Análisis de la fase acuosa (Ao) y de las fases butanólicas (Bo, B1 y
82) del extracto E. Se realizaron sucesivas extracciones con butanol de la fase
Ao, las cuales se concentraron por separado (1OOX)y se analizaron por TLC
en el solvente A revelada con el reactivo de cerio. Calle 1, Bo; calle 2, B1;
calle 3, 82; calle 4, Ao. Estándar: Pl, fosfatidillnositol.
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Por comparación entre las Figura 50 y Figura 52, puede verse que

los Pls presentes en la fase acuosa en la Figura 50 son extraídos por

completo en butanol, aunque no se extraen los compuestos de menor
movilidad.

Se decidió entonces caracterizar los compuestos presentes en Ao

que posiblemente corresponderían a GPIs.

Durante los últimos años, distintos criterios han sido utilizados

como diagnóstico de la presencia de GPIs en muestras biológicas, entre

las que se encuentran:

1) Tratamiento con ácido nitroso. que desamina la glucosamina no

acetilada comprometida en una unión glucosidica a inositol, ver Figura

53. Este tratamiento químico es altamente específico dado que la

glucosamina no acetilada glicosídicamente unida a inositol no es una

estructura frecuente y, hasta el presente, sólo se conoce en GPIs.

2) Susceptibilidad a Pl-PLCs bacterianas.

3) Susceptibilidad a GPI-PLD.

Para estudiar la presencia de GPI en Ao, en una primera instancia

se trató una alícuota de la muestra con ácido nitroso. Este tratamiento ha

sido utilizado como evidencia de anclas de GPI de levaduras (42;149).

Para analizar la liberación de lípidos por este tratamiento se extrajo la

muestra con butanol. Los lípidos extraídos se analizaron en TLC por

revelado con el reactivo cérico, Figura 54. Se observó una mancha a la

altura del estandar de PI, indicando la liberación de un inositol lipido por
este tratamiento.
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H
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Figura 53. Tratamiento de GPI con ácido nitroso.
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Figura 54. Análisis por TLC de los lípidos liberados de Ao por tratamiento con
ácido nitroso y extracción con butanol. Calle 1: fase butanólica; calle 2: Ao;
calle 3: Bo. Solvente A, revelado con el reactivo de cerio.

Los resultados del tratamiento con ácido nitroso representan la

primera evidencia de la existencia de GPI en Ia fase acuosa (Ao)

proveniente del extracto cloroformozmetanolzagua 10:10:3 v/v de las S.

pombe.

Otra alícuota de Ao se trató o no con Pl-PLC de Bacillus cereus

seguido de extracción con butanol y se analizó por TLC con el solvente H

(Figura 55). El revelado con iodo mostró manchas (calle 2) que no están

presentes en el extracto butanólico de la muestra no tratada con

fosfolipasa (calle 1): la mayor parte de los compuestos extraídos

quedaron en el origen, lo que sugiere la presencia de un lípido más polar

que diacilglicerol; además apareció una mancha menor a la altura de los
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estándares de ceramida y alquilglicerol que no se separan en este

sistema. ,______ _ _-,.-.__-._.-- ..v.

. .
.., .
v » u
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Figura 55. Análisis por TLC de los lípidos liberados de Ao por tratamiento con
Pl-PLC y extracción con butanol. Calle 1: muestra sin tratar; calle 2:
tratamiento de Ao con Pl-PLC de Bacillus cereus. Solvente H, revelado con
iodo. Estándares: C, ceramida; DAG, diacílglicerol; AAG, alquilacilglicerol, A,
alquilglicerol.
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La susceptibilidad de al menos parte de los compuestos presentes

en Ao al tratamiento con Pl-PLC confirma se trata de compuestos del tipo

de GPls.

Considerando los resultados obtenidos que evidencian la presencia

de compuestos del tipo de GPI en S. pombe, la fase acuosa (esquema 4)

de la extracción agua-butanol se utilizó en los ensayos de transducción
de señales.
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5.4 Efecto de lPGs de distintas fuentes en la

estimulación mediada por ACTH de la

producción de corticosterona.

Hemos visto que un IPG obtenido a partir de LPPG de T. cruzi

inhibe la respuesta esteroidogénica de ACTH,resultó interesante estudiar

el efecto de preparaciones que contienen IPG provenientes de S. pombe,

IPG-S (capítulo 5) o corteza adrenal de vaca (capitulo 3) sobre la

respuesta de ACTH.

Como fuente de IPG de S. pombe se utilizó la fracción de agua

(Ao) proveniente del extracto de clorofonnozmetanolzagua (1021023v/v),

ver esquema 4, que corno se ha comentado contiene estructuras del tipo
de GPls libres.

Con este propósito, se prepararon células adrenocorticales de rata

y se analizó el efecto de distintas cantidades de IPG-S, obtenido por

hidrólisis de GPl-S con PI-PLC, sobre la producción de corticosterona

mediada por ACTH (Tab/a IX). También se estudió si el fragmento de

inositol glicano producido por hidrólisis de GPl-S con GPI-PLD, tenía

algún efecto en este sistema.

Para realizar estos estudios se estimó aproximadamente la

concentración de lípidos en la muestra de GPI-S (Ao, ver sección 5.3) por

comparación de las manchas obtenidas al sembrar en una placa de sílica

cantidades crecientes de la muestra con las obtenidas a partir de

cantidades conocidas de inositol fosfolípidos comerciales luego de

revelar con iodo.

Los experimentos se realizaron en paralelo con los

correspondientes inositol glicanos (IPG e IG) de T. cruzi como control

positivo.
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Tabla IX. Efecto de GPI de S. pombe sobre la estimulación
de corticosterona mediada por ACTH en células
adrenocorticales de rata.

Ensayo Tratamientos ng de corticosterona/
ensayo

1- Control 2.0 i 0.1
2- ACTH 13.4 ¿r1.2
3- ACTH + IPG 3.2 i 0.2
4- ACTH + VehlPG-S 11.5 i 1.5
5- ACTH + IPG-S1 8.3 i 0.1 * X
6- ACTH + IPG-S2 3.9 ¿r0.5 "
7- ACTH + IPG-S4 6.9 ¿r1.0 *
8- ACTH + IPGN 12.3 i 1.3
9- ACTH + IG 6.7 i 0.3
10- ACTH + VehIG-S 13.6 i- 2.2
11- ACTH+IG-S1 10.9i1.0#oo
12- ACTH + IG-SZ 6.1 i 0.1 ###
13- ACTH + IG-S4 9.4 i 1.0 ##
14- ACTH + GPI-S 12.9 i 1.8
15- ACTH + Pl-S 13.5 i 0.2

Se prepararon células enriquecidas en fasciculata y se
incubaron durante 1 hora en ausencia (control) ó en presencia
de ACTH 1nM; con agregado de GPI purificado de S. pombe
(GPl-S) ó sus derivados: IPG-S, IPG obtenido por hidrólisis de
GPl-S con Pl-PLC; IPGN, IPG tratado con a'cido nitroso; lG-S. IG
obtenido por hidrólisis de GPI-S con GPI-PLD; PI-S,
fosfatidilinositol purificado de S. pombe ó vehículos (VehlPG-S,
VehlG-S). Las dosis se nombran como 1, 2 y 4 por su relación de
concentración. Luego de los tratamientos, se cuantificó
cortisterona por RIA.Los resultados corresponden a la media i
S.E. de dos experimentos. * Significativamente diferente de
VehlPG-S ps 0.001; #, ##, ### Significativamente diferente de
VehIG-S ps 0.05, ps 0.01, ps 0.001 respectivamente; X
Significativamente diferente de IPG ps 0.001; oo
Significativamente diferente de IG ps 0.01 (ANOVA).

Se observó que el IPG-S fue capaz de inhibir la acumulación de

corticosterona mediada por ACTH en las tres dosis utilizadas, que

guardan una relación de concentración de 1:2:4. El efecto fue máximo
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cuando se utilizó la dosis intermedia y algo menor con la dosis máxima.

Una disminución del efecto de IPG a dosis altas fue informado

previamente (191;203). La inhibición provocada por IPG-S desapareció

por tratamiento del mismo con ácido nitroso.

No se observó inhibición si el GPI-S no fue hidrolizado por PI-PLC,

sugiriendo que el IPG producto de la hidrólisis es el responsable de la

inhibición. El agregado de PI-S, cuya estructura completa se ha

presentado en la sección 5.1, tampoco afectó esta respuesta de ACTH.

Cuando se agregó lG-S en las condiciones de ensayo utilizadas

para IPG-S, se observó inhibición parcial de Ia producción de

corticosterona por ACTH, en las tres dosis empleadas. Este bloqueo fue

menor que el observado con el IPG-S. Lo que concuerda con lo

encontrado previamente con el IG de T. cruzi.

Como fuente de IPG de corteza adrenal se utilizaron preparaciones

de FAL que corresponden a las purificadas a partir de homogenatos de

adrenal por OctiI-Sepharosa y Q-Sepharosa siguiendo el protocolo 1 de

purificación (esquema 1, sección 3.1). Esta fracción fue eluída de la

columna de OctiI-sepharosa con alrededor de 40% de propanol que es la

zona característica del gradiente donde se eluyen las proteinas ancladas

y GPI libres (42).

AI incubar las células adrenocorticales con ACTH en presencia de

preparaciones de adrenales enriquecidas en FALque fueron tratadas con

PI-PLC para liberar IPG (IPG-A), éstas fueron capaces de inhibir la

acumulación de corticosterona producida por ACTH (Tabla X).
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Tabla X. Efecto de IPG de adrenal sobre Ia estimulación de

corticosterona mediada por ACTH en células adrenocorticales
de rata.

Ensayo Tratamiento ng de corticosterona/ensayo

1- Control 0.42 i- 0.02
2- ACTH 1.66 i 0.08
3- ACTH + VehlPG-A 1.68 i 0.13
4- ACTH + IPG-A 1.00 i- 0.10 “

Se prepararon células enriquecidas en fasciculata y se incubaron
durante 1 hora en ausencia (control) ó en presencia de ACTH 1nM;
con agregado de IPG-A ó vehícqu (VehlPG-A). Luego de los
tratamientos, se cuantificó cortisterona por RIA. Los resultados
corresponden a la media i S.E. de dos experimentos. "
Significativamente diferente de VehlPG-A ps 0.01 (ANOVA).

Estos resultados indicarían que IPGs de fuentes distintas de

TIypanosoma cruzi son capaces de inhibir la respuesta de ACTH en

corteza adrenal de rata.

En particular, el resultado obtenido con IPG-A sugiere que la

activación de PI-PLC por ACTH produciría un IPG activo en este sistema.
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Discusión

Se han aislado estructuras del tipo de GPI y sus precursores de S.

pombe.

A partir de los cultivos de S. pombe con [3H]-palmítico, se

identificaron los [3H]-lPLscomo componentes abundantes de la muestra,

pero no se han podido detectar otros precursores glicosilados de GPI. En

S. cerevisiae, los intentos de caracterizar los precursores de GPI

mediante incorporación de [3H]-inositolo [3H]-palmíticofracasaron debido

a su baja abundancia (42); sin embargo, pudieron ser detectados, por

incorporación de [3H]-manosaagregada exógenamente (42), en extractos

Iipídicos provenientes de células que no biosintetizan manosa. Los

autores han propuesto que a diferencia de lo que ocurre en

trypanosomas, donde los GPIs libres se sintetizarían en exceso y estarían

disponibles para la adición a proteinas, en S. cerevisiae, al marcar con

[3H]-inositol,no aparecen GPls libres marcados y en cambio, en pocos

minutos, aparece marca sobre las proteínas.

Esta situación coincide con lo encontrado en S. pombe, donde se

detectaron proteínas que incorporan [3H]-ácidopalmítico en GPI, pero no

GPls libres radioactivos.

Se identificó una banda de 19 kDa en el pellet proveniente de los

cultivos de S. pombe por electroforesis desnaturalizante y fluorografia

(Figura 48). La hidrólisis con GPl-PLD sólo fue posible luego del

tratamiento del pellet con proteasas, Io cual concuerda con la forma de

solubilización informada para las anclas de otras levaduras (149). Como

se ha informado que esta fosfolipasa reconoce la estructura de manosil­

glucosamina unida a fosfatidilinositol (219), la susceptibilidad a esta

hidrólisis prueba la existencia de anclas en proteinas de esta levadura.
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Si bien la marcación metabólica con [3H]-palmitico no permitió

detectar la presencia de GPIs libres, estos compuestos se aislaron de

cultivos no marcados. Los compuestos estudiados presentaron dos

características que coinciden con Io esperado para GPls libres: su mayor

polaridad en comparación con los IPLs, visualizada en TLC, y su

coloración violácea al revelarlos con el reactivo de orcinol. Por otro lado,

estos compuestos fueron susceptibles a Pl-PLC y al tratamiento con

ácido nitroso. En este último caso, un inositolfosfolípido de movilidad

similar a fosfatidilinositol, fue específicamente liberado por este

tratamiento.

El IPG (IPG-S) obtenido a partir de estos GPls fue capaz de

reproducir el efecto encontrado con el IPG de T. cruzi sobre la producción

de corticosterona, mediada por ACTH, en células de corteza adrenal y

este efecto se perdió por tratamiento de la muestra con ácido nitroso.

Estos resultados prueban la existencia de anclas en esta

preparación.

Con respecto a los lPLs presentes en S. pombe, se demostró que

corresponden a fosfatidilinositol. Se ha mostrado su susceptibilidad a

hidrólisis por Pl-PLC, que libera diacilglicerol como componente principal.

Los estudios de marcación permitieron confirmar la ausencia de inositol

fosfoceramidas o inositol lípidos que contengan alquilglicerol.

Las evidencias de la ausencia de alquilacilglicerol en los IPLs

surgieron de encontrar que: 1) los productos del tratamiento de IPLs con

PIPLC no mostraron la presencia de alquilacilglicerol (Figura 37B), dado

que el producto de la reacción con PIPLC fue susceptible a

saponificación total; 2) los lisoglicerolípidos a y b obtenidos luego del

tratamiento de los [3H]-IPLs con PLA2 se saponificaron totalmente

(Figura 41). Resultados idénticos se obtuvieron a partir de los lPLs no

radioactivos; 3) la fase acuosa remanente, luego de saponificar el
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diacilglicerol liberado por PIPLC de los IPLs, se extrajo con butanol y se

analizó este extracto por TLC, utilizando un sistema que distinga

alquilglicerol Figura 38B (solvente G). Tampoco se detectó alquilglicerol

en estas muestras.

Se estudiaron los ácidos grasos liberados de los lPLs por PLA2.

Podría decirse que en posición sn-2 hay un único ácido graso presente,

habiéndose encontrado ácido oleico en los lPLs no marcados y ácido

palmítico en los [3H]-IPLs; aunque, en este último caso apareció ácido

oleico en mucha menor proporción. En base a ésto, el [3H]-ácido

palmítico incorporado en los cultivos no parece participar del proceso de

elongación y desaturación. Se sabe que esta limitación ocurre en S.

cerevisiae, donde el agregado externo de [3H]-palm¡tico no participa del

proceso de elongación de los ácidos grasos (149).

La hidrólisis con PLA2 liberó un Iisoglicerolípido más abundante

(b) y otro minoritario más polar (a) (Figura 40). Este último podría

formarse por una migración del ácido graso a Ia posición-2;

alternativamente podria contener un ácido graso hidroxilado, como ocurre

en S. cerevisiae (50).

A diferencia de lo encontrado en la posición 2, se encontró una

mezcla de ácidos grasos en la posición sn-1 de los IPLs. Esta consistió,

como puede verse en la TablaXI, principalmente en palmítico (16:0) y

oleico (18:1), tanto en los [3H]-IPLs como en los IPLs y fue similar en

ambos excepto por la aparición del 22:1 en los últimos.

La existencia de un único ácido graso en una de las dos posiciones

del Pl, fue encontrada en GPIs y sus precursores en otros sistemas. En T.

brucei, el GPI es inicialmente sintetizado con ácido esteárico en posición

sn-1 y una mezcla de ácidos grasos (18:0, 18:1, 20:4 y 22:6) en posición

sn-2 (51) del glicerol antes del remodelamiento por ácido miristico. En S.

cerevisiae, se identificó el ácido graso C2610 como único componente en
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posición 2 (50). En este organismo, se han identificado ácidos grasos

hidroxilados como componentes de GPIs y sus precursores. En el caso

de S. pombe, la existencia de ácidos grasos hidroxilados podria explicar

la aparición de una doble banda de IPL (Figura 36) y Ia aparición del

Iisoglicerolípido a más polar (Figura 40).

Tabla XI. Determinación de los ácidos grasos presentes en los IPLs de S.

pombe.

posición sn-1 posición sn-2

lPLs 14:0y 16:1 o

22:1 (*) N 18:1

16:0y 18:1 u.

[3H1-IPLs 14:0 y/o 16:1 o 16:0 un.

16:0y/o18:1 H 18:1 o

Una estimación de las cantidades relativas de los ácidos grasos se indica

con ‘.

La determinación de ácido oleico como único componente de la

posición sn-2, y de palmitico y oleico, entre otros ácidos grasos,

esterificando la posición sn-1 de los IPLs, coinciden con un informe previo

de White y col. en el que se estudió el metabolismo de ácido fosfatidico y

fosfatidilinositol. En este informe no se determinó la estructura del

fosfatidilinositol sino la composición de ácidos grasos en los lípidos

totales y en fosfatidilinositol (220); en éste último, la proporción relativa

de ácido oleicozácido palmitico fue aproximadamente de 61:38.

En S. pombe no se ha observado la biosíntesis de IPC (que son los

esfingolípidos principales de S. cerevisiae) y en cambio se encontró

esfingomielina. Es de notar que el [3H]-ác¡do palmitico agregado



Resultados y Discusión ló‘)

exógenamente no se incorporó en [3H]-inositolfosfoceramida, pese a

haberse incorporado en la ceramida que forma parte de la estructura de

esfingomielina.

Se sabe que, el primer paso en Ia biosíntesis de IPC en S.

cerevisiae consiste en la transferencia de inositol fosfato a ceramida

(212) catalizada por Ia fosfatidilinositol:ceramida fosfoinositol transferasa

(IPC sintasa). Esta enzima que se localiza en Ia membrana. es esencial

y no se encuentra en mamíferos por lo que ha sido propuesta como

blanco contra infecciones producidas por hongos (212). En animales esta

reacción no ocurre; en cambio, se transfiere fosfocolina para dar el

esfingolípido principal: esfingomielina (221). Teniendo en cuenta estos

antecedentes, la síntesis de esfingolípidos en S. pombe estaria más

emparentada con la síntesis en mamíferos que con Ia de S. cerevisiae.

En concordancia, se ha propuesto que estas levaduras poseen

otros aspectos semejantes a mamíferos como el procesamiento de

oligosacáridos y la participación de chaperonas en el plegamiento de

proteinas en el RE, y sistemas de señales involucrados en respuestas de

agonistas (222-224) (155;156).
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha encontrado que:

En células adrenocorticales, ACTH estimula una fosfolipasa C que

hidroliza GPI a través de una proteína G que se inhibe por toxina de

pertussis, es decir, que podria ser Gi. El receptor de ACTH activa la

sintesis de esteroides por activación de PKA a través de Gs y GPI-PLC

vía Gi. Esto confirma que un único receptor puede regular distintos

sistemas efectores por interacción con distintos tipos de proteínas G.

Un IPG de estructura quimica definida purificado de Trypanosoma

cruz], es capaz de inhibir la acumulación de aldosterona y corticosterona

en células adrenocorticales de rata y de aldosterona y cortisol en células

adrenocorticales de vaca, es decir que inhibe la síntesis del principal

mineralocorticoide y glucocorticoide en estos sistemas.

El efecto inhibitoriode IPG sobre la respuesta de ACTH se debe a

la activación de fosfodiesterasa, enzima que degrada AMPc, y también la

inhibición de un paso posterior a la formación de AMPc, que podría ser la

proteína quinasa A.

Se ha visto que ACTH es capaz de liberar IPG al medio

extracelular el cual inhibe la acumulación de corticosterona mediada por

la hormona y que un IPG proveniente de corteza adrenal bovina tuvo el

mismo efecto inhibitorio.

En S. pombe, se encontraron proteínas ancladas y también GPIs

libres. Estos últimos, fueron capaces de inhibir Ia respuesta de ACTH en

células adrenocorticales. También se encontraron inositolfosfolípidos
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pero no inositolfosfoceramidas, que son muy abundantes en otra especie

de levaduras, Saccharomyces cervisiae. Sin embargo, se demostró la

síntesis de otro esfingolipido que contiene ceramida, como

esfingomielina, que es característico de mamíferos.
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