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Resumen

Los glicosilfosfatidilinositoles (GPIs) son wuna familia de
compuestos que pueden actuar como anclas de proteinas a membranas
celulares y también pueden estar libres en estas membranas. Por
hidrdlisis de GPI con fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol (PI-PLC)
se libera inositoifosfoglicano (IPG) que ha sido propuesto como segundo
mensajero de insulina y otras hormonas. Resultados del laboratorio
mostraron que ACTH es capaz de hidrolizar GPl y que un IPG con
estructura conservada purificado de Trypanosoma cruzi es capaz de
inhibir la acumulacién 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) la participacion 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 GP! para los estudios bioldgicos.

En este trabajo se mostré la presencia de anclas de GPI en corteza
adrenal pues se encontraron compuestos suceptibles a acido nitroso y se
purificd parcialmente una enzima anclada por GP| la fosfatasa alcalina,
FAL, cuyo ancla fue utilizada como fuente de IPG y se probé su efecto
inhibitorio sobre la respuesta de ACTH.

Con respecto a la participacion de GPI en la respuesta de ACTH,
se encontrd que esta hormona es capaz de activar una PI-PLC, a través
de una proteina G inhibible por toxina de pertussis, Gi/o, en células
adrenocorticales, lo que muestra que el receptor de ACTH puede
acoplarse a mas de un tipo de proteina G (Gs, Gi). La activacion de Pl-
PLC por la hormona sugiere la produccion de IPG. Se encontré que un
IPG purificado de T. cruzi fue capaz de inhibir en células
adrenocorticales la produccion de aldosterona, corticosterona (en rata) y
cortisol (en vaca). ACTH utiliza AMPc como segundo mensajero. Los
resultados sugieren que el efecto inhibitorio de IPG estaria mediado por
una activacion de fosfodiesterasa, enzima que degrada AMPc, y una
inhibicion de PKA.

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



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

Por otro lado, con el objeto de obtener una fuente de GP| para
realizar los estudios bioldgicos, mas facil de trabajar que el
trypanosoma, se estudiaron GPl y sus precursores, los
inositolfosfolipidos, en S. pombe, pues se ha encontrado que en otra
levadura, Saccharomyces cerevisiae, estas anclas son abundantes. S.
cervisiae es la unica levadura cuyos GPIs han sido estudiados hasta el
momento por lo cual fue interesante encarar el estudio de otra levadura,
Schizosaccharomyces pombe de caracteristicas biologicas diferentes a S.
cervisiae.

Se ha visto que los inositolfosfolipidos consisten principalmente en
fosfatidilinositol y no contienen alquilglicerol ni ceramida. Se ha obtenido
la estructura completa de estos inositolfosfolipidos por estudios en TLC,
RPTLC y CGL, a partir de cultivos con o0 sin incorporaciones de palmitico
radioactivo. Se encontrdé un unico acido graso esterificando la posicioén 2
de fosfatidilinositol y una mezcla en posicion 1. A pesar de que no se
incorporé ceramida en inositolfosfoceramidas, se demostro la existencia
de [*H]-esfingomielina, esfingofosfolipido caracteristico de mamiferos,
conteniendo ceramida radioactiva. Se detecté una banda de proteinas de
PM 19.000 aproximadamente que incorpora [3H]-écido palmitico. Luego
de digestion con proteasa e hidrolisis con GPI-PLD se liberaron lipidos
marcados que prueban la existencia de anclas en esta fraccion.

Por otra parte, se evidencié la presencia de GPIs libres en
extractos organicos por susceptibilidad a acido nitroso y PIPLC. Estos
compuestos, fueron utilizados como fuentes de IPG y se probé su efecto
inhibitorio sobre la acumulacion 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 GPI! by
phosphatidyl-inositol phospholipase C (PI-PLC) releases an inositol
phosphoglycan (IPG) which has been proposed to mediate the action of
different hormones.

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

In this study we have investigated: a) the presence of GPI in bovine
adrenal cortex, b) the involvement of this compound in ACTH signaling ¢)
the presence of GPI and its precursors in Schizosaccharomyces pombe in
order to obtain a GPI 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
inhibit ACTH-mediated steroid accumulation.

It was found that ACTH activates PI-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). PI-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. In agreement,
IPG inhibition of ACTH action was found to be a consequence of a
phosphodiesterase activation and protein kinase A inhibition.

It 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 supermatants 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 tum inhibits adrenal steroids production by the hormone.

In order to obtain GPI for signaling experiments from an enriched
source different from Trypanosoma cruzi, GP! and related lipids 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. It was interesting to study these compounds from another
yeast, S. pombe, which differs from S. cerevisiae in several biological
features.

Inositolphosphoceramide was found to be the main -sphingolipid 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 [°H]-paimitic acid labeled
or non-labeled cultures. A unique fatty acid esterified the sn-2 position of
IPLs. In 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 GPl-anchored protein of 19 kDa has been found by [°H}-
palmitic acid metabolic labeling. Evidence for free GPis was shown by
nitrous acid release of inositol phospholipids from sugar containing lipids.
IPGs 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 ciclico
ACTH, adrenocorticotrofina

anti-CRD, anticuerpos dirigidos contra IPG
(CDP)-DAG, citidinadifosfato-diacilglicerol
CRH, hormona de liberacion de corticotrofina
DAF, factor de aceleracion del dacaimiento
Dol-P-Man, dolicol manosa-fosfato

EtN, etanolamina

FAL, fosfatasa alcalina

Pl, fosfatidilinositol

GPI, glicosilfosfatidilinosito!

GLcNAc, N-acetilglucosamina

GLcNH2, glucosamina

GPAT, glicerol-3-fosfato aciltransferasa
GPI-PLC, fosfolipasa C especifica de GPI
GPI-PLD, fosfolipasa D especifica de GPI
Gs, proteina G estimuladora

HPN, Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
IPC, inositolfosfoceramida

IPG, inositol fosfoglicano

IG, inositol glicano

LPGs, lipofosfoglicanos

LPPG, lipopéptido fosfoglicano

LPL, lipoproteina lipasa

Man, manosa

MDP, dipeptidasa de membrana

MIPC, manosa-inositol fosfoceramida
M(IP),C, manosa-(inositol-P)-ceramida
PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
NGF, factor de crecimiento nervioso

P, acido palmitico

PARP, proteina repetitiva acida

PE, fosfato de etanolamina (ETN)

PLA, fosfolipasa que hidroliza el acido graso de la posicion sn-2

PrP°¢, proteina de priones, forma celular

PrP*, proteinas de priones, forma anormal ("scrapie”)
PI, fosfatidilinositol

PIP, fosfatidilinositol fosfato

PIP, fosfatidilinositol difosfato

PI-PLC, fosfolipasa C especifica de Pl

PA, acido fosfatidico

Ptdins, fosfatidilinositol con diacil- o alquilacilglicerol



RE, reticulo endoplasmico

RER, reticulo endoplasmico rugoso

VSG, glicoproteina variable de superficie

TFA, acido trifluoroacético

DHS, dihidroesfingosina

CGL, cromatografia gas-liquido

TLC, cromatografia de adsorcion en capa delgada

RPTLC, cromatografia reversa en capa delgada

PAGE-SDS, electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida.
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Capitulo 1. Introduccién

Recientemente se ha descubierto una nueva familia de
compuestos, los glicosilfosfatidilinositoles (GPIs).

Esta familia estructuralmente heterogénea de moléculas esta
presente en membranas de células eucariotas de una variedad de

sistemas que comprende desde protozoos hasta mamiferos.

Los GPIs pueden existir como anclas de proteinas, es decir,
mantener la asociacion estable de las proteinas a la membrana, o como
moléculas de GPI libres. Las anclas de GPI de proteinas constituyen, por

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

11 GPIls como anclas de proteinas de

membranas

Se han descripto mas de cien ejemplos de proteinas ancladas a la
cara extema de la membrana plasmatica mediante GPI con funciones
muy variadas como: reconocimiento inmune, regulacién del
complemento, proteodlisis de la matriz extracelular, enzimas hidroliticas de
superficie, receptores de membrana, moléculas de adhesién y antigenos
de funcién desconocida. Ultimamente, también, se han encontrado
proteinas ancladas involucradas en biosintesis de mielina y en patologias

causadas por priones.

Se han caracterizado, parcial o completamente, las estructuras de
las anclas de algunas de estas proteinas, incluyendo la glicoproteina
variable de superficie, VSG, (1) y la proteina repetitiva acida, PARP, (2)
de T. brucei, la proteasa de superficie de promastigotes, gp63, de
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Leishmania major (3); el antigeno 1G7 (4) y la glicoproteina Tc85 (5) de
T. cruzi; el antigeno especifico de pre-espora de D. discoideum (6) y la
acetilcolinesterasa del érgano eléctrico de Torpedo californica (7). En
mamiferos se han determinado las estructuras completas de las anclas
de nueve proteinas diferentes: el antigeno Thy-1 de cerebro de rata (8),
acetilcolinesterasa eritrocitaria humana (9;10), proteina prion de cerebro
de hamster (11), 5'-nucleotidasa de higado bovino (12), fosfatasa alcalina
de placenta humana (13), CD59 urinaria humana (14), la molécula de
adhesion de neuronas de musculo esquelético murino (NCAM) (15),
CD52 de bazo humano (16) y la dipeptidasa de rifidn porcino (17).

El GPI constituye una via de anclaje especialmente frecuente en
eucariotas inferiores como protozoos y levaduras. Sin embargo, los
eucariotas superiores también expresan GPI aunque en menor proporcion
(18-20).

1.2 GPIs libres

Se han estudiado distintos GPIs libres en una variedad de sistemas
entre ellos, parasitos trypanosomatidos 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 parasitos (25) y LPPG (lipopéptido
fosfoglicano) de T. cruzi (26;27). También son abundantes en otros
parasitos protozoarios como P. falciparum (28), Toxoplasma gondii (29),
Tricomonas (30) y Entamoeba (31).

Se ha encontrado un 'pool' intracelular de GP! en varias células

eucariotas superiores, incluyendo linfocitos T y otros tipos celulares de
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mamiferos (32-34). Estan presentes tanto en el reticulo endoplasmatico,
donde pueden ser precursores de las proteinas ancladas (35;36), o en
membrana plasmatica, donde podrian servir como fuente de segundos
mensajeros utilizables en la transduccion de sefiales de hormonas y
factores de crecimiento (37). Si bien, en células de mamiferos, los GPIs
libres constituyen una fraccion minoritaria respecto de los lipidos totales,
en células HelLa y células de linfoma de raton serian 4 a 5 veces mas

abundantes que las proteinas ancladas (38).

1.3 Estructura de GPI

1.3.1 Conservacion entre estructuras de GPI

Ha resultado muy llamativo el hecho de que todas las estructuras
de GPlIs estudiadas, tanto libres como de anclas de proteinas, presentan
una porcién conservada o ‘core' que consiste en un inositol fosfolipido
unido glicosidicamente a glucosamina no acetilada que, a su vez, se une
a un trisacarido lineal compuesto por tres residuos de manosa. La
manosa terminal, en el extremo no reductor del glicano, esta unida a

fosfoetanolamina.

EtN-PO4-6Mana1-2Mana1-6Mana1-4GIcNH2a1-6 myo-inositol-1-PO4-lipido

Figura 1- Estructura de la porcion conservada o 'core' de los GPlIs.
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Es de senalar la presencia de glucosamina no acetilada en los
GPlIs (18), pues aunque la glucosamina esta presente en todas las
cadenas N-glicosidicas de glicoproteinas, en ese caso se encuentra
como N-acetilglucosamina.

En el caso de las anclas de proteinas, los GPls se unen
covalentemente al extremo C-terminal quedando las proteinas expuestas
hacia el medio extracelular, como se muestra en la Figura 2. La union es
a través de la etanolamina terminal del GPI, la cual esta involucrada en
una uniéon amida con el grupo a-carboxilo del residuo aminoacidico C-

terminal de la proteina.

NI

+PROTEASAS
AMINO ACIDO
C- TERMINAL
ETANOLAMINA
P
GLICANO

GLUCOSAMINA

ACIDO NITROSO —*

INOSITOL
p

PI-PLC —»

MEMBRANA 1,2-DIACILGLICEROL

Figura 2. Estructura esquematica de una proteina anclada por GPI.
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1.3.2 Heterogeneidad entre estructuras de GPI

A la porcidon conservada o “core’ del GP|l que se muestra en la
Figura 1, suelen agregarse para completar la molécula unidades que son
altamente variables entre especies. Esto hace que Ila familia de
moléculas de GPI sea estructuralmente heterogénea. La heterogeneidad
puede basarse tanto en diferencias en las estructura del glicano como del

lipido.
1.3.2.1 Variaciones en el glicano

Respecto del glicano pueden agregarse al ‘core” mono- u
oligosacaridos laterales llamados 'decoraciones' que varian en los
distintos GPIs dependiendo de la proteina que anclan y el tejido u

organismo en que se expresa (39).

Como puede verse en la Figura 3, las modificaciones pueden incluir
1) la adicion de azucares como: galactosa [VSG] (1), de otras manosas
[Thy-1] (8), n-acetilgalactosamina [Thy-1] (40), acido sialico [anclas de
proteinas de priones] (11), [dipeptidasa de rifidn porcino] (17) y [PARP de
T. brucei; 2) la adicidn de mas etanolamina fosfato [Thy-1] (8), [AChE]
(9) y 3) la acilacion del inositol [AChE]. En este ultimo caso, un acido
graso esta esterificando el hidroxilo en posicion 2 del anillo de inositol.
Esta modificacion puede ocurrir en mamiferos (41), trypanosomas (2) y
levaduras (42); en estos dos ultimos organismos estaria presente en los
GPls 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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Proteina
NIH-C=0
CH,
l
I
PO, Ry
[ lé
R,-Manal-2Manal
6Mana t-4GIcNH, ol -Gupo-inositoh |- PO - Ry
r“
’/’2 IA-
R, PO, Ry
CH;
CH,
NH;
Frewma TRy . SR ™
Thy-1 de cerebro de tata - +Manwl-2  GalNAcpI1-4 on 010 Alquilacilglicerol
Proteina de prion +Man (NANA)-(+llex)- Oll otl nd
de cerebro de tHamster HexNAc
NCAM de musculo iManal-2  1GalNAcpI1-41 nd On nd.
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5'-nucleotidasa de +Man I lexNAc * OH n.d.
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Acelilcolinesterasa de oIl Oll + Palmitato  Alquilacilglicerol
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Figura 3 [structura de las anclas de GPI de proteinas de mamiferos. El 'core’ posee un grupo
etanolamina fosfato (E(NP) adicional en todas las cstructuras conocidas de mamiferos. [istas pueden
presentar ademds otras variaciones (R-Ry). & indica la presencia de un residuo en una poblacion de
las anclas de GP1, OH indica la ausencia de modificacion; Rg porcion lipidica; n d.: no determinado.
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Se sabe muy poco respecto de la posible funciéon de las
modificaciones adicionales. En el caso de las galactosas de VSG se cree
que podrian estar involucradas en el empaquetamiento de proteinas en la

superficie del trypanosoma (43).

1.3.2.2 Variaciones en el lipido

El lipido presente en los GPls, puede ser muy variable en distintos
organismos, habiéndose determinado la presencia de un glicerolipido en
ciertas anclas y de un esfingolipido en otras, como se observa en la
Figura 4. Las anclas de GPl| de proteinas de mamifero presentan
mayoritariamente alquil-glicerolipidos (20).

Se han encontrado sn-1-alquil-2-acil gliceroles en
acetilcolinesterasa eritrocitaria humana (9), fosfatasa alcalina de placenta
humana (13) y otras proteinas de mamifero (20), asi como en algunos
parasitos 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 CD52 humana (16) y con sn-
1-acil-2-lisogliceroles en PARP de T. brucei (2).
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Estructura de Lipido Acilacion Ejemplos PI-PLC  GPI-PLC GPI-
Pl del bactenana de 7. PLD de
inositol hrucei plasma
2N on VSG 7. hrucei +
DN Diacil-glicerol AChE Torpedo
L B hz-o
HO, -
- PSP /.. meypor
€D-o- on G . .
S Alquilacil-glicerol AChE bovina
?
N zm
0
"o 1
1 Jo-fwan ACHE humana
@0 g
o-b-o Alquilacil-glicerol DAT humana
HO " _1
@.oO"’ Tanvaa PARP
o-beo Liso acil-glicerol 1" hrucei
-0
o
oM
@@T"“ LPG L. major n.d nd
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" L
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Figura 4. Estructura de los distintos inositol fostolipidos presentes cn GPls y susceptibilidad a

fosfolipasas de GPI tipo Cy D.
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En cuanto a los esfingolipidos, se ha visto que ciertas anclas de T.
cruzi (47,48), de S. cerevisiae y de D. discoideum, presentan ceramidas
en la porcion lipidica (49).

En distintos GPIs cuyo inositol fosfolipido consiste en PI, se ha
informado que la estructura del mismo no coincide con la del PI libre
(17;20) que seria el lipido precursor. Este fendbmeno se ha descripto
también para el caso de las inositol fosfoceramidas (50).

Una posible explicacién a esta cuestion surge de la comprension
de la biosintesis de estas moléculas en Trypanosoma brucei. En este
sistema se ha visto que una vez formado el GPIl, puede sufrir
modificaciones conocidas como ‘remodelamiento’ del lipido, las cuales
involucran una serie compleja de reacciones (39). En este parasito, el
GPI es sintetizado con acido estearico en posicion sn-1 y una mezcla de
acidos grasos (18:0, 18:1, 20:4 y 22:6) en posicion sn-2 (51) del glicerol,
Figura 5. Primero ocurre la remocion del acido graso de la posicion sn-2
que se reemplaza por acido miristico. Seguidamente ocurre lo mismo en
la posicion sn-1. El donante de acido graso en ambas etapas es miristoil-
coA. Estas modificaciones ocurren antes de que el GPI se una a la
proteina (52). Para el caso de proteinas de mamifero, no puede
asegurarse si ocurre un remodelamiento similar del lipido o si,
alternativamente, la célula simplemente selecciona a un tipo minoritario
de PI como precursor de los GPIs que luego seran anclas de proteinas
(17).



Introduccién 11

Figura 5. Remodelamiento de los acidos grasos en trypanosomas.

En resumen, los lipidos de los GPls pueden diferir en: la naturaleza
del esqueleto del lipido (glicerol vs. esfingosina), las uniones de los
acidos grasos al glicerol (éster vs éter), el numero y el largo de las

cadenas de acido graso.

1.3.2.3 Especulacion sobre la causa de Ila

heterogeneidad en la estructura de GPI

Algunas de las variaciones que presentan las moléculas de GPI
parecen ser especificas 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, surgié el interrogante con
respecto a la causa que determina la existencia de un tipo especifico de
estructura; esto es, si depende de la especie en que se sintetiza, del
estadio del desarrolio en que se encuentra la especie, o bien si es
determinada por la proteina que va a llevar la modificacion post-
traduccional. Las dos primeras hipotesis sugerian que la especificidad de
las enzimas de la biosintesis, presentes en un tejido, definiria el tipo de

estructuras de GPI en ese tejido.

Debido a la existencia de pocos informes de estructuras completas
de anclas, esta cuestion no ha podido ser totalmente esclarecida aun,
aunque en los ultimos anos han surgido los primeros datos al respecto.
Por un lado, los estudios basados en la dipeptidasa de rinbn humano y
porcino realizados en 1995, representan la primera comparacion de las
estructuras glicosidicas de las anclas de GPI pertenecientes a una misma
proteina 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 serian especificas de
especie sino mas bien de un tipo de proteina y/o tejido (17). Por otra
parte, los numerosos estudios realizados sobre las estructuras lipidicas
de distintos GPIs presentes en T. cruzi, ya sea de anclas o de GPlIs libres
(Figura 6), indican que un mismo organismo puede presentar GPIs con
distintas estructuras (53) y que, ain mas, puede expresar anclas
diferentes en un mismo estadio del desarrollo (54). Estos resultados no
sugieren que la biosintesis de un tipo especifico de molécula de GPI este
dirigida por la especie o el estadio; en cambio, indican que la sehal

estaria en la proteina.
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Trypanosoma cruzi (55).
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1.4 Biosintesis de GPI

Los GPIs se sintetizan en el sistema reticulo endoplasmatico
(SRE). La biosintesis de GPI fue estudiada por primera vez en T. brucei
(52;56,57), donde la proteina de cubierta de este parasito (VSG), que es
anclada por GPI, representa aproximadamente el 10% de la proteina total
celular (39;58). Por lo tanto, la biosintesis de GPl es muy activa y hay
gran cantidad de precursores de anclas y GPlI maduros en este
organismo. Posteriormente fue estudiada también en T. cruzi (59), T.
gondii (60), P. falciparum (61), S. cerevisiae (42) y en mamiferos (62).

La secuencia de eventos en la sintesis 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 adicién de a-
GIcNAc desde UDP-GIcNAc a fosfatidilinositol para formar GIcNAc-PI,
como se muestra en la Figura 7A. El amino es seguidamente desacilado
dando GIcNH,-PI. Luego se incorporan de a uno tres residuos de a-Man a
partir del precursor dolicol-manosa-fosfato (Dol-P-Man), que es también
utilizado en la biosintesis de glicoproteinas, y asi se forma Man3-GIcNH,-
Pl. A continuacion se transfiere etanolamina fosfato a partir de fosfatidil
etanolamina (PE), a la manosa terminal formando el ‘core’ EtN-P-Man3-
GIcNH,-PI.
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Figura 7. Biosintesis de anclas de GP! en T. brucei. A, via de formacion
del GPI precursor de anclas de proteinas. B, El GPI es transferido por
una transamidasa (T) en bloque a la VSG por intercambio del péptido C-
terminal, que es la senal para la adicion de GPI en el reticulo

endoplasmatico (58).

Existen algunas diferencias en la biosintesis entre distintos tipos
celulares como ser HelLa, T. brucei y L. major (63), las cuales fueron
puestas en evidencia mediante ensayos de biosintesis 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-P| sufre adiciones de manosas y
de un grupo acilo en el inositol para dar Man3GlicN-(acil)Pl que es el
sustrato para la adicién de fosfato de etanolamina (A). En cambio, el
intermediario 2-O-metil sustituido en el inositol, GIcN-(2-O-metil)PIl, no
puede ser acilado y no ocurre la adicién de fosfato de etanolamina (B).
Ademas, los intermediarios que contienen entre 1 a 3 manosas pueden
ser sustratos de actividad del tipo de PLA2 y convertirse en las formas
liso- correspondientes (B).

En L. major en cambio, los intermediarios naturales (A) o 2-O-
metilados (B) son procesados en igual manera.

En células Hela, donde debe ocurrir la acilacion en el inositol,
seguida de la adiciéon de manosas para que finalmente se adicione de

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

Por otro lado, el analisis de la orientacion de los intermediarios
biosintéticos en microsomas sellados preparados a partir de células de
trypanosomas y de mamiferos, permitid dilucidar la topologia de la
sintesis de precursores de estas anclas. Se encontré que todas las
adiciones ocurren en la cara citoplasmatica del reticulo, inclusive la
adiciéon de la manosa a partir de Dol-P-Man. Este Uitimo se biosintetiza
en el lado citoplasmatico del reticulo (64) y se transioca al lumen del
reticulo para que ocurra la manosilaciéon en el proceso de N-glicosilacion
de proteinas.

Estos resultados implican que el precursor de GPl completa su
estructura en la cara citoplasmica del RE y posteriormente se transloca

hacia el lumen para su adicién en bloque a proteinas.
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1.5 Adicion de GPI a proteinas

La adicién de los GPIs a las proteinas, destinadas a ser ancladas
en la membrana celular, ocurre inmediatamente después de su
traduccion. Estas proteinas tienen dos senales en el producto de
traduccion primario, como puede verse en la Figura 7B. La primera es la
existencia del péptido sefial N-terminal que permite que la proteina
atraviese la membrana del reticulo endoplasmico rugoso (RER). La
segunda consiste en un péptido senal C-terminal que es reconocido por
una transamidasa que lo hidroliza del lado del lumen del RER (65;66) y lo
reemplaza por el GPI (67).

Al igual que el péptido senal amino-terminal, la senal C-terminal no
presenta una secuencia consenso entre especies diferentes, aunque
presenta caracteristicas especificas. El residuo aminoacidico al cual se
une el ancla de GPI, llamado sitio o y el aminoacido que esta 2 residuos
hacia el extremo carboxi-terminal, llamado »+2, son siempre pequenos,
mientras que el w+1 puede ser un aminoacido mas grande. El sitio w+2
es sucedido por una cadena de 5 a 10 residuos hidrofilicos y luego 15 a
20 residuos hidrofébicos cercanos o conformando el extremo C-terminal.
Este segmento hidrofébico difiere del tipico dominio hidrofébico

transmembrana.
1.6 Consecuencias de la deficiencia de GPI

La falta de anclaje por GPI resultd ser perjudicial en distintos
organismos estudiados (68). En el hombre, existe al menos una
enfermedad hemolitica llamada Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
(HPN), causada por la deficiencia de GPI que se produce por mutaciones

somaticas a nivel de genes de su biosintesis, en células madre del linaje
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hematopoyético. Los pacientes con HPN sufren hemdlisis periddica
debido a una sensibilidad aumentada de sus células sanguineas a la lisis
mediada por complemento. Esto se debe a la ausencia de dos proteinas,
DAF y la proteina de uniéon a C8, de la superficie celular de eritrocitos,
plaquetas y leucocitos. Ambas proteinas son ancladas por GPl. En
condiciones normales, estas proteinas actuan impidiendo la lisis
accidental de células propias durante la activaciéon del complemento. Se
ha determinado mediante estudios bioquimicos que el defecto que causa
fa enfermedad es a nivel del primer paso en la biosintesis del GPI; es
decir, la transferencia de NAcGIc al fosfatidilinositol para dar N-
acetilglucosaminil-Pl. Del mismo modo deleciones dirigidas a la
biosintesis de GPI en modelos murinos han mostrado que esta via es de
vital importancia para el desarrollo fetal y neonatal (69-71). Esta via de
anclaje es fundamental en levaduras (72-75), ya que muchas de las
proteinas de la pared celular son inicialmente expresadas como proteinas
ancladas por GPI (76) y también pareceria estar involucrada en
patologias causadas por priones. En este Uitimo caso, es necesaria la
presencia de la proteina PrP® en la membrana plasmatica, determinada
por su ancla de GPI y su reincorporacion a la célula, para la conversiéon
de priones normales (PrPC) a formas patogénicas (PrPsc). Por ultimo, en
el caso de algunos protozoos como el T. brucei, cuya superficie celular
completa esta cubierta por proteinas ancladas por GPI, este tipo de

anclaje es esencial para su viabilidad (64).

1.7 Fosfolipasas que hidrolizan GPI

Como ya se menciond, los GPl representan una altemativa
funcional al anclaje transmembrana. Una de las principales
caracteristicas que distingue a las proteinas ancladas por GPI de las
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transmembrana es que las mismas pueden ser liberadas de la bicapa
lipidica por la accion de hidrolasas especificas o fosfolipasas.

En la Figura 9 se muestra la hidrolisis de un GPI, cuyo lipido es un
glicerolipido, por distintos tipos de fosfolipasas, como las de tipo C y D.
Por hidrélisis de GPI con fosfolipasa C se genera inositolfosfoglicano
(IPG), que posee un fosfato ciclico, y el lipido (por ejemplo, diacilglicerol).
En cambio, por hidrolisis con una fosfolipasa de tipo D se formarian,
como productos, acido fosfatidico (PA) y un inositol glicano (IG). En
ambos casos se obtiene un producto lipidico y otro soluble en agua.
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Figura 9. Hidrolisis de GPI por (G)PI-PLC o GPI-PLD y sus respectivos

productos. PtdiIns: fosfatidilinositol con diacil- o alquilacil-glicerol.
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Del mismo modo, estas enzimas hidrolizan GPIs que contienen
ceramida; en este caso, los lipidos liberados por (G)PI-PLC o GPI-PLD

serian ceramida o ceramida 1-fosfato, respectivamente.

Las fosfolipasas C especificas de fosfatidilinositol (PI-PLC)
conocidas y disponibles comerciaimente son de origen bacteriano
(Bacillus thuringiensis y Bacillus cereus) y han resultado una herramienta
imprescindible para el descubrimiento y la caracterizacién de las anclas
de GPI! (18;77). Mas recientemente se ha descubierto la existencia de
fosfolipasas de tipo C y D especificas de GP! (GPI-PLC y GPI-PLD).

Como se ha comentado anteriormente, en la estructura de las
anclas de GPI puede encontrarse acilado el inositol. Esta modificacion le
confiere, a las anclas de GPI, resistencia a la hidrdlisis por fosfolipasas
de tipo C (39;41,78;79) pero no afecta la 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
higado de rata (82). En T. brucei, la enzima, que ya ha sido clonada (83),
seria la responsable de la desaparicion de |a proteina VSG de la cubierta
del trypanosoma para pasar a la forma del parasito presente en el tracto
de insecto (84). Durante la desaparicion de VSG de la superficie del
trypanosoma comienza a expresarse otra proteina anclada en membrana
llamada PARP. Ambas proteinas, VSG y PARP coexisten durante un
tiempo en la membrana plasmatica. PARP es resistente a PI-PLC. Esta
susceptibilidad diferencial, de las anclas de GPI de las dos proteinas,
podria estar regulando la liberacion selectiva de VSG y la retencion de
PARP durante la transformacion celular.

Se ha aislado, clonado y secuenciado una fosfolipasa D especifica
de GPI (GPI-PLD) de mamiferos (85;86), la 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 podria ser la responsable de liberar FAL
anclada de hepatocitos (91) y la forma asociada a la célula estaria
involucrada en la liberacion de la proteina DAF de células Hela y del
proteoglicano heparan sulfato de células de meédula 6sea (90). Esta
fosfolipasa ha sido bien estudiada (92), Ia estructura minima requerida
para el reconocimiento del sustrato es glucosamina unida a
fosfatidilinositol (93).

1.8 Propiedades y Funcion de GPI en eucariotas
superiores

1.8.1 Movilidad en la bicapa lipidica

Durante los ultimos anos se ha especulado sobre la funcién de
estos glicolipidos. La primera funcion asignada desde su descubrimiento
fue de tipo estructural, es decir, de anclaje. Entre las hipotesis mas
aceptadas se encontraba la idea de que las anclas de GPI podrian
impartir, a las proteinas que las poseen, un alto grado de movilidad en la
bicapa lipidica. Sin embargo esta hipotesis no se ha sostenido
experimentalmente al encontrarse que no todas las proteinas ancladas
por GP| presentaban alta movilidad lateral, y que, por otra parte, la
movilidad de una misma proteina anclada podia ser distinta en diferentes
estadios del desarrollo celular (94,95). Ademas, se ha sugerido que la
movilidad lateral de una proteina de membrana (ya sea que se trate de
una proteina con un unico 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 la membrana que

de las propiedades intrinsecas del dominio de insercion en la membrana.
1.8.2 Localizacion y topologia

Varios grupos han investigado la relacién entre el GP| y el proceso
de transporte intracelular de proteinas. En varios tipos de células
polarizadas, las proteinas ancladas por GPl estan ubicadas
exclusivamente en la membrana apical. Por ejemplo, la proteina Thy-1 es
conducida a la membrana axonal en neuronas de hipocampo. La
fosfatasa alcalina y la §'-nucleotidasa finalizan en la membrana apical de
hepatocitos.

En las células polarizadas la composicion de proteinas y de lipidos
en la membrana apical difiere de la composicion en la membrana
basolateral, diferencia mantenida por las uniones estrechas entre células.
La apical tiene una concentracion inusualmente elevada de glicolipidos
que se cree podrian cumplir un rol protector en la célula (96). Es sabido
que existe en estos tipos celulares un transporte selectivo de proteinas
hacia una y otra membrana.

Para investigar si el ancla de GPI representaba una sefal para el
transporte de proteinas a la membrana apical en células polarizadas, se
realizaron estudios utilizando la construccion de proteinas de fusion.
Brown y col. (97) informaron que las quimeras, que contienen como
ectodominios a proteinas que se expresan normalmente en membrana
basolateral o proteinas solubles y como dominio de anclaje al GPI,
resultan de expresidn apical (98-100).

Independientemente, otro grupo, estudiando la cinética de entrega
de proteinas de fusién a las membranas apical y basolateral en células

epiteliales de rindn, MDCK, vié que la glicoproteina gD-1 de herpes
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simplex de expresion basolateral, en su version recombinante que se
expresa como anclada por GPI, se dirigia a la membrana apical.

Por otro lado, varios autores observaron que las proteinas con
anclas de GPI permanecian insolubles aun si se las extraia en presencia
del detergente Triton X-100, lo cual condujo a pensar que podrian estar
contenidas en estructuras membranosas. Estas estructuras debian
formarse en el aparato de Golgi, dado que al bloquear el transporte de
proteinas al Golgi, no se observaba la insolubilidad de las proteinas
ancladas. Como la biosintesis de glicoesfingolipidos ocurre en el aparato
de Golgi, donde estos compuestos estan enriquecidos, surgi6 la idea de
que alli podria ocurrir la asociacion del GPI con estos compuestos, asi
como con colesterol y esfingomielina lo cual podria causar el transporte
vectorial apical. Posteriormente se demostréo que hay, ademas, otros
factores proteicos involucrados en este proceso (96).

Existen microdominios en membrana plasmatica |lamados
'caveolae’, que consisten en pequefas invaginaciones o0 vesiculas
concentradas en la superficie con un diametro aproximado de 50nm
recubiertas citoplasmaticamente con una proteina llamada caveolina.
Estas estructuras concentran moléculas pequenas 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 participaciéon en sefales,
como ciertas quinasas. Actualmente se esta estudiando la manera en que
estos dominios se comunicarian con la maquinaria de sefales
intracelulares.

Existen evidencias que sugieren la asociacion de dominios
especificos de ‘caveolae’, ricos en esfingolipidos y colesterol llamados
“lipid rafts", con la porcién hidrofobica de GPIs (66;103). Esta hipdtesis
se conoce como hipotesis de dominio. Sin embargo, hasta el presente

existe controversia con respecto a si in vivo los GPIs se acumulan dentro



Introduccién 25

de los 'caveolae' o si estos resultados son mas bien un artefacto causado

por la metodologia de extraccion (104).

1.8.2.1 Regulacién de la localizacién

También se ha propuesto, en base a que las anclas de GPI pueden
ser hidrolizadas in situ por activaciéon de fosfolipasas, que el anclaje por
GPI podria regular la concentraciéon de ciertas proteinas en la superficie
celular, o su localizacidon en la sangre, fluidos tisulares o medios de
cultivos, por liberacion de las mismas.

Mas tarde, se encontraron evidencias de que en algunos casos las
proteinas habian sido liberadas mediante pequenas vesiculas en cuyo
caso mantenian completa la estructura de su ancla (105).

Estos hallazgos indican que la hidrélisis por fosfolipasas no seria la
unica forma por la cual puede liberarse de la membrana una proteina

anclada por GPI.

1.8.3 Participacion en senales intracelulares

1.8.3.1 Participacion en la respuesta endécrina

En los ultimos aflos numerosas evidencias experimentales han
asignado otra funcion al GPI: su participacion en sistemas de senales
intracelulares en respuesta a distintas hormonas y factores de
crecimiento.

Como se ha senalado, la hidrélisis de GPI por una fosfolipasa C
libera inositoifosfoglicano (IPG). Todos los IPG estudiados hasta el

presente poseen una estructura conservada que consiste en Manai-

2Mana 1-6Mana1-4glcNH2a1-6myo-inositol-fosfato ciclico.



Introduccién 26

IPG ha sido propuesto como mediador de la accion 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

Tabla 1. Ejemplos de IPGs con capacidad de reproducir efectos de hormonas.

Hormona Efecto Biologico Fuente de IPG Referencia
Insulina  Inhibicion de la lipdlisis y de la Fragmento de inositol (107)
produccioén de glucosa glicano de VSG
inhibicion de glucosa-6-fosfatasa
inhibicion de fructosa-I,6-bifosfatasa
Efecto mitogénico del epitelio de vaso IPG de embrion de pollo (114)
de oido
Aumento de la incorporacion de IPG de higado de rata (115)
aminoacidos en hepatocitos
Regulacion del mRNA PEPCK vy IPG de higado derata (116)
microglobulina
Regulacion de la actividad de caseina IPG de higado de rata (117)
quinasa
Regulacion del metabolismo de glucosa IPG de higado de rata (118)
en fibroblastos
IL-2 Co-mitogeno para el crecimiento IPG de células T (110)
dependiente de IL-2
NGF Efecto mitogénico en ganglios 1PG de embriéon de pollo  (111;114)

Insulina es una hormona cuya accion celular ha sido intensamente

estudiada; sin embargo, los eventos moleculares involucrados en su

respuesta no han sido aun completamente dilucidados (119).

Se ha informado que insulina activa una fosfolipasa C capaz de

hidrolizar GPl (120-122). En concordancia con estos resuitados se
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encontrdé que, la liberacion al medio extracelular de fosfatasa alcalina
(FAL), proteina anclada por GPI, es estimulada por insulina (121).
Ademas, esta hormona aumenta la hidrélisis por fosfolipasa C de otra
proteina anclada por GPI, la dipeptidasa de membrana (MDP), cuyo
ancla ha sido bien estudiada, en células 3T3-L1 (123). Esta proteina
aumenta su expresion durante la diferenciaciébn 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 proteinas, también se ha
informado que esta hormona es capaz de generar IPG a partir de GPIs
libres (33;110).

El alto grado de conservacion entre los GPls de distintas especies
condujo a probar la participacion en senales intracelulares de GPls
heterélogos. Se ha encontrado que el IPG derivado del ancla de VSG de
T. brucei reproduce la accion antilipolitica de insulina en adipocitos, asi
como la inhibicién 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 serian mediadas por un
segundo mensajero estructuralmente muy similar a los IPGs
(32;108;123;125-127), que se libera de anclas de GPl y, ademas,
inmunolégicamente semejante. Por ejemplo, se ha informado que
anticuerpos dirigidos contra el IPG, proveniente de VSG de T.brucei (anti-
CRD), bloguean la estimulacion inducida por insulina de la piruvato
deshidrogenasa en miocitos BC3H-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 proteina 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 activacion por insulina
de la enzima responsable de la sintesis de acido fosfatidico, glicerol-3-
fosfato-aciltransferasa (GPAT), es mediada por IPG, el cual se produce
mediante la activacion por la hormona de una PLC a través de Gi
(108;109). La activacion 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 lipidos parecen estar mediados
por IPG.

1.8.3.2 Receptor de IPG

Varias observaciones sugirieron que |IPG es liberado al espacio
extracelular. Por ejemplo, como ya hemos sefalado, se encontré que la
adicion de IPGs o de PLC a preparaciones de células es capaz de
mimificar algunas respuestas de insulina (107;108;124), y que la adicién
de anticuerpos anti-CRD al medio extracelular inhibe alguna respuesta de
la hormona (106). Luego, el IPG entraria a la célula mediante un
transporte especifico (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 proteinas ancladas por
GPl, la ectoproteina que une AMPc denominada Gce1 y la lipoproteina
lipasa o LPL. En particular, Gce1 es una proteina altamente conservada
entre levaduras y humanos. Estos autores observaron que dichas
proteinas permanecian asociadas a la superficie de los adipocitos aun
luego de que su ancla hubiese sido hidrolizada mediante una PI-PLC. Las
proteinas se mantienen asociadas a la membrana debido a interacciones
entre el IPG todavia unido a la proteina, y un receptor de membrana que

reconoce especificamente el epitope de inositol monofosfato ciclico
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terminal que resulta de la accién de GPI-PLC. Se ha sugerido que, el
numero de sitios de unién para IPG seria variable entre distintos tipos

celulares (137).

1.8.3.3 Participacién en procesos infecciosos

A partir de resultados muy recientes se ha propuesto que GPI
podria tener un rol muy importante en las infecciones por parasitos como
trypanosomas y plasmodium (138;139), pues son capaces de regular la
expresion génica, de factores como interleuquina 1a, TNFa y NOS
inducible, dependiente de factores relacionados con NF-kB, que son
algunos de los efectos que normalmente ocurren durante la infeccion a
nivel de los macrofagos (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
proteinas que llevan las secuencias sefales para GPI de trypanosomas
no son procesadas eficientemente en células de mamifero. Esto se debe
a que probablemente la secuencia sefal de protozoos no sea compatible
con la transamidasa de mamiferos. Por lo tanto una quimioterapia posible
consistiria en desarrollar inhibidores especificos de la transamidasa de
protozoos.

En el caso de T. brucei se esta intentando otro abordaje: VSG
contiene acido miristico en la porcion fosfolipidica del GPI, que es
incorporado por remodelamiento una vez completada la biosintesis del
GPI como se ha mostrado en la Figura 5. Un analogo del miristato, el
acido 10-propoxi-decanoico, puede ser incorporado en VSG por
remodelamiento y es toxico para los trypanosomas en cultivo. Esto podria

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

libres

El lipopéptido fosfoglicano, LPPG, es el glicolipido mejor estudiado
del estadio de epimastigote de T. cruzi. Fue aislado por primera vez por
Lederkremer y col. en 1976 (140) y dos afnos mas tarde se determind que
su estructura consiste en una glicoinositolfosfoceramida (141) formada
por una base nitrogenada de cadena larga, que puede estar esterificada
con acido palmitico (C 16:0) o acido lignocérico (C 24:0) (142). Es el
primer ejemplo de GPI descripto con ceramida como porcidon lipidica,
conteniendo principalmente palmitoilesfinganina, lignoceroilesfinganina y
palmitoilesfingosina, predominando las formas con esfinganina o
dihidroesfingosina.

Esta molécula puede ser incluida como miembro de la familia de
los GP! ya que contiene el 'core' o estructura minima: Mana1-4GIcNH2a
1-6 myo-inositol-1-POg4-lipido. La primera evidencia de que la estructura
del LPPG era similar a las anclas glicolipidicas de proteinas de
membrana, se obtuvo al comprobar que el tratamiento con fosfolipasa C
de fosfatidilinositol, de origen bacteriano, exponia un epitope que
presentaba reaccion cruzada con el anticuerpo que reconoce la forma
soluble de la proteina VSG de T. brucei (27). El grupo fosfato 1,2-ciclico,
que se forma sobre el anillo del inositol por accién 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 hidrélisis por accién de la PI-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 galactofuranosidicos terminales. Estos
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estudios corroboraron que el LPPG presentaba el “core” de IPG que
presentan todos los glicoinositolfosfolipidos que anclan proteinas a

membrana (Figura 10).
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Galfp1-3Mana1-2aMana 1-2Mana 1-6Mana 1-4GlcNH20a1-6 myo-inositol-1-PO4-ceramida

3

GalfB1

Figura 10. Estructura del LPPG de T. cruzi.

En base a un rendimiento promedio en la purificacion 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 numero de copias de
LPPG por parasito es del orden de 107 (26). La abundancia de esta
molécula en epimastigotes convierte a sus membranas en una fuente
atractiva para la realizacion de estudios de transduccion de senales, del

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

adrenal. Su regulacion por ACTH

Las glandulas adrenales de los mamiferos son estructuras pares
que se localizan en el polo superior de los rinones; estan rodeadas por
una capsula de tejido conectivo y embebidas en tejido adiposo.

Si se secciona la adrenal segun un plano longitudinal se advierten,
ademas de la capsula, dos regiones distintas: una periférica denominada
corteza y una central denominada médula, de origen embriolégico
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 simpaticos, y es la fuente de hormonas
catecolaminicas.

La corteza adrenal esta formada por tres zonas concéntricas
denominadas desde la capsula hacia el interior, zona glomerulosa, zona

fasciculata y zona reticularis (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de la glandula adrenal.
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La sintesis de aldosterona, mineralocorticoide de importancia vital
para regular el equilibrio salino corporal, ocurre en la zona glomerulosa.
Los glucocorticoides: cortisol (que es el glucocorticoide mas 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 proteinas, los hacen indispensables para la vida, se
sintetizan principalmente en la zona fasciculata. Los esteroides sexuales,
androgenos y estrogenos 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 basica: 17 atomos de carbono
ligados de tal modo que forman una serie de cuatro anillos unidos, que
constituyen el nucleo esteroideo (Figura 12). Todas las hormonas
esteroideas que se producen en la corteza representan modificaciones

quimicas de este nucleo esteroideo (Figura 13).

9]

Figura 12. Estructura y numeracién de los carbonos del nucleo esteroideo de

los esteroides secretados por la corteza adrenal.
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Figura 13. Estructura quimica de algunos de los principales esteroides

producidos en la corteza adrenal.
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El hipotalamo controla la secreciéon de la hormona de liberacion de
la corticotropina (CRH), que estimula a nivel de la hipdfisis, la liberacion
de la hormona peptidica adrenocorticotrofina (ACTH). Esta hormona
afecta la biosintesis de esteroides en la corteza de la glandula adrenal:
regula la produccion de glucocorticoides en la zona fasciculata y también

de mineralocorticoides en la zona glomerulosa.

Como la mayoria de las hormonas peptidicas, desencadena su
respuesta uniéndose a un receptor especifico presente en la superficie
celular. EI complejo ACTH-receptor se acopla a una proteina G
estimuladora (Gs), que activa la adenilil-ciclasa, responsable de la
sintesis de AMPc. De este modo aumentan los niveles de AMPc
intracelular, segundo mensajero de la hormona y se estimula una proteina
quinasa A, que fosforila varias proteinas involucradas en la biosintesis de
corticoides.

Como se ha comentado, una de las funciones propuestas para el
glicosilfosfatidilinosiltol es su participacion en sistemas de senales
intracelulares de distintas hormonas. En células adrenocorticales se
informé por primera vez la existencia de GPI y su regulacion por factores
presentes en el suero en el ano 1987 (145). Mas tarde, se encontro que
ACTH era capaz de activar la hidrélisis de estos compuestos en células

de glomerulosa adrenal bovina (146).



Introduccion 36

111 Anclas de GPl y sus precursores eii

levaduras

Varias proteinas en Saccharomyces cerevisiae estan ancladas a la
membrana por GPI (147;148). La biosintesis de proteinas ancladas por
GPI en levaduras es similar a la de mamiferos y trypanosomas puesto
que: a) la secuencia C-terminal de la proteina necesaria para la adicion
de GPI es similar, b) La estructura conservada del glicano que une la
proteina con el lipido es idéntica a la encontrada en eucariotes
superiores, ¢) las anclas de GPI se adicionan rapidamente a las proteinas
mientras aun 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 GPI
(42;50;149). Estas caracteristicas han sido encontradas también en GPls

de T. cruzi.

S. cerevisiae sintetiza solamente tres tipos de esfingolipidos
complejos: inositolfosfoceramida [IPC]; manosa-inositol-P-ceramida
[MIPC]J; manosa-(inositol-P),-ceramida [M(IP),C]. Las ceramidas, que se
encuentran en la mayoria de las anclas de Saccharomyces cerevisiae,
son diferentes a la principal ceramida encontrada en las
inositolfosfoceramidas de esta levaduras (50).

Los precursores completos de GPI que van a ser incorporados a
proteinas estan presentes en muy baja cantidad en este organismo; sin
embargo, pudieron ser detectados en extractos lipidicos provenientes de
una mutante, con un defecto en la biosintesis de manosa, que incorpora
muy eficientemente [*H]-manosa agregada exégenamente (42). En estos

estudios, los precursores encontrados contienen unicam~nte
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glicerolipidos, favoreciendo la hipétesis de que la ceramida debe ser
incorporada después de la adicion del ancla a la proteina. Esta idea fue
confirmada marcando las levaduras con [°H]-dihidroesfingosina y viendo
que se incorporaba la radioactividad en varias proteinas con GPI, aun
cuando la sintesis de proteinas y, por lo tanto, la adicion del ancla, era

bloqueada por cicloheximida (150).

Se ha visto que el lipido de las proteinas ancladas por GPI de
Saccharomyces cerevisiae puede modificarse por al menos tres
mecanismos diferentes: a) intercambio de diacilglicerol por ceramida en
RE, b) modificacién del diacilglicerol a una forma mas hidrofébica con un
acido graso de cadena larga en sn-2 en el RE, ¢) modificacién a una

ceramida mas polar en el Golgi (50).

S. cerevisiae, a diferencia de la mayoria de los eucariotas, se
divide por gemacién en vez de fisiéon y sélo un 4% de sus genes tienen
intrones. En cambio, la levadura S. pombe, se divide por fisién y un 40%
de sus genes tienen intrones (151). Estas dos levaduras estan poco
emparentadas y se cree que la divergencia entre ambas ocurrié al menos
hace 1000 millones de afnos (152).

S. pombe, no puede sintetizar L-myo-inositol-1-fosfato y es por lo
tanto auxotréfica para inositol (153); mientras S. cerevisiae, como otros
eucariotas sintetiza inositol-1-P a partir de glucosa-6-fosfato, a través de
la enzima inositol-1-fosfato sintasa (154). La composicion de
glicerofosfolipidos de S. pombe es similar a la de S. cerevisiae cuando se
cultivan en un medio rico en inositol (50uM). Sin embargo, si S. pombe se
cultiva con baja concentracion de inositol (<30uM), decrece la 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; Pl es luego
fosforilado a PIP y PIP,.

No existen informes acerca de GPls en S. pombe; aunque hay
algunos datos sobre la composicion de los distintos fosfolipidos de S.

pombe y su metabolismo (155;156).
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Obijetivos del presente trabajo

El objetivo central de este trabajo fue estudiar el rol de
glicosilfosfatidilinositol (GPl) como segundo mensajero intracelular en la
respuesta de la hormona adrenocorticotrofina (ACTH) en corteza adrenal.

Con este fin se encararon los siguientes estudios:

Evaluacion de la presencia de anclas de GPl en corteza adrenal

bovina y su caracterizacion.

Efecto de inositolfosfoglicano (IPG), segundo mensajero que se
produce por hidrdlisis de GPI con fosfolipasa C, sobre la respuesta de
ACTH en células adrenocorticales de vaca y de rata. Estudios sobre su
mecanismo de accion.

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 mamiferos y otros organismos eucariotas.

Estudios de GPIl y sus precursores en Schi: 2saccharomyces pombe.
Esta parte del trabajo estuvo orientada a obtener anclas de GPI, de un
sistema mas facil de trabajar que el trypanosoma, para realizar estudios
biolégicos.

Trabajos recientes han mostrado la presencia de cantidades
abundantes de GPlIs en la membrana de Saccharomyces cerevisiae. Por

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

pombe.
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Capitulo 2: Disefio Experimental

- Estudios de GPI en corteza adrenal bovina

2.1 Obtencion de homogenatos de corteza adrenal

Se obtuvieron las glandulas adrenales bovinas en un frigorifico
local. Las glandulas adrenales se limpiaron de grasa y con un micrétomo
se obtuvieron las dos capas mas externas de 500 ym 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 continud la

purificacion de la FAL por medio de distintas cromatografias.

2.2 Cromatografia en columna de Octil-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, MgCi2 1mM y 5%
de propanol. La elucion se realizé con un gradiente lineal de propanol

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

2.3 Cromatografia 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), NaCl 0.5 mM, CaCi2 1mM, MgCi2 1mM,
MnCl2 1mM. Después del lavado se realizdé la eluciéon con el mismo
buffer conteniendo «-metil-glucésido 0.4M y se recolectaron fracciones de

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

Las fracciones de Octil-Sepharosa o de concanavalina-A-
Sepharosa, con actividad de FAL se dializaron y, luego de concentradas,
se sembraron en una columna de 30 x 1,5 cm, equilibrada en buffer Tris
50mM (pH:8), conteniendo Triton X-100 0.05% y MgCl2 1mM. La elucioén
se realizd con un gradiente lineal de NaCl entre 0 y 300mM y se

recolectaron fracciones de igual volumen (1mi).

2.5 Cromatografia en columna de Superosa 6

Se utilizd el aparato de FPLC de la Fundacion Campomar. La
columna se equilibré y corrié en buffer Tris 50mM (pH:8), conteniendo
MgCi2 1mM y se recolectaron fracciones de igual volumen (0.5 mi).

2.6 Cromatografia en columna de Mono Q

Se utilizd el aparato de FPLC de la Fundacion Campomar. La
columna se equilibré con buffer Tris 50mM (pH:7.5), conteniendo Triton
X-100 0.05% MgCl2 1mM. La elucion se realiz6 con un gradiente lineal
de NaCl entre 0 y 300mM, recolectando fracciones de igual volumen
(1ml).

2.7 Concentracion de las muestras proteicas

Las muestras se concentraron por centrifugacion en
concentradores con corte en PM: 10000.

Para concentrar pequefos volumenes de soluciones acuosas
(hasta 1 ml) se utilizé un evaporador de fracciones rotatorio (Savant) y

para volumenes mayores se utilizé 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
/ calle. Terminada la corrida se midieron los Rf de los estandares
pretefidos para proceder a la tinciéon de las proteinas o a la transferencia
de las mismas.

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

muestra en la tabla Il.

Tabla Il
Reactivos Gel (10%) Gel
Separador Concentrador

Tris-CIH 1.5 M pH:8.8 2.5ml —
Tris-CIH 0.5 M pH:6.8 1.25 mi
SDS 10% 0.1ml 0.05 mi
Sol. de acrilamida 30% vy
bisacrilamida 0.8% 3.3ml 0.50 ml
Persulfato de Amonio 10% 0.1ml 0.05ml
H20 destilada. 40m| 3.15ml

--- 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% 40mil
Glicerol 0.5ml
Azul de Bromofenol 0.1 % 0.5ml
p-mercaptoetanol 0.1ml

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.
Estandares de PM pre-tefidos (BioRad).

2.8.1 Tincién de geles por Coomasie

Solucion de tenido: Metanol 45% v/v, Acido Acético 10% v/v, Azul de
Coomasie R-250 1% p/v.

Solucion de destenido: Metanol 45% v/v, Acido Acético 10% v/v.

2.8.2 Tincion de geles por Plata (158)

Fijaciéon: Metanol 50% v/v, Acido Acético 12% v/v; 0.5 ml Formaldehido
37% vliv, durante 2 horas.

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

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

Lavado: Agua, 3 veces 20 segundos.

Tratamiento: Nitrato de plata 2 g/l; 0.75 ml/l Formaldehido 37%, 20
minutos a 1 hora.

Lavado: Agua, 2 veces, 20 segundos.

Revelado: Carbonato de Sodio 60 g/l, 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 la sensibilidad de las autorradiografias se utilizé la
técnica fluorografica descripta por Chamberiain (159). El gel se sumergio
en una solucion de salicilato de sodio 1M durante 1 hora con agitacién
continua, al cabo de la cual se secaron los geles (Gel Dryer - BioRad) y

se realiz6 |la autorradiografia.
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2.9 Inmunoprecipitacion

Se utilizé una alicuota de la fase acuosa que se obtuvo después de
la extraccion con butanol de los homogenatos de corteza adrenal. Esta
alicuota se trat6é con el anticuerpo contra FAL de placenta (proporcionado
por la Dra. Aline M. da Silva) o de intestino bovino (Sigma) en buffer Tris
50mM (pH:7.5), conteniendo Triton X-100 0.05% y MgCi2 1mM durante
toda la noche a 0°C en agitacion constante. Luego se agregd proteina A-
Sepharosa y se dejé 30 minutos a temperatura ambiente y 90 minutos a
0°C con agitacion. Luego de centrifugar y lavar el precipitado 3 veces con
buffer, se midio la actividad de FAL en el pellet y en el sobrenadante.

2.10 Western-blot

2.10.1 Procedimiento

Al igual que para la inmunoprecipitacion, se utilizé una alicuota de
la fase acuosa que se obtuvo después de la extraccién con butanol de los
homogenatos de corteza adrenal. Una vez finalizada la corrida
electroforética se realizé la transferencia a membrana de nitrocelulosa
(poro: 0,2 ym, Sigma N-8017) previamente humedecida en el Buffer de
Transferencia. Se colocé 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 efectu6 el
bloqueo de la membrana de nitrocelulosa durante toda la noche y al dia
siguiente, se realiz6 la deteccidén inmunolégica indirecta.

La membrana se lavé con Buffer de Lavado 5 veces durante 10
minutos y luego se incubd con el primer anticuerpo durante 2 horas a
37°C. Seguidamente la membrana se lavoé con Buffer de Lavado 5 veces
durante 10 minutos y se incubdé con el segundo anticuerpo durante 2

horas a 37°C. Finalmente se lavdo la membrana como se indico
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anteriormente y se procedidé al revelado utilizando el reactivo
quimioluminiscente.

Se mezclaron iguales volumenes del reactivo ‘Enhanced Luminol’ y
del reactivo oxidante para tener 0,125 ml de solucion por cm2 de
membrana. Se incubd la membrana con el reactivo 1 minuto y luego de
eliminar el exceso se coloco la membrana bajo un plastico para
exponerla en oscuridad a una pelicula autorradiografica por un tiempo
variable entre 2 minutos y 1 hora. Luego se reveld la pelicula como se

describe en la seccion 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 Bioqueo: 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 Life Science Products).

2.10.3 “Western-Blot” de FAL en homogenatos de corteza adrenal
Como primer anticuerpo se usé el anticuerpo anti-FAL de placenta,
diluido 1:1000 6 el anticuerpo policlonal anti-FAL de intestino bovino
(diluido 1:200) de conejo 6 suero pre-inmune de conejo como control.
Como segundo anticuerpo se utilizd anticuerpo de camero anti-conejo

acoplado a peroxidasa y se revelé con un reactivo quimioluminiscente.
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2.10.4 “Western-Blot” de proteinas ancladas por GPl de corteza
adrenal

Las proteinas tratadas con PI-PLC inmovilizadas en la nitrocelulosa
se revelaron usando como primer anticuerpo, anticuerpos policlonales
anti-inositolfosfoglicano: anti-CRD comerciales (Oxford Glycosystems).
Este "westem-blot" ha sido puesto a punto en el laboratorio utilizando una
proteina anclada por GPI, proteina variante de superficie (VSG) de
Trypanosoma brucei comercial (Oxford Glycosystems), como control

positivo. Dilucién del anticuerpo: 1:20.

2.11 Determinacion de proteinas
Se utilizé la absorbancia a 280 nm de la muestra 6 el método de

Bradford (160) usando albumina bovina como standard.

2.12 Determinacion de actividad de FAL

Las muestras se incubaron en 1ml de buffer carbonato 0.1M
(pH:10) conteniendo MgCl2 1mM y 2 mg de p-nitrofeniifosfato. Para
determinar actividad de FAL en fracciones de Tritdn X-114, se agregd
ademas 0.2% de Tritdn X-100 en los ensayos. Luego de 15 minutos de
incubacion a 37°C, la reaccidén se termind por agregado 2 mi de NaOH
0.1M. El producto,  p-nitrofenol, formado se cuantificd
espectrofotometricamente a 410nm. Una unidad enzimatica se define
como la cantidad de enzima que produce un aumento de absorbancia de

1 bajo las condiciones de ensayo.

2.13 Separacion de FAL libre y anclada con Triton X-114
Alicuotas de los dos picos con actividad de FAL eluidos 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 0°C y se agregd Triton
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X-114 a partir de una solucién precondensada 12%, preparada segun se
ha descripto (161), para alcanzar una concentracion final de 2%. La
preparacion se incubé a 37°C durante 10 minutos y se centrifugd
obteniendose dos fases: una acuosa (superior) y otra detergente (inferior)

enriquecida en proteinas ancladas.

2.13.1 Particién en Tritén X-114 modificada

El homogenato de corteza adrenal bovina se preparé en buffer
TBS, se colocd en bafo de hielo y se agregé detergente Triton X-114
hasta una concentracion final de 2%. Se incubd la preparacién durante 1
hora a 0°C y luego se centrifugé en frio a 8800 x g 10 minutos. El
sobrenadante obtenido se incub6é a -20°C durante 24 horas. A
continuacién se centrifugé la preparacion en frio, se descarté el
precipitado y el sobrenadante se incubdé a 37°C durante 10 minutos para
la separacion de fases. La fase detergente se continué purificando segun
describen Ko y col. (162) hasta obtener la fase final de detergente. Se
determiné la actividad de FAL en todas las fracciones obtenidas en el

procedimiento.

2.14 Desaminacion y Reduccion con NaBH4

La fase de Tritdbn X-114 se extrajo con butanol para eliminar el
detergente, se evaporé el solvente y se disolvio en buffer acetato de
sodio 50 mM pH 3.9. A continuaciéon se agregd NaNO2 para alcanzar la
concentracion final de 0.5M y se incub6 la solucion 3 horas a temperatura
ambiente. Se alcalinizé la solucion hasta pH: 9 con una solucion de acido
bdrico 0.2 M/ NaOH 0.1 M (5:9) y se redujo con NaBH4 durante 1 hora a
temperatura ambiente. La reduccién se completé con un segundo
agregado de NaBH4 durante 2 horas y el exceso de agente reductor se
destruyé por agregado de acido acético hasta llevar la muestra a pH: 6.
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- Estudios de transduccion de senales en células

Los ensayos se realizaron incubando las células adrenocorticales

de rata o de vaca con los diferentes efectores.

2.15 Preparaciéon de células adrenocorticales de rata

Se utilizaron ratas macho, de 200g 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
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad; la dieta y el agua
de bebida se suministraron ad-libitum.

Los animales se sacrificaron por decapitacion e inmediatamente se
extrajeron las glandulas adrenales y se les quit6 el tejido graso adherido.
Este procedimiento se llevé a cabo sobre una caja de Petri conteniendo
solucion fisiolégica fria. Las glandulas se decapsularon, obteniéndose la
fraccion capsular, enriquecida en zona glomerulosa, y la fraccion central,
enriquecida en zona fasciculata-reticularis. Cada fraccion se procesé por
separado.

El tejido se sumergié en 10 ml de medio Ham F12 (Sigma N6760)
con CaClp 1.8 mM (Ham F12-Ca2+) con el agregado de 0.1 % de
colagenasa, 0.03% de DNAsa y 0.5 % de seroalbumina bovina. Se
incubaron las preparaciones en un bano termostatizado a 37 °C, con
agitacion constante durante 30 minutos o 35 minutos dependiendo de que
tejido se trate (fasciculata o glomerulosa, respectivamente). A los 10y 20
minutos de iniciada la incubacién, se disgregd el tejido en forma
mecanica. Finalizada la incubacion, se filtr6 la preparacion celular a
través de una gasa de algoddn descartando los restos de tejido no
disgregado, que quedaron retenidos en la malla.

El filtrado se centrifugd a 100 g durante 10 minutos. El precipitado

de células se lavé con 10 ml de medio de incubacion (Ham F12-Ca2t con
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el agregado de 0.5 % de seroalbumina bovina). Se resuspendio
suavemente utilizando una pipeta de transferencia y se llevd al volumen
deseado con medio de incubacion. Se utilizd una alicuota de la
preparacion celular para el recuento de células viables realizado en una
camara de Neubauer bajo el microscopio 6ptico con un aumento de 400x.
La viabilidad de las células se determiné mediante la técnica de exclusion
del colorante Azul Tripan (0.1 ml de Azul Tripan en 0.1 ml de suspensién
celular). Se consideraron células viables aquellas que no presentaban
tincion alguna en interior de sus nucleos.

La suspension celular se incub6 durante 45 minutos a 37°C con
agitacion, con el fin de que las células se recuperasen del stress
producido durante el tratamiento con la colagenasa. lLuego, la
preparacion se centrifugd a 100 g durante 10 minutos; el pellet de células
obtenido se resuspendi6 en un volumen adecuado de medio de

incubacién para ser utilizado en los diferentes estudios.

2.16 Preparacion de células adrenocorticales de vaca

Se prepararon células a partir de corteza adrenal de vaca. Las
adrenales de vaca de animales sacrificados el dia del experimento se
obtuvieron de un frigorifico local y luego de ser desgrasadas, se cortaron
con un microtomo capas de 500 um de espesor. La segunda capa se
tratd con colagenasa como se indica en (146) para obtener una
preparacion enriquecida en fasciculata. En los casos en que se quiso
obtener una preparacion enriquecida en células de glomerulosa, se utilizd
la primera capa. El procedimiento de obtencion de células dispersas fue
similar al descripto para la obtencién de células de rata, seccion 2.15, con
algunas diferencias en la composicién 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 disgregacion: Ham F12-Ca2+, 0.15% colagenasa; 0.03%
DNAsa; 0.5% BSA.
Medio de incubacién: Ham F12-Ca2*, 0.2% BSA.

2.17 Incubaciones con células dispersas para determinar

esteroides

A continuacion se detallan los procedimientos basicos para llevar a
cabo las incubaciones con células dispersas, al cabo de las cuales se
cuantificaron esteroides.

La preparacion se realizd a razéon de 40.000 células por tubo
durante 60 minutos en un bafo termostatizado a 37°C con agitacién
constante. Cada tratamiento se efectudé por duplicado en tubos de Kahn
de polipropileno. Tanto las células como los agentes estimuladores se
agregaron a tiempo cero, llevando la preparacion a un volumen final de
0.2 ml con medio de incubacion.

Finalizada la incubacién, los tubos se centrifugaron a 3000 x g
durante 20 minutos. Con esta velocidad de centrifugacion se asegura la
ruptura de las células y la liberacion al medio, de los esteroides de
localizacion intracelular. Los sobrenadantes obtenidos se congelaron a —

20°C hasta su utilizacion para la determinacioén de los esteroides por RIA.

2.17.1 Drogas Ensayadas y sus concentraciones

ACTH: De acuerdo a los valores obtenidos de bibliografia
(163;164), 10-9 M de ACTH es la concentracion que produce la maxima
respuesta en células adrenocorticales. En los experimentos realizados se
verifico este dato utilizando distintas concentraciones de ACTH.

MIX: Solucion madre: se preparé una solucion 3 mM en 20% de
DMSO en agua. La concentracién utilizada en los experimentos fue 60
HM. 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 utiliz6 una solucién madre del anticuerpo en TBS (Tris
25mM, NaCl 9% p/v pH: 8), EDTA 1mM, Nonidet-40 0.05%, BSA 0.25%
comercial. Se prepar6 un vehiculo conteniendo todo excepto el

anticuerpo.

2.17.2 Aisiamiento de LPPG

El LPPG se purificé como se describe en (27) a partir de células de
T. cruzi del estadio epimastigote. Los residuos de galactofuranosa del
LPPG fueron selectivamente removidos mediante la hidrélisis con TFA
0.02 N durante 2 horas y media a 100°C (165). Las muestras se
evaporaron y lavaron con agua hasta neutralidad. Ei [°H}-LPPG se obtuvo
a partir de cultivos de las formas epimastigote de T. cruzi cultivadas en

presencia de [°H]-acido palmitico (166).

2.17.3 Preparacion de IPG de T. cruzi

Una cantidad apropiada de LPPG sin Galf se traté con PI-PLC de
Bacillus thuringiensis el mismo dia del experimento, ver 2.30.1, y se
extrajo luego con éter para separar el lipido. Se realizd un blanco de
reactivos. Las fases acuosas se evaporaron bajo corriente de nitrdgeno,
asegurando la eliminacion completa de solvente. Las muestras se
concentraron en Savant y se resuspendieron en el medio de incubacion,

para su adicion a las células en suspension.

2.17.4 Sobrenadantes como fuente de IPG

Los sobrenadantes provenientes de incubaciones con células
bovinas en los que se estimuld la liberacion de FAL por ACTH se
utilizaron como fuente de IPG. Una fraccion (1/2) del sobrenadante de un

ensayo se concentré en Savant y utilizé en ensayos en células de rata.
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2.18 Cuantificacion de Esteroides

La técnica utilizada para cuantificar los esteroides aldosterona
(ALDO), corticosterona (B) y cortisol (F) fue el radioinmunoensayo (RIA)
(167-169).

En esta seccion se detallan los pasos que se siguieron para

cuantificar los esteroides por RIA.

2.18.1 Protocolo general del RIA de esteroides

La reaccion se llevo 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 la fraccion V de seroalbumina bovina y 0.2
% de inmunoglobulina G. A este buffer se agregaron el anticuerpo
especifico para el esteroide en cuestion; 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 predeterminé en base al titulo del
mismo. Se utilizé la concentracion de anticuerpo que produjo un 50 % de
union especifica.

La determinacion cuantitativa se realizé a través de una curva de
calibracién. La reaccion se llevd a cabo como se explicé arriba, excepto
que el agregado de las muestras se reemplazé6 por cantidades crecientes
de estandares del eSteroide a cuantificar.

La preparacion de los estandares para construir la curva de
calibracién se realizd6 mediante diferentes diluciones en buffer borato de
sodio 0.1 M de pH: 8, conteniendo 5% de etanol, a partir de una solucion
madre.

El protocolo general consistio en pipetear 10yl del estandar o de la
muestra incognita, luego se agregaron el esteroide marcador radioactivo
y el anticuerpo especifico de!l esteroide a cuantificar, disueltos en el buffer

arriba descripto.
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En paralelo se incub6 el [3H]-esteroide marcador en ausencia de
anticuerpo y de esteroide radioinerte para cuantificar la union
inespecifica. La reaccion transcurrié durante 16 horas a 4°C. Transcurrido
ese tiempo, la incubacion se interrumpié por el agregado de 0.5 ml de
una solucion fria de (NH4)2SO4 75% de saturacion. Luego se
centrifugaron los tubos a 3000 g durante 20 minutos, en centrifuga
refrigerada (4°C). Las cuentas totales se calcularon a partir de los tubos
preparados de igual forma que para el conteo inespecifico pero sin
realizar la centrifugaciéon de los mismos.

Los sobrenadantes obtenidos, que contenian 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
solucion centelleadora A, ver composicion en la seccion 2.34, y se
agitaron vigorosamente para facilitar la extraccion del esteroide tritiado a
la fase organica. Finaimente, se conto la radioactividad en un contador de
centelleo liquido RackBeta.

A partir del valor de cpm de esteroide libre obtenido en cada
ensayo se caiculd 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 calibracion
realizada. A partir de la masa presente en la alicuota ensayada en el RIA,

se calculb la masa de esteroide producida en cada ensayo.

2.18.2 RIA de aldosterona

La curva de calibracién abarcd un rango entre 0 y 100 pg. El
marcador [1,2-3H(n)]-aldosterona tenia una actividad especifica: 52
Ci/mmol. Se utilizd un anticuerpo monoclonal obtenido a partir de un
hibridoma de raton (167), siendo el titulo utilizado de 1/3000.
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2.18.3 RIA de corticosterona

La curva de calibracién abarco un rango entre 0 y 1000 pg. El
marcador [1,2-3H(n)]-corticosterona tenia una actividad especifica: 50-60
Ci/mmol. Se utilizd un anticuerpo policlonal obtenido de suero de oveja
(168), siendo el titulo utilizado de 1/4000.

2.18.4 RIA de cortisol

En el caso particular del RIA de cortisol, la técnica se puso a punto
en el laboratorio utilizando anticuerpos especificos. La curva de
calibracién abarcé un rango entre 0 y 1000 pg. El marcador [1,2-3H(n)}-
cortisol tenia una actividad especifica: 45 Ci/mmol. Se utilizd 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 liberacion de FAL

El protocolo de incubacién con céluias dispersas descripto para
determinar esteroides se modific6 en estos ensayos, en los que se
analizd la liberacion de FAL o de ceramida al medio extracelular. A
continuacién se detallan las variantes realizadas a este procedimiento
basico.

Se incubaron 200.000 células por tubo, con los agregados que
se indican en cada caso, en un volumen final de 0.2 mi de medio de
incubacion durante 1 a 8 minutos en un bano termostatizado a 37°C con
agitacion constante. Cada tratamiento se efectué por duplicado en tubos
de Kahn de polipropileno.

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

durante 10 minutos, con esta velocidad de centrifugacion se asegura la



Disefio Experimental 56

integridad de las células. Los sobrenadantes obtenidos se congelaron a —
20°C hasta su utilizacion para la determinaciones de FAL, ver seccion
2.12. Una unidad enzimatica equivale a la cantidad de enzima que

produce un aumento de absorbancia de 1 por minuto.

2.19.1 Drogas Ensayadas y sus concentraciones
Toxina de Pertussis: Se resuspendié en HamF12 y la concentracion
utilizada fue 10 pg/ml. Las células se preincubaron en presencia de
Toxina de Pertussis o de medio (como control) durante 1 hora a 37°C.
GTP+-S: Se utilizd en concentracion de 10 uM. En este caso, se
utilizaron preparaciones de membranas adrenocorticales.
Inhibidores de proteasas: PMSF, 1mM; Leupeptina, 10ug/mi;
Aprotinina, 1 pg/mi.

2.20 Incubaciones con células dispersas para determinar
la liberacion de lipidos 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 incubaciéon agregando 0.5 mi de

2+

éter; luego de agitar y centrifugar, se separ6 la fase organica. Se repitid
la extraccion dos veces y se juntaron las fases etéreas. Las fases
acuosas se extrajeron a continuacién con cloroformo:metanol:HC| 12M
10:10:0.1 v/v.

Las fases etéreas fueron analizadas por TLC usando el sistema
hexano:isopropanol (93:7, v/v). Se rasparon bandas de 1 cm y, luego de
eluir los compuestos de la silica, se conté la radioactividad. Se evalud la
presencia de ceramida por aparicién de un pico de radioactividad que

migrara igual que el estandar.
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Las fases cloroformicas se analizaron por TLC en
cloroformo:metanol:acético (65:15:5, v/v), utilizando un estandar de

ceramida fosfato.

2.20.1 Preparacion del estandar de Ceramida Fosfato

Se utilizd esfingomielina comercial -Chicken Egg Yolk- (Sigma S-
0756). 1,8 mg se resuspendieron en buffer Tris/HCI 20mM, pH 7.5,
conteniendo 0.1M CaCl2, se disgregaron en bafo de sonicacion y se
hidrolizaron con 100 unidades de fosfolipasa D de Streptomyces
chromofuscus en presencia de 0,2% de éter durante 2 horas. La
incubacion se terminé por el agregado de 200 ul de HCI 1N y el producto
se extrajo con cloroformo:metanol:HC! (10:10:0,1 v/v).
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- Estudios de inositolfosfolipidos y GPIl en S.

pombe

2.21 Cultivo de levaduras

Se trabajoé con una cepa pura de S. pombe (FRR 2172) provista por
la Catedra de Microbiologia Industrial de la Facultad de Ingenieria
(U.B.A)).

Se tomaron indculos a partir de cultivos stock mantenidos en Agar
Sabouraud (Merck Quimica Argentina S.A.) y se suspendieron en 100 mi
de medio de cuiltivo liquido estéril en Erlenmeyers de 250 ml (Medio
Sintético Completo, SD), para obtener una concentracion inicial de 104
células por mililitro. Los medios inoculados se incubaron con agitacién
rotatoria a 28°C hasta alcanzar el crecimiento exponencial.

Se determiné la densidad éptica a 600 nm de diluciones de la
suspension celular utilizando una cuveta de 1 cm. Se define la unidad,

D.0.600 que equivale a 1-2.5 x 107 células.

2.22 Incorporacioén de acido [9,1 0(n)-3H]-paImitico

Las células en crecimiento exponencial en medio sintético
completo, se centrifugaron y resuspendieron hasta 1 D.O.gpop0 por ml de
medio minimo, se agregaron 250 pl de [9,10-3H] acido palmitico (54
Ci/mmol; 40-60 uCi/ml) (149). Las incubaciones se mantuvieron a 28°C,
en agitacion durante 18 horas. Al finalizar la incorporacion se verifico la
viabilidad celular mediante observacion microscopica. La marcacion se
interrumpié por el agregado de una solucion fria de NaF y NaN3 para
alcanzar una concentracion final de 10 mM. La preparacion celular se
centrifugd a 5500 rpm (3000 x g) en centrifuga refrigerada, descartando
los sobrenadantes. La preparacion precipitada se lavdé dos veces

agregando la solucion fria de NaF y NaN3 10 mM final.
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2.23 Extraccion de proteinas de levaduras

Las células se resuspendieron en una mezcla de
cloroformo:metanol (1:1) de forma de tener en la preparaciéon una
proporcién de cloroformo:metanol:agua 10:10:3 en volimen y se
rompieron vortexeando con bolitas de vidrio. Luego de separar las bolitas
de vidrio, las proteinas y restos de la pared celular se sedimentaron a
10000 x g durante 5 minutos. Los lipidos se extrajeron del precipitado de
proteinas 2 veces mas con cloroformo: metanol: agua (10:10:3, v/v). El
precipitado de proteina se sec6 para su posterior analisis.

En el caso del precipitado proveniente de cultivos radioactivos, se
contd la radioactividad presente en una alicuota por resuspension en la

solucion centelleadora B, ver seccion 2.34.

2.24 Extraccion de lipidos de levaduras

Los lipidos se extrajeron con diferentes solventes organicos
destilados.

E! material de vidrio utilizado en estos estudios fue previamente
lavados con acido nitrico 3 M.

Los extractos de solventes organicos obtenidos durante la
separacion de proteinas que se indico en la seccion anterior, se juntaron
y llevaron a seco bajo presion reducida. Para estudiar la presencia de
GPl en estos extractos se realizaron distintos tipos de hidrélisis,
enzimaticas 0 quimicas, y se analizé la naturaleza de los compuestos
liberados usando cromatografia en placa (TLC, RPTLC) y cromatografia
gaseosa.

En el caso de los extractos provenientes de cultivos radioactivos,
se conto la radioactividad presente en una alicuota por resuspension en

la solucién centelleadora A, ver seccion 2.34.
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2.25 Desaminacién y Reduccion con NaBH4

Una alicuota de la fraccion Ao obtenida luego de extraer con
butanol al extracto cloroférmico proveniente del cultivo radioinerte de
levaduras se llevd a seco. El residuo se disolvié en buffer acetato de
sodio 50 mM pH: 3.9 al que se agregd NaNO2 para aicanzar la
concentracion final de 0.5M y se incubd la solucion 3 horas a temperatura
ambiente. Finalizada la incubacion se alcaliniz6 la solucidon hasta pH: 6.5
con una solucién de acido bérico 0.2 M / NaOH 0.1 M (5:9) y se

extrajeron con butanol los lipidos liberados por el tratamiento.

2.26 Cromatografia en Capa Delgada (TLC)

2.26.1 Cromatografia de adsorcion
En todos los casos se utilizd la técnica ascendente en placas de
silica gel de 60 A (Merck 0,25 mm) sobre soporte de vidrio o de aluminio
(Merck 0,2mm) utilizando los siguientes solventes de desarrollo:
(A) cloroformo/metanol/agua (10:10:3 viv);
(B) cloroformo/metanol/2.5M NH40H (15:10:2, v/v),
(C) cloroformo/metanol (38:3, v/v),
(D) cloroformo/metanol/2.5M NH40H (40:10:1, v/v),
(E) hexano: acetato de etilo (2:1, v/v),
(F) hexano: acetato de etilo (4:1, v/v);
(G) hexano: 2-propano! (92:8, v/v),
(H) hexano: 2-propanol (93:7, v/v),

(1) cloroformo:metanol:acético (65:15:5, v/v).
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2.26.2 Cromatografia en fase reversa

En todos los casos se utilizaron placas RP-18 F254s (Merck),
sobre soporte de aluminio, utilizando los siguientes solventes de
desarrollo:
- (FA): acetonitrilo:acido acético (1:1) para los acidos grasos metilados
(170)
- (FB) cloroformo/metanol/agua (20:40:0.5 v/v).

2.26.3 Cuantificacion de las muestras radioactivas

Luego de realizada la fluorografia, se raspd la silica por
comparacion de la placa delgada con la placa fotografica. Los
compuestos radioactivos se eluyeron con mezclas de cloroformo:metanol.
La radioactividad eluida se determiné mediante el conteo de una alicuota

suspendida en la solucién centelleadora correspondiente.

2.27 Cromatografia en resinas de intercambio ib6nico

mixtas
Tandem: 1)AG50 X12 (H*); 2) AG3 X4 (OH"); 3) QAE(OH").

Las muestras se cromatografiaron en una columna que contenia las
tres resinas en secuencia, en el orden anteriormente sefnalado, 100-200
mesh (Bio-Rad). Se eluyd sucesivamente con agua (3 volumenes) y acido
clorhidrico (2 volumenes) y se contd la radioactividad en una alicuota.

2.28 Cromatografia Gas-Liquido (CGL)

Se realizd en un cromatégrafo gaseoso Hewlett-Packard 5890,
equipado con un detector de ignicion de llama y un integrador Hewlett-
Packard 3395, utilizando nitrogeno como gas conductor a 42 Psi; presion

de hidrégeno, 20 Psi; presion de aire, 40 Psi.
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2.28.1 Analisis de los derivados metilados de los 4cidos grasos
Condicién I:

Se utilizd una columna capilar HP-Iinnowax (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 acidos grasos se identificaron por los tiempos de retencion de
sus derivados metilados, en comparacion con testigos comerciales de
metil ésteres de acidos grasos comerciales saturados e insaturados

(Sigma).

2.28.2 Condicion I

Se utilizé 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 acidos grasos se identificaron por los tiempos de retencion de
sus derivados metilados, en comparacion con testigos comerciales de
metil ésteres de acidos grasos comerciales saturados e insaturados

(Sigma).
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2.29 Métodos de Revelado

2.29.1 Deteccion por fluorografia para las muestras radioactivas
Finalizada la corrida se evaporé el exceso de solvente y se

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

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

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

de muestra radioactiva sembrada. Para el revelado, las placas

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

la oscuridad, sucesivamente en:

1.Solucién de revelador (Metol, 2,2 g; NapSO3 72 g; hidroquinona, 8,8 g;

Nas>COg3 (anh.) 48 g; en 1 litro de agua destilada)

2. Solucion de lavado (acido acético glacial 2% en agua)

3. Solucidn de fijador (se utilizé una dilucion 1:4 del fijador comercial ultra

rapido Romfix, Romek)

2.29.2 Reveladores universales

- Vapores de iodo

- Reactivo de cerio: Los testigos y los compuestos a analizar fueron
detectados vaporizando con el revelador Mo/Ce, el cual contiene H2SO4
10%; (NH4q)gM07024.4H20 0,04M; Ce(SO4)2 3 mM. Las placas se
calentaron a 200 °C hasta la aparicién de manchas de color azul.

- Ninhidrina: Las placas se rociaron con soluciéon 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 aminadas presentan una
coloracién purpura.

- Orcinol-Acido Sulfarico: Las placas se rociaron con el reactivo de
Orcinol que contiene 200 mg de orcinol en 100 ml de H2S04 75% (v/v)
preparado en el dia y se calentaron a 100°C 15 minutos. Los glicolipidos

presentan una coloracion violeta (172).



2.30 Hidrélisis Enzimaticas

2.30.1 Tratamiento con Pi-PLC de Bacillus thuringiensis

Las muestras se disolvieron en 50u! de buffer Tris/fHCI 50mM, pH
7.4, conteniendo 0.1 % de acido deoxicolico y se incubaron con 0.35 U de
PI-PLC de Bacillus thunngiensis (Oxford GlycoSystems) durante 90
minutos a 37°C. Los lipidos liberados se extrajeron con butanol (4 x 0.5

ml). Se realiz6é un blanco de reaccion en ausencia de enzima.

2.30.2 Tratamiento con Pi-PLC de Bacillus cereus

Las muestras se disolvieron en 200ul de buffer Tris/HCI 10mM, pH 7.4,
conteniendo 144mM NaCl, 0.01 % Tritén X-100 y se incubaron con 0.1 U
de PI-PLC de Bacillus cereus (Sigma) durante toda la noche a 37°C. Los
lipidos liberados se extrajeron con butanol (4 x 0.5 mi). Se realizd un

blanco de reaccion 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 CaCl2, 0.008 % Tritdn X-100 y se incubaron con 1
U de GPI-PLD comercial (Boehringer Manheim) durante 1 h a 37°C (173).
Los lipidos liberados se extrajeron con CHCI3:CH30H:12M HCI
(10:10:0.1, viv), (4 x 0.5 ml) segun informes previos (174) para la
extraccion de ceramida fosfato. Se realizé un blanco de reaccidén 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), disueitas en cloroformo:metano!, 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 acido deoxicolico, 0,5 M CaCi2 en un
volumen final de 100 pl. Se agregaron 25 U de fosfolipasa Ao de veneno
de Crotalus adamanteus (Sigma), durante 4 horas a 37 °C o ninguna
adicion para los blancos de reaccion. La incubacion fue terminada por la
adicion de acido acético 0,1 M, y los productos formados en la reaccion
se extrajeron cuatro veces con butanol saturado en agua. Las fases
butgnélicas combinadas se llevaron a seco bajo corriente de No para su

posterior analisis (175).

2.30.5 Tratamiento con Proteasa
La muestra se incubé con proteasa comercial de Streptomyces
griseus (Sigma P-5147) durante 6 horas a 37°C y luego se extrajeron con

butanol los péptidos modificados con lipido.

2.30.6 Tratamiento con esfingomielinasa

Los compuestos marcados con acido paimitico 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/HC! 50mM, pH 7.4 en presencia de 0.1 % de acido deoxicdlico. La
reaccién se dejoé proceder por 3 horas a 37°C, bajo agitacion vigorosa. Se
realizé un blanco de reaccion sometiendo a las mismas condiciones una
muestra idéntica en ausencia de la enzima. La actividad de la misma se
verificd con un testigo de esfingomielina de cerebro bovino. Las mezclas
de reaccion se extrajeron con cloroformo:metanol (2:1) y se intenté la

deteccién de ceramida por TLC en el solvente H.
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2.31 Hidrdlisis quimicas y otras reacciones

2.31.1 Hidrélisis alcalina en condiclones de saponificacién

Las muestras se trataron con NaOH 0,1 M en etanol 90% v/v
durante 1 hora a 37°C. La mezcla de reaccién se neutralizd con HCI
diluido y se llevo a seco. Los lipidos se extrajeron con tolueno o éter

etilico tres veces.

2.31.2 Hidrélisis alcailna fuerte

Se realizd en tubos cerrados de Teflon, pre-lavados con butanol-
agua. Las muestras se resuspendieron en butanol, se pasaron al tubo de
Teflon y se evaporaron bajo atmdsfera de No. Se agregd 1 ml de NaOH 1
M y se incubd durante 24 horas a 100°C en el tubo cerrado. La mezcla de
reaccion se neutralizé con HCI 2M y los lipidos se extrajeron con acetato

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

2.31.3 Preparacion de derivados metilados de acidos grasos

Las muestras se lievaron a seco y se disolvieron en 0,5-1 ml de
tolueno seco. Se agregd un volumen igual de BF3 14% en metanol
(Merck) bajo atmosfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se calentd
en tubo cerrado a 80°C durante 45 minutos. Luego de enfriar y agregar
agua, se centrifugd y se separ6 la fase superior. La fase inferior se
extrajo con tolueno tres veces y el conjunto estas fases se concentraron

con nitrogeno (176).
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2.31.4 Metandlisis

Se realizaron en tubo cerrado con 1 ml de solucion de HCI
12M/metanol/agua (3:29:4, v/v) durante 18 horas a 70-78 °C (177). Se
evaporo el acido a presion reducida con agregados de agua y metanol.
Las muestras hidrolizadas se llevaron a seco bajo presion reducida, se
lavaron con agua hasta neutralidad y se extrajeron con acetato de etilo.
Se analizaron las bases esfingosinicas o el alquilglicerol en TLC
utilizando el solvente C. Los metil ésteres de los acidos grasos se

analizaron en RPTLC con el solvente E.

2.32 Hidrogenacién catalitica

Los metil ésteres de los acidos grasos radioactivos provenientes de
cada uno de los compuestos estudiados se sometieron a condiciones de
hidrogenacién a fin de determinar la existencia de insaturaciones. 1-2 mg
del reactivo de Pd sobre carbon activado (Aldrich, contenido de Pd 10%)
se agregaron sobre las muestras disueltas en acetato de etilo (0,5ml), en
tubos de hemodlisis, que se sometieron a una presion de H, de 3 atm
durante 4-5 h a temperatura ambiente con agitacién. En todos los casos,
se utilizé una muestra del metil éster del acido linoleico (C18:2) como

control de la reaccion.
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2.33 Equipamiento Utilizado

-Las determinaciones de radioactividad se realizaron en un contador de
centelleo liquido modelo 1214 RackBeta (Wallac).

-Las evaporaciones de solvente se lilevaron a cabo a presion reducida en
evaporador rotatorio o bajo corriente de nitr6geno, en los casos en que se
disponia de pequenos volimenes (hasta 0.5 ml).

-Las centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas: Sorvall
con rotor SS34 o GSA. o sin refrigerar (Presvac); o en microcentrifuga no
refrigerada Microfuge 12 (Beckman).

- Se utilizé un evaporador de fracciones rotatorio Speed Vac Concentrator
SVC-100 (Savant) y un liofilizador Freeze Mobile 6 (Virtis).

-Las electroforesis en minigeles se realizaron en Mini-Protean |l
Electroforesis Cell (BioRad) y las transferencias semi-himedas de Trans-
Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad).

-Los homogenatos de corteza adrenal se realizaron utilizando un
homogeneizador mecanico Ultraturrax.

-Las levaduras se disgregaron mecanicamente utilizando bolitas de vidrio
(Sigma G-9268) 6 por ultrasonido utilizando un sonicador: ‘Microtip Cell
Disruptor — Heat Systems — Ultrasonics, Inc. Modelo W-220F.

-Las incubaciones a temperatura controlada fueron realizadas en un bafno
termostatico.

- Para las cromatografias se utilizé un colector automatico de fracciones
modelo Frac-200 (Pharmacia LKB)

- Se utilizd un hidrogenador PARR Instrument Company, Inc (presion

maxima 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-metil-5-fenil-2-oxazolil]benceno), 0.1g; tolueno 1l.

B- Para muestras acuosas: PPO, 4g; DMPOPOP 40 mg; Tritdn X-100 o
Arcopal X-100, 250 ml; tolueno 750 mi.
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Capitulo 3. Estudios de anclas de GPI en corteza
adrenal
3.1 Purificacion de Fosfatasa Alcalina anclada

por GPI de corteza adrenal bovina

La presencia de glicosilfosfatidilinositol (GPIl) en corteza adrenal
fue informada por primera vez por Igarashi y Chambaz (145), quienes
han sugerido que la concentracion de estos compuestos esta regulada
por la presencia de suero en el medio de incubacion, probablemente
debido a factores de crecimiento. Mas tarde, resultados de nuestro
laboratorio mostraron la existencia, en células de glomerulosa adrenal
de vaca, de un GPI cuya hidrdlisis 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 plasmatica de varios tipos celulares.
Se han identificado isoenzimas en plasma humano que se originan en
al menos cuatro tejidos: higado, hueso, placenta e intestino (178). FAL
es una de las proteinas mas estudiadas para dilucidar el mecanismo
de la incorporacion de GPI en las proteinas ancladas por este lipido
(98;179;180). Sin embargo la estructura del GP| de FAL no habia sido
determinada al comenzar estos estudios y hasta el presente sélo se
conoce la estructura completa del ancla de FAL purificada de placenta
(13).

Resulté interesante, para abordar el estudio de GP| en adrenal,
purificar FAL anclada. Para ello se tomaron en cuenta las

purificaciones de esta enzima a partir de otros tejidos (178;181).
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3.1.1 Purificacion de FAL anclada

Protocolo 1

Se prepararon homogenatos a partir de corteza de adrenales
bovinas. Estos homogenatos se extrajeron con butanol y la fase
acuosa resultante se cromatografié en columna de Octil-Sepharosa
eluyendo con un gradiente lineal de propanol (5-70%). La actividad de
FAL se recuperé en dos picos: uno que no es retenido por la columna
(pico ) y otro que eluye con 40% de propanol (pico Il), lo que indicaba

diferencias en la hidrofobicidad de ambos, Figura 14.
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Figura 14. Perfil de elucién de FAL y de proteinas totales en Octil-Sepharosa.



Resultados y Discusién 73

Las proteinas ancladas por GPI, como la FAL, estan presentes en
la membrana celular y pueden ser liberadas al medio por accién de una
fosfolipasa C o D. Es decir que estas proteinas pueden hallarse de dos
formas: una, anclada a membrana con GPI y otra, libre en la que se ha
perdido la porcion lipidica (diacilglicerol o acido fosfatidico segun sea
hidrolizada por fosfolipasa C o D respectivamente) pero conserva el
inositolglicano.

El Tritdbn X-114 es un detergente no idnico que se utiliza para
separar compuestos anfifilicos de aquellos que no lo son. Este detergente
forma una unica fase a 0°C y luego de 10 minutos de incubacion a 37°C
se separan dos fases, la fase inferior rica en detergente que es donde se
encuentran los compuestos anfifilicos y la fase supenor que contiene los
compuestos hidrofilicos (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 la presencia de FAL anclada y libre en cada uno de
los picos eluidos de la Octil-Sepharosa, una alicuota de los mismos se
traté con Tritdn X-114 segun se indica en métodos. Como puede verse en
la Tabla lll, se encontré que el pico | que no es retenido por la Octil-
Sepharosa estaba muy enriquecido en FAL libre, en cambio, el pico Il que

era retenido por la columna tenia la mayor proporciéon de FAL anclada.
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Tabla lll. Determinacioén de la relaciéon entre Fosfatasa Alcalina iibre

y anclada en los picos eluidos de Octil-Sepharosa con Tritén X-114.

Fraccion Actividad detergente/Actividad acuoso
Pico | OCTIL-S 0.09
Pico Il OCTIL-S 1.40

Se ha informado (181) que luego de una cromatografia en Octil-
Sepharosa de una preparacion 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 encontr6 un unico pico retenido, que
corresponde a un 15% de la actividad que no interactua con la Octil-
Sepharosa y que coeluye con la mayoria de las proteinas de la muestra
original.

Aunque se tenia muy poca cantidad de material en el pico Il se
quiso ver si con un paso mas de purificaciéon se lograba la purificacién a
homogeneidad. Se sembré el pico Il 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

tincién con plata. No se detectaron bandas en tincién con Coomasie dada

la escasez del material.
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Figura 15. Perfil de elucion de FAL y de proteinas totales en Q-Sepharosa.

Como puede verse en el cuadro de purificacion | (Esquema 1 y
Tabla IV) esta fraccion eluida de la Q-Sepharosa tenia muy baja proteina
y actividad para seguir la purificacion. De acuerdo a estos resultados, la
Octil-Sepharosa no resultd un paso conveniente para empezar la
purificacion.

Esquema 1.

Protocolo 1 de Purificacion

Homolgenato
Extraccion con butanol
Cromatografia en Octil-Sepharosa
Pico 1 de elucion en Octil-Sepharosa

Cromatografia en Q-Sepharosa

Electroforesis
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Tabla IV. Cuadro de Purificacion: Protocolo 1.

Fraccion Proteina |U.tot. Act.Esp. Purif. |%

total (mg) | (UAbs/min x | (UAbs/min x Recuperacion

mg) mg prot)

Fase acuosade | 22.00 170.0 7.7 1 100
Extraccién con
butanol
Octil-Sep pico | 9.45 109.0 11.5 1.5 64
Octil-Sep pico |l 0.45 16.0 32.8 4 94
Q-Sep pico i 0.04 7.5 203.0 28 44

3.1.2 Purificacion de Fosfatasa Alcalina anclada:

Protocolo 2

Para disenar un nuevo esquema de purificacién, teniendo en
cuenta trabajos anteriores en los que se aisla 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 decididé realizar primero una cromatografia en Concanavalina A-
Sepharosa, debido a que la cantidad de muestra que se puede sembrar
es bastante mayor. Se eluyé la FAL con o-metil-glucopiranésido 4M
indicando la presencia de estructuras N-glicosidicas especificas (185) en
la FAL de corteza adrenal bovina (Figura 16). La fraccion de FAL que

coeluy6 con la mayor parte de las proteinas no retenidas por la lectina fue
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descartada. Si bien esta fraccion era importante, la posibilidad de
procesar mayor cantidad de muestra por esta columna hizo que este paso
fuera conveniente como primera cromatografia en la purificacion. No se
eluyé actividad de FAL con a-metil-manopirandsido indicando la ausencia

de otros tipos de estructuras N-glicosiladas conocidas (185).

CONCANAVALINA-A-SEPHAROSA
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Figura 16. Perfil de elucion de FAL y proteinas totales en Concanavalina A-

Sepharosa.

El pico eluido con a-metil-glucopiranésido fue sembrado a
continuacién en una columna de Q-Sepharosa. La actividad de FAL se
recuper6 eluyendo con una concentracion de NaCl de 250mM con un

perfil muy similar al que se mostro en la figura 15.
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Se analizaron las fracciones de los distintos pasos de purificacion
sembrando cantidades similares de proteina en electroforesis
desnaturalizante y revelado con reactivo de Coomasie (Figura 17). La
calle 1, correspondiente al homogenato, presenta una tincién 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 (calle 3) permite visualizar bandas resueltas. El pico eluido
de la Q-Sepharosa (calle 4) presentdé menos bandas que en la calle 3,
consistente con la purificacion debida al intercambio ionico, que se

analiza en el Esquema 2y la Tabla V.

Figura 17. Analisis de las fracciones obtenidas siguiendo el protocolo 2 de
purificacion de FAL por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante
revelado por tincion con Coomasie.

Calle:1, homogenato; 2, estandar de albumina; 3, pico de FAL eluido de la

concanavalina A-Sepharosa; 4, pico de FAL eluido de la Q-Sepharosa.
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Esquema 2.

Protocolo 2 de Purificacion

HomoFenato
Extraccion con butanol
Cromatografia en Concanavalina A-Sepharosa
Pico de elucion con a-metil glucosido
Cromatografia en Q-Sepharosa

Electroforesis

Tabla V. Cuadro de Purificacion: Protocolo 2.

Fraccion Proteina [U.tot. Act.Esp. Purif. (%

total (mg) [(UAbs/min x{(UAbs/min x Recupera

mg) mg prot) cién

Homogenato 623.5 557.0 0.8 1 100
Fase acuosa de 144.0 307.0 21 2.7 55
Lex’tracci()n con butanol
Concanavalina A- 44 83.0 18.9 23.6 15
Sepharosa.
Q-Sepharosa 0.26 40.0 163.8 (1923 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 utilizé, en las corridas electroforéticas, una seroalbumina bovina
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comercial (Sigma) cuyo PM es de 67 kDa como estandar, y se
encontraron bandas, que comigraron con dicho estandar, en las
fracciones enriquecidas en FAL.

Para evaluar si estas bandas correspondian a FAL, se utilizaron
anticuerpos contra la fosfatasa alcalina de intestino y de placenta que son
isoenzimas tejido especificas (184), para ver si alguno de ellos
presentaba reaccion cruzada con la FAL presente en la corteza adrenal
bovina.

Primeramente, la fraccién acuosa obtenida luego de la extraccion
butanédlica del homogenato (Tabla V) se analizé por inmunoprecipitacion
con estos anticuerpos utilizando proteina A-Sepharosa. En ambos casos
la actividad de FAL quedé en el sobrenadante, es decir que ninguno de
estos anticuerpos fue capaz de inmunoprecipitar la FAL de esta

preparacion.

Por otro lado, las mismas muestras se analizaron por "westem blot"

utilizando los anticuerpos contra FAL de placenta y de intestino.

Se encontrd que los anticuerpos contra FAL de placenta
reconocieron una proteina de 67 kDa y no presentaron reaccion cruzada
con bandas proteicas de otros tamanos, Figura 18. En cambio, los
anticuerpos contra FAL de intestino, no reconocieron ninguna proteina del
tamano esperado (67KDa) pero aparecieron bandas de menor peso

molecular.

Por lo tanto, el peso molecular de la banda que se obtuvo en
“westemn blot”, con los anticuerpos anti-FAL de placenta, coincide con el
informado en la bibliografia para las distintas isoenzimas de FAL.
Aparentemente, este anticuerpo soélo reconoce FAL desnaturalizada de

corteza adrenal bovina, pues no inmunoprecipitoé a la enzima nativa.
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Figura 18. Analisis de la fase acuosa proveniente de homogenatos de corteza
adrenal (ver esquema 2) por “Western Blot” utilizando anticuerpos especificos

para las isoenzimas de FAL de intestino y de placenta.

Para continuar la purificacion de FAL, se compararon los 2
procedimientos alternativos (Tablas IV y V), Ia fraccién eluida de la Q-
Sepharosa (Esquema 2) tiene mas cantidad de material que el obtenido
al final siguiendo el esquema | de purificaciéon. Esta situacion permitid
seguir purificando la fraccién eluida de la Q-Sepharosa (esquema 2)
mediante otras cromatografias con el fin de purificar FAL a
homogeneidad.

Se continué la purificacién utilizando un equipo de FPLC. Primero
se realizé un tamizaje molecular en columna de Superosa-6 y el pico con
actividad de FAL se sembré a continuacién en una columna de Mono-Q.
El pico de FAL se eluy6 con 300 mM de NaCl.

Cuando se realizd una electroforesis de esta muestra en PAGE-

SDS se encontraron 2 bandas principales por tincién con plata; una de
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ellas con PM = 67kDa aproximadamente, que de acuerdo a los resultados

obtenidos en el “western blot” seria el PM de FAL de adrenal.

En conclusion, se han evaluado dos esquemas alternativos de
purificaciéon de una enzima anclada por GPI, la fosfatasa alcalina, y se ha
elegido el mas conveniente. Se ha obtenido una fraccion de FAL
altamente purificada. Para llegar a homogeneidad se requeriria algun
paso adicional. La cantidad de muestra obtenida no fue suficiente para
estudiar la estructura del ancla de FAL. Por ello, se decididé buscar otras
estrategias para purificar GP| de adrenal. De todos modos, la muestra de
FAL purificada, se utilizd como fuente de GP| de adrenal (GPI-A) en
ensayos de transduccion de sefales, como se vera en el capitulo 5.4.
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3.2 Aislamiento de proteinas ancladas por GPI
3.2.1 “Western Blot” con anticuerpos especificos

de IPG

Con el fin de estudiar las proteinas ancladas por GPI en corteza
adrenal, se realiz6 un “western blot” con anticuerpos que reconocen IPG.
Fue necesario tratar las muestras con fosfatidilinositol fosfolipasa C
(PI-PLC) que es capaz de hidrolizar GPI liberando DAG por un lado y la

proteina con inositolfosfoglicano (IPG) por el otro (Figura 19).

HO HO
OfY—OH  pipLc ORY—OH
HO O—OH ™ HO + LIPIDO

O-LIPIDO

Figura 19. Hidrélisis de inositol fosfolipidos 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 identificar a las proteinas ancladas.

Figura 20. Reconocimiento de IPG por anti-CRD.
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Se utilizo, como control positivo del “western blot”, la proteina VSG
(variant surface glycoprotein) purificada de Trypanosoma brucei
comercial. La VSGs (forma soluble, con IPG) presenté una Unica banda
que tiene el PM informado para esta proteina (80).

Se traté la muestra (homogenato de adrenal) con una PI-PLC de
Bacillus cereus, ver seccion 2.30.2. En paralelo, se tratd con PI-PLC la
VSGm (forma de membrana con el glicolipido completo, GPI) como
control del tratamiento con fosfolipasa.

Se encontrd la banda proveniente de VSGm hidrolizada por PI-PLC
pero ninguna banda en la muestra. Esto podia deberse a que el material
sembrado no contuviese suficiente cantidad de las proteinas ancladas
como para ser detectadas, ya que al revelar la nitrocelulosa con el
colorante rojo ponceau aparecian bandas proteicas muy tenues en la
calle del homogenato, por lo que se pensd realizar algunas
modificaciones:

i) se aumento la cantidad de muestra sembrada, por concentracion de las
mismas y utilizando dispositivos (peines y separadores de mayor
espesor) que permiten sembrar mayores volumenes en los geles;

if) teniendo en cuenta un trabajo reciente (80), se realizaron otras
variaciones en la técnica del “western-blot”. Por un lado, se trataron las
proteinas ancladas con PI-PLC después de la transferencia; es decir, que
se hidrolizaron las anclas de las proteinas inmovilizadas en el soporte de
nitrocelulosa. Por otra parte, antes de realizar los tratamientos con la
enzima, se realizd sobre la nitrocelulosa |a hidrélisis alcalina de las
proteinas inmovilizadas (NaOH 50mM en propanol 20% v/v durante 60
minutos a temperatura ambiente), tratamiento que provoca la
desacilacion especifica del inositol, pues como ya se menciond, esta
acilacion impediria la accion de la PI-PLC.

El analisis por “Western Blot” incluyendo todas estas

modificaciones nuevamente revel6 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 analisis por este método de cantidades menores de
VSGm se ha determinado que este anticuerpo requiere de 1-3 pg de esta
proteina para detectar la banda correspondiente. Parece probable que la
muestra de adrenal no tuviera bandas de proteinas con cantidad

suficiente de anclas de GP| como para ser detectadas por este método.

= 107 kDa
m 76 kDa

. m 52 kDa

m 37 kDa

= 27 kDa

= 19 kDa

Figura 21. Andlisis de VSGm (6 pg) por “Western Blot-modificado” utilizando

anticuerpos anti-CRD, ver seccion 2.11.

3.2.2 Separacion con Tritén X-114

Se quiso aislar el conjunto de glicoinositolfosfolipidos presente en
corteza adrenal por otro método.

Los homogenatos de capas de corteza adrenal bovina se extrajeron
con Triton X-114, siguiendo la técnica de particion modificada segun se
ha informado recientemente (162). Esta técnica permite separar proteinas
ancladas por GPl de otras proteinas hidrofébicas. La modificacion
consiste en incubar al extracto de Tritén X-114 a —20°C durante 24 horas,
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lo cual mejora la particiéon de las proteinas ancladas a la fase detergente,
favoreciendo la agregacion de otras proteinas hidrofébicas. Luego de
varias centrifugaciones se obtuvo una fase detergente que contiene,
segun lo informado, principalmente proteinas ancladas con GPI (seccidn
2.13.1). Esto se corrobord por determinacion de la actividad de FAL en
todas las fracciones obtenidas durante la particibn encontrando un

enriquecimiento de FAL en la fase detergente final.

3.3 Estudios de la porcion lipidica de GPI de

corteza adrenal

Luego de extraer con butanol el Tritdn X-114, la fase acuosa
resultante se traté con nitrito de sodio a pH: 3.9. Este tratamiento ha sido
utilizado previamente para identificar GPIs de mamiferos (123;187). La
glucosamina libre (no acetilada) del ancla reacciona con el acido nitroso
dando anhidromanosa y se libera fosfatidilinositol (o el inositol-fosfolipido

que corresponda).

Para investigar la presencia de anclas de GPI, después del
tratamiento con acido nitroso, la muestra se extrajo con butanol y se
sembré en una placa de TLC para analizar la presencia de
inositolfosfolipidos. Se sembré también igual cantidad de un control sin
tratar con acido nitroso. Como puede verse en la Figura 22, se encontrd
que en la muestra la cantidad de Pl es mayor que en el control, y
aparece, ademas, otra mancha de Rf menor que no esta en el control, lo

que indicaria la presencia de otros inositol fosfolipidos mas polares.



Resultados y Discusion 87

*
“*

Figura 22. Analisis por TLC de los lipidos liberados de la fase de Triton X-114

por tratamiento con 2cido nitroso y extraccion con butanol utilizando el
solvente B. Calle 1. muestra sin tratar; calle 2: muestra tratada. Estandar: P,

fosfatidilinositol. Revelado: con reactivo de cerio.

Para estudizr |~ estructura de los lipidos liberados, el extracto
butandlico proveniente del tratamiento con acido nitroso o del control sin
tratar, se hidrolizd por metandlisis, como se detalla en 2.31.4. Con este
tratamiento se liberan los acidos grasos de los glicerolipidos y las
ceramidas, los cuales se transesterifican y se obtienen en forma de

ésteres me.licos. =n el caso de la hidrdlisis de ceramida se produce
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también esfingosina o dihidroesfingosina. Con este tratamiento no se
hidrolizan los grupos alquilos.

Los productos de metandlisis de los lipidos liberados por
tratamiento con acido 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 la altura de palmitico metilado y otra
mancha de Rf similar al estandar de alquilglicerol. Aparecié ademas, una
mancha de movilidad similar a los estandares de palmitico vy

dihiroesfingosina, que no se resuelven bien en este sistema.

ce WAy == PM

Y-

== SP

= P
® o= pHs

m Pl

- 5 as O
1 2

Figura 23. Anélisis de los lipidos hidrolizados metandlisis por TLC utilizando el
solvente D. Los lipidos liberados de la fase TX-114 por tratamiento con acido
nitroso (calle 2) o control (calle 1) se hidrolizaron por metandlisis y analizaron
por TLC revelada con iodo. Estandares de acido palmitico (P), acido palmitico

metilado (PM), dihidroesfingosina (DHS), esfingosina (S), alquilglicerol (A).
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La visualizacion de compuestos que migran como alquilglicerol,
palmitico metilado y palmitico, indican la liberacion de alquilglicerolipidos
por el tratamiento con acido nitroso. El palmitico metilado y el palmitico
provendrian de alquilacil- o diacil-glicerolipidos, es decir que indican la
presencia de fosfatidilinositol en las anclas.

Palmitico es uno de los productos de metandlisis, pues no se
esterifica el total del acido liberado mediante este tratamiento. Dado que
los estandares de palmitico y dihidroesfingosina no se resuelven bien en
este sistema, la visualizaciéon en la muestra de una mancha de movilidad
intermedia entre ellos no permite afirmar que coexistan anclas con
ceramida. De todos modos, esta hipétesis no parece la mas probable si
se considera que estas estructuras no parecen estar presentes en

mamiferos (123).

La liberacion de glicerolipidos mediante HNO> indica la existencia
de anclas de GPl en corteza adrenal (Figura 22). Estos resultados
sugieren la existencia de alquilglicerolipidos entre los glicerolipidos de

anclas de adrenal.
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En este capitulo se ha mostrado la presencia de compuestos de la
familia de los GPIs en corteza adrenal.

Por un lado, se ha encontrado que FAL de corteza adrenal bovina
interacciona con Octil-Sepharosa de la cual es eluida con un 40% de
propanol y puede ser extraida con el detergente TX-114. Estas
propiedades son comunes a las proteinas ancladas por GPl. Ademas,
estos GPls (luego de tratamiento con fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositol) fueron utilizados en ensayos bioldgicos y tuvieron efecto
similar a otros IPGs, como se analizara en el capitulo 5.4.

Por otro lado, se han aislado con TX-114 proteinas ancladas con
GPI de homogenatos de corteza adrenal. La existencia de anclas de GPI
fue confirmada por su susceptibilidad al tratamiento con acido nitroso. El
analisis del lipido liberado de las anclas por este tratamiento, sugiere la
existencia de alquilacilgliceroles, que coincide con lo encontrado en
varios GPIs de proteinas de mamiferos (17). Sin embargo, la cantidad de
anclas presentes en adrenal parece no ser abundante.

Como se desea no sblo caracterizar anclas sino también tener
cantidad suficiente para realizar estudios bioldgicos, se decidié intentar el
estudio de GPI en otro sistema que pudiera contener mas cantidad de

estos compuestos, como se analizara en el capitulo 5.
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Capitulo 4. Rol de los glicosilfosfatidilinositoles

en sistemas de senales

4.1 Efecto de IPG en preparaciones de células

adrenocorticales bovinas

El objetivo de este trabajo no fue sbélo caracterizar GPI de corteza
adrenal, sino también evaluar la importancia de estos compuestos como

segundos mensajeros en este sistema.

Como se ha comentado, la presencia de GP! en corteza adrenal y
su regulacién por factores presentes en suero, fue informada por primera
vez por lgarashi y Chambaz (145). Los resultados previos de nuestro
laboratorio mostraron que |la hormona adrenocorticotrofina, ACTH, es
capaz de hidrolizar GP| en preparaciones de células enriquecidas en

glomerulosa adrenal bovina (146).

La corteza adrenal tiene una zona mas externa, la glomerulosa, y a
continuacion la zona fasciculata. Los mineralocorticoides se sintetizan en
la glomerulosa, y participan en el mantenimiento del equilibrio hidrico
corporal. Los glucocorticoides, en cambio, se sintetizan en la zona
fasciculata y afectan el metabolismo de los hidratos de carbono y de las
proteinas, lo que los hace indispensables para la vida.

ACTH estimula la biosintesis de esteroides en la glandula adrenal:
regula la produccion de glucocorticoides en la zona fasciculata y de
mineralocorticoides en la zona glomerulosa de la corteza. La accion de
ACTH involucra principalmente la activacion de la adenililciclasa
incrementando el contenido intracelular de AMPc (188-190), que es el

segundo mensajero que media la accidn de esta hormona peptidica.
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Fue informado en nuestro laboratorio que el IPG obtenido del
LPPG de T. cruzi fue capaz de inhibir la produccién de un
mineralocorticoide, aldosterona, mediada por ACTH en glomerulosa
bovina (191). Este IPG tiene la misma estructura conservada o ‘core’
(Figura 24) que otros IPGs, excepto por la sustitucion de una manosa
adicional, un grupo aminoetilfosfénico y dos residuos de galactosa
furanosica (Galf). Estas ultimas modificaciones no son muy frecuentes en
las moléculas de esta familia; por ello, estos residuos se hidrolizaron
especificamente (ver seccion 2.17.2) para obtener la estructura que se
muestra en la Figura 24. Se determiné que la presencia de Galf en el IPG
atenuaba su efecto inhibitorio sobre esta respuesta de ACTH. Por ello, se

utilizé IPG sin Galf en los estudios posteriores.

Continuando con esta linea de investigacién y teniendo en cuenta
que el rol fisiologico principal de ACTH consiste en la induccién de la
produccion de glucocorticoides, se quiso evaluar si el IPG obtenido por
tratamiento con PI-PLC del LPPG purificado de T. cruzi (ver seccion
2.17.3) era capaz de modular también la produccién mediada por ACTH
del principal glucocorticoide, cortisol, en células de fasciculata adrenal
bovina. Primeramente, se verificd que la concentracion de ACTH 1 nM,
utilizada de rutina en el laboratorio para ver efectos de ACTH, producia
una acumulacién maxima de cortisol en estas células, que era similar a la

encontrada con dosis mayores de hormona (10 y 100 nM).

Se investigd el efecto de dos dosis de IPG, similares a las
utilizadas previamente para evaluar los efectos bioldgicos de este
mediador (107;124;191;192), sobre el aumento de la produccién de

cortisol, mediado por ACTH.
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3
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1) 0.02N TFA 2.5 h, 100°C
2) PI-PLC
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v
Manal-2aMana1-2Mana 1-6Mana1-4 AHM + 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
acido nitroso. AHM: 2,5 anhidromanitol.
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Como puede verse en la Figura 25, IPG es capaz de inhibir
significativamente la respuesta de ACTH en las dos dosis ensayadas (10
y 20 uM), mientras que los vehiculos no afectan la produccién de cortisol

ni en las células tratadas con ACTH ni en las controles.
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Figura 25. Efecto de IPG sobre la estimulacién 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) 6 en presencia de ACTH 1nM (A); con
o sin agregado de IPG (G) o de vehiculo (V) en dosis 10 uM (V1, G1) 6 20uM
(V2, G2). Luego de los tratamientos, se cuantificod cortisol por RIA. Los

resultados corresponden a la media + S.E. de tres experimentos.
Significativamente diferente de ACTH p< 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 decidio
estudiar el efecto del IPG purificado de T. cruzi sobre la accion de ACTH
en otro mamifero, la rata, cuyo principal glucocorticoide es corticosterona
en lugar de cortisol.

Para ello, se prepararon células a partir de la fraccion central,
enriquecida en zona fasciculata-reticularis de adrenales de rata. De un
modo similar al comentado para la producciéon de cortisol en células
bovinas, se verificd en estas preparaciones que el efecto de la dosis de
ACTH 1 nM, no se mejoraba con dosis mas altas de hormona. Se
encontr6 que ACTH fue capaz de estimular significativamente la
produccion de corticosterona en estas células y que el tratamiento con
IPG (20uM) inhibié significativamente la acumulacion mediada por ACTH

del glucocorticoide, Figura 26.

Cabe aclarar que en todos los experimentos analizados el
agregado de vehiculo de IPG no afectd la produccion de esteroides en
células controles o tratadas con ACTH, por ello s6lo se muestran los

valores correspondientes a los tratamiento con vehiculo.

Por otro lado, se quiso estudiar el efecto de IPG sobre la
produccion del principal mineralocorticoide, aldosterona, en corteza
adrenal de rata. Se prepararon células a partir de la fraccion capsular,
enriquecida en zona glomerulosa de adrenales de rata. Se encontrd que
ACTH estimuld la produccion de aldosterona en esta preparacion y el
tratamiento con IPG (20uM) inhibié significativamente la acumulacion

mediada por ACTH del mineralocorticoide, Figura 27.
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Figura 26. Efecto de IPG sobre la estimulacion 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: CTRL) 6 en
presencia de ACTH 1nM; con agregado de 20 uM de IPG (IPG), IPG tratado
con acido nitroso (nIPG), o sus respectivos vehiculos (Veh, nVeh). Luego de
los tratamientos, se cuantific6 cortisterona por RIA. Los resultados

corresponden a la media + S.E. de tres experimentos. * Significativamente

diferente de ACTH+Veh p< 0.05 (ANOVA).
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Figura 27. Efecto de IPG sobre la estimulacién de aldosterona mediada por
ACTH en células adrenocorticales de rata. Se prepararon células enriquecidas
en glomerulosa y se incubaron durante 1 hora en ausencia (control: CTRL) &
en presencia de ACTH 1nM; con agregado de 20 uM de IPG (IPG), IPG
tratado con acido nitroso (nIPG), o sus respectivos vehiculos (Veh, nVeh).
Luego de los tratamientos, se cuantificé aldosterona por RIA. Los resultados

corresponden a la media + S.E. de tres experimentos. * Significativamente

diferente de ACTH+Veh p< 0.001 (ANOVA).
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Estos resultados indican que el efecto inhibitorio de un IPG aislado
de T. cruzi de estructura quimica definida sobre la acumulacion de
esteroides mediada por ACTH se conserva en las distintas capas de la
corteza adrenal, en diferentes mamiferos y con distintos esteroides.

4.3 Tratamiento del IPG con acido nitroso

Para demostrar que el IPG era el responsable de la inhibicion de la
respuesta de ACTH, se trat6 la muestra correspondiente al IPG purificado
de T. cruzi con &cido nitroso a pH: 4.

Es sabido que por tratamiento del IPG con acido nitroso se
desamina la glucosamina comprometida en una unién glicosidica (193) y
se destruye su actividad biolégica (129;194).

La desaminacion nitrosa del IPG impidio el efecto inhibitorio del
IPG sobre la producciéon, 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 acido nitroso
del vehiculo no afecté la respuesta de ACTH.

Estos resultados confirmaron que IPG es responsable de esta

inhibicion.

4.4 Activacion por ACTH de una fosfolipasa

especifica de GPI

4.4.1 Liberacion de Fosfatasa Alcalina al medio

extracelular por ACTH

Se ha visto que un IPG purificado de T. cruzi inhibe la accién de
ACTH. Para evaluar la importancia fisiolégica de este hecho, se estudio
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la activacion por ACTH de una fosfolipasa capaz de hidrolizar GPI,
mediante dos estrategias experimentales.

Primeramente, se estudié el efecto de ACTH sobre la liberacion al
medio de una proteina anclada por GPI, la fosfatasa alcalina (FAL), en
preparaciones enriquecidas en fasciculata de rata y vaca.

Se observd que ACTH aumento, en forma rapida (entre 1 y 10
minutos), la liberacion de la enzima activa al medio extracelular tanto en
células adrenocorticales de rata (Figura 28) como en células

adrenocorticales de vaca (Figura 29).
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Figura 28. Efecto de ACTH en la liberacién de fosfatasa alcalina al medio
extracelular de preparaciones de células enriquecidas en fasciculata adrenal
de rata. Las ceélulas se trataron con ACTH 1nM o vehiculo (control) por los
tiempos indicados. Luego de la incubacion, se centrifugaron las suspensiones

celulares y se midi®é fosfatasa alcalina en los sobrenadantes.

Significativamente diferente del control. p< 0.05 (Prueba de t de Student).
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Figura 29. Efecto de ACTH en la liberacion de fosfatasa alcalina al medio
extracelular de preparaciones de células enriquecidas en fasciculata adrenal
bovina. Las células se trataron con ACTH 1nM o vehiculo (control) por los
tiempos indicados. Luego de la incubacion, se centrifugaron las suspensiones
.

celulares y se midid fosfatasa alcalina en los sobrenadantes.

Significativamente diferente del control. p< 0.01 (Prueba de t de Student).
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Los aumentos encontrados son significativos, aunque pequenos.
Resultados similares se han observado al estudiar la estimulacion por
insulina y EGF de Ila liberacién de FAL en células Hep-2 (195), pues la
enzima liberada por estos factores representd una proporcion pequena de

la enzima total presente en la superficie de dicho tipo celular.

Estos resultados sugieren que ACTH podria estimular una GPI-PLC
en la corteza adrenal y que ésta podria ser una sefnal conservada en

mamiferos.

La liberacion de FAL al medio extracelular ha sido anteriormente
considerada indicativa de activacion de GPI-PLC (121;195), sin embargo,
no se puede descartar activacion de otro tipo de hidrolasas. Actuaimente,
se conocen fosfolipasas especificas de GPI de tipo C (GPI-PLC) o de tipo
D (GPI-PLD) capaces de liberar proteinas de la superficie celular
(90;120). Ademas 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 ultimo, FAL podria liberarse por accién de una proteasa; si este
fuera el caso, la protedlisis ocurriria sin bloquear la actividad enzimatica.
Se ha encontrado que la estimulacién de la liberacién de FAL por ACTH
no fue afectada por una mezcla de inhibidores de proteasas que contiene
(PMSF, leupeptina y aprotinina) o cual no favorece la hipotesis de que

FAL se libere por accion de proteasas.
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4.4.2 Activacion de una GPI-PLC por ACTH

En base a lo expuesto en la seccion anterior, fue necesario realizar
un experimento que permitiera dilucidar qué hidrolasa era activada por
ACTH.

En mamiferos, se han descripto los dos tipos de fosfolipasas de
GPI, las GPI-PLC (120-122) vy las GPI-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 investigé la
liberacién de estos lipidos a partir de una glicoinositolfosfoceramida en
células adrenocorticales.

Se incubaron las células con [3H] LPPG en presencia o ausencia
de ACTH durante 8 minutos. Este tiempo se eligié porque previamente,
se habia analizado la liberacién del lipido marcado a partir de LPPG por
tratamiento de las células con la hormona durante distintos tiempos, lo
que permitié determinar que la liberacion maxima de lipidos ocurria luego
de 8 minutos de tratamiento, mientras que con tratamientos mas cortos (2
minutos) o mas largos (15 minutos) la liberacién era menor.

Luego de realizada la incubaciéon con [3H] LPPG, la suspensién
celular se extrajo primero con éter para analizar la liberacion de [3H]
ceramida y luego con cloroformo:metanol:12M HCI (10:10:0.1 v/v) para
estudiar la liberacion de [SH] ceramida 1-fosfato, ya que se ha probado
que este lipido no se extrae con éter (174).

Al analizar los extractos etéreos por TLC, se observd que el
contenido de ceramida fue mayor en las células tratadas con la hormona,
como se muestra en la Figura 30. También se encontré un aumento en la
radioactividad que queddé en el origen en los extractos provenientes de

las células tratadas con ACTH, estos compuestos mas polares no fueron
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investigados asi como tampoco la existencia de una ceramidasa que

pudiera liberar acidos grasos.
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Figura 30. Efecto de ACTH en la hidrdlisis de [3H]-LPPG. Las células se
trataron en ausencia (CRTL) o presencia de ACTH 1nM durante 8 minutos.
Luego, los lipidos se extrajeron con éter y se analizaron por TLC en
hexano:isopropanol (93:7, v/v). Se midié la radiactividad en bandas de 1 cm.
Standares: C, ceramida; P, palmitico.

El aumento de la liberacion de ceramida a partir de LPPG por
ACTH, prueba que esta hormona activa la hidrélisis de GP! a través de
una PLC.
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Al analizar los extractos cloroféormicos por TLC utilizando un
sistema que permite identificar ceramida 1-fosfato y un estandar
preparado a partir de esfingomielina (2.20.1), no se obtuvo ningun pico
que comigrara con el estandar 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 GPI-PLC en
corteza adrenal de rata, lo que sugiere la liberacion de IPG por la
hormona. Esta activacion le daria importancia fisiolégica a los resultados

encontrados con el IPG de T. cruzi.

4.4.3 Evaluacion de la liberacion 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 energia
(106;136). Dado que luego de tratar células adrenocorticales de vaca con
ACTH por 1 6 7 minutos, aumentd la liberacion de FAL al medio
extracelular, se decidio liofilizar estos sobrenadantes y utilizarlos como
fuente de IPG. Se estudié el efecto de la adicién de sobrenadantes
provenientes de células adrenocorticales de vaca controles (SbC) y de
células tratadas con ACTH (SbACTH), sobre la estimulacion mediada por
ACTH de la produccion de corticosterona por células de fasciculata de
rata.

Se encontré por un lado, que |a adicién de sobrenadantes produce
una disminucion de la producciéon 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 podria deberse a un aumento
de la concentracion salina en el medio ya que el agregado de igual
cantidad de medio produjo el mismo efecto. Por otro lado, se vidé que si
se trataban células de fasciculata de rata con ACTH en presencia de SbC
6 SbACTH, la adicion de este ultimo sobrenadante inhibe
significativamente la acumulacion de corticosterona respecto a la adicién
de SbC, Figura 31.

Esto indica la existencia de un inhibidor de la respuesta de ACTH
en los SbACTH que podria ser el IPG producido por activacion de GPI-
PLC.
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FIGURA 31. Efecto de sobrenadantes como fuente de IPG de adrenal en la
liberacion de corticosterona en células de fasciculata 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: ¢, control; 1, ACTH 1 min; 7, ACTH 7 min. Luego de
la incubacion, se centrifugaron las suspensiones de células de rata y se
determind corticosterona por RIA. * Significativamente diferente de la adicion
del sobrenadante control. p< 0.05 (Prueba de t de Student).
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Para investigar Ia liberacion de IPG por ACTH al medio extracelular
se utilizaron anticuerpos anti-CRD, que reconocen IPG. Se ha visto que la
adicion de estos anticuerpos al medio de incubacion de células en cultivo
bloquea la activacién por insulina de PDH que estaria mediada por IPG
(106).

Se incubaron células adrenocorticales con ACTH en ausencia y
presencia de anti-CRD 6 suero normal de conejo. Se utilizaron dos dosis
de ACTH: una maxima (1nM) y otra subéptima (0.1nM); pues si estos
anticuerpos causaran una desinhibicion, ésta podria ser dificil de
visualizar con la dosis de ACTH que causa la estimulacion maxima.

Se encontrd que el tratamiento con anti-CRD produjo un aumento
de la produccién de esteroides, mediada por ambas dosis de ACTH
(Figura 32), mientras que el suero no inmune no tuvo efecto. Se preparé
un vehiculo similar al buffer del anticuerpo, el cual, tampoco afectd la

produccion de esteroides.
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Figura 32. Efecto de anti-CRD sobre la produccion 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) 6 en presencia de ACTH 1nM (A) o 0,1 nM (AO,1);
con agregado de antiCRD (CRD) o vehiculo (VCRD) o suero normal de
conejo (SN). Luego de los tratamientos, se cuantificd cortisterona por
RIA. Los resultados corresponden a la media = S.E. de dos experimentos.
# Significativamente diferente del C p< 0.01, + Significativamente
diferente de A p< 0.05; * Significativamente diferente de AO,1 p< 0.05
(Prueba t de Student).

Estos resultados prueban que ACTH libera IPG al medio
extracelular en células adrenocorticales, capaz de inhibir la produccion de

esteroides mediada por ACTH.
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4.4.4 Rol de inositol glicano en la accion de
ACTH.

Se ha descripto una fosfolipasa D de GP! (GPI-PLD) que libera
inositolglicano (IG) y se ha propuesto, recientemente, que IG tiene
actividad biolégica (139;196;197).

Recientemente, el grupo de Tachado y col. probaron que distintos
IGs de parasitos son capaces de reproducir algunos efectos que
normalmente ocurren durante la infeccion a nivel de los macréfagos
(139).

Otro trabajo ha mostrado que IGs provenientes de GPIs libres de
higado de rata, sensibles al tratamiento con acido nitroso, son capaces
de inhibir una PKA comercial in vitro y de estimular la proliferacién celular
en el ganglio cocleovestibular del embrion de pollo, reproduciendo asi
efectos de factores de crecimiento (196).

Aun sin activacion de GPI-PLD, como en este caso, podria
producirse |G por desfosforilacion de IPG, sin activacion de GPI-PLD.

En base a estos antecedentes, se quiso evaluar el efecto de IG
obtenido de T. cruzi sobre la acumulacion de esteroides mediada por
ACTH y compararlo con el efecto de IPG. Se utilizd la dosis que habia
producido el mayor efecto inhibitorio de IPG (20 uM). Esta dosis de IG es
semejante a la que tuvo efecto en los distintos sistemas anteriormente
mencionados (139).

Se encontrd que |G es capaz de inhibir la produccion 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, ademas, que el efecto inhibitorio es debido al

IG, pues se pierde por tratamiento con acido nitroso, Figura 33. En ningun



Resultados y Discusién 109

caso la adicién de vehiculos correspondientes a los distintos glicanos

utilizados inhibi esta respuesta.
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Figura 33. Efecto de IG sobre la estimulacion 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) 6 en
presencia de ACTH 1nM sélo 6 con el agregado de 20 uM de IG (AIG), IG
tratado con acido nitroso (AIGN), IPG (AIPG) o sus respectivos vehiculos
(AVIG, AVIGN, AVIPG). Luego de los tratamientos, se cuantificd cortisterona
por RIA. Los resultados corresponden a la media + S.E. de tres experimentos.
+++ Significativamente diferente del control p< 0.001; ++ Significativamente
diferente de AVIG p< 0.01; + Significativamente diferente del AVIPG p< 0.01; *

Significativamente diferente de AIPG p< 0.05; (ANOVA).
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4.5 Transduccidén de la senal de GPI por ACTH

4.5.1 Evaluacidén de la participacion de una

proteina G en la hidrdlisis de GPI

Las hormonas y los neurotransmisores regulan una gran variedad
de funciones fisiolégicas y de condiciones patolégicas. En varios casos la
sehal es transducida al interior de la célula por acoplamiento del receptor
a proteinas heterotriméricas que unen nucleétidos de guanina (proteinas
G). Por union de la hormona al receptor se produce su activacion y la
interaccién con la proteina G, disociandose la subunidad o por un lado y
el dimero By por otro, lo que finalmente regula a las moléculas efectoras.
Existen distintas familias de subunidades o agrupadas en base a
homologia y funcién: por ejemplo, as estumula adenililciclasa
produciendo un aumento de la concentracion de AMPc intracelular; o,
inhibe adenililciclasa y oy se acopla a fosfolipasa C del subtipo B
produciendo un aumento de la concentracion intracelular de Ca* (198).

Se sabe que la toxina de pertussis ADP-ribosila e inhibe a «;.

Vila y Col. (108) y otros autores (130;199;200) han informado que
una proteina G inhibible por toxina de pertussis media la activacion por

insulina de una fosfolipasa de GPI.

Como se vid ACTH estimula una fosfolipasa C de GPI y provoca la
rapida liberacion al medio extracelular de FAL, enzima anclada por GPI

(seccion 4.4.1).
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Para investigar la participacién de una proteina G en la activacion
de una GPI-PLC, primero se estudio el efecto de GTP-y-S, un analogo no
hidrolizable de GTP que mantiene la proteina G activada, sobre la
liberacién de FAL.

Se encontré6 que GTP-y-S es capaz de estimular la liberacion de
esta enzima de preparaciones de membranas adrenocorticales (Figura

34), lo que indicaria que una proteina G media este efecto de ACTH.
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Figura 34. Efecto de GTP-y-S en la liberacién de fosfatasa alcalina.

Las preparaciones de membranas adrenocorticales de rata, se trataron
en ausencia (control) o presencia de ACTH 1nM 6 GTP-y-S 10 pM durante 7
minutos. Luego de la incubacion, se centrifugaron las suspensiones celulares y
se midio fosfatasa alcalina en los sobrenadantes. * Significativamente

diferente del control. p< 0.001 (ANOVA).

Coincidiendo con estos resultados se ha informado que insulina y
GTP-y-S son capaces de estimular la liberacion de FAL de células HEp-2

(195).
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La toxina de pertussis produce el desacople del receptor y las
proteinas Gi/o por ADP-ribosilacion de la subunidad ay, en un residuo
cisteina del dominio conservado carboxi-terminal, por lo que esta toxina
es utilizada para investigar si estas proteinas G estan involucradas en
una respuesta.

Se encontrd que por pretratamiento de células adrenocorticales de
rata con toxina de pertussis se inhibe la liberacion de FAL por ACTH
(Tabla VI). El pretratamiento con toxina de pertussis no afectd la

liberacion de FAL en las células controles.

Tabla VI. Efecto de Toxina de Pertussis sobre la liberacién de fosfatasa

alcalina al medio extracelular de células adrenocorticales de rata.

Pretratamiento Tratamtento FAL
(unidades/ 0.1ml de
sobrenadante)
Vehiculo Ham F-12 0.19+0.01
Vehiculo ACTH 0.31 £0.02
Toxina de Pertussis Ham F-12 0.19+£0.01
Toxina de Pertussis ACTH 024+£001 *

Las células se pretrataron con Toxina de Pertussis 6 medio (Vehiculo) durante
1 hora y luego se trataron en ausencia (Ham F-12) o presencia de ACTH 1nM
durante 7 minutos. Luego de la incubacion, se centrifugaron las suspensiones
celulares y se midid fosfatasa alcalina en los sobrenadantes. *
Significativamente diferente del ACTH pretratado con vehiculo. p< 0.001
(ANOVA).

Esto prueba la participacion de una proteina G inhibible por toxina
de pertussis en la activacion de una fosfolipasa de GPI| por ACTH.

Resulta interesante que, de acuerdo a estos resultados, este efecto
de ACTH no estaria mediado por la activacion de Gs y adenilato ciclasa,
que es la via que media los efectos de la hormona sobre la produccién de
esteroides, pues de ser asi el tratamiento con la toxina de pertussis, que
se ha informado que eleva los niveles de AMPc (130), deberia aumentar

la liberacion de FAL por ACTH en lugar de inhibirla.
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4.5.2 Evaluacion de la activacion de

fosfodiesterasa por IPG

Como se ha comentado, el AMPc ha sido descripto como mediador
intracelular de la accion de un gran numero de hormonas, entre ellas,
ACTH. La concentracion de este mediador en la célula depende de la
velocidad de su sintesis mediada por la actividad de adenililciclasa y
también de la velocidad de su degradacion por fosfodiesterasa (PDE). Se
conocen varios inhibidores de PDE, entre ellos las metil-xantinas, como
1-metil, 3-isobutilxantina (MIX). Este inhibidor ha sido utilizado como
herramienta para evaluar la participacion de PDEs en varios sistemas de
sefales intracelulares (201).

Se informd previamente que IPG activa fosfodiesterasa. En el
laboratorio se encontré que IPG produce, en células de glomerulosa
bovinas, una disminucion significativa de la acumulacion 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
activacion de fosfodiesterasa se realizaron experimentos con MiX. Se
utilizé una concentracion de MIX informada previamente (201). Para
comprobar que la dosis de MIX utilizada era efectiva, se pretrataron las
células adrenocorticales de rata con este inhibidor y luego se agregd una
dosis submaxima de ACTH (0.1 nM) que por si sola produce un pequeno
aumento de la concentracion de esteroide, que se incrementa
significativamente por pretratamiento con MiX, lo que prueba la inhibicion
de PDE y consecuente aumento de la produccién de AMPc (Tabla VII).
Este efecto de MIX sobre la acumulacion de esteroides mediada pcr

dosis submaxima de ACTH fue informado previamente (202).
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No se observa un aumento de la concentracién de esteroides por
pretratamiento con MIX ni en células controles ni en dosis maxima de
ACTH.

Tabla VII. Efecto de MIX sobre el efecto inhibitorio de IPG.

Ensayo Tratamientos Corticosterona
ng / ensayo

1- Control + Vehiculo IPG 14025

2- ACTH + Vehiculo IPG 3130+ 19.8 +

3- Control + Vehiculo IPG + MIX [128+0.7

4- ACTH + Vehiculo IPG + MIX 346.0 £40.3 ++

5- ACTH +IPG 117.0 £ 0.3 ***

6- ACTH + IPG + MIX 270 £19.5 ** #

7- ACTH subopt. 288+0.8

8- ACTH subopt. + MIX 303+£03*

Se prepararon células adrenocorticales y se preincubaron en
presencia de MIX o medio de incubacidén durante 15 minutos. Luego se
incubaron durante 1 hora en ausencia (control) 6 en presencia de ACTH
1nM 6 0.1nM (A subdpt.); con agregado de 20 uM de IPG o de vehiculo.
Luego de los tratamientos, se cuantificdé corticosterona por RIA. Los
resultados corresponden a la media + S.E. de cuatro experimentos. +
Significativamente diferente de Control + Vehiculo de IPG p< 0.001; ++
significativamente diferente de Control + Vehiculo de IPG + MIX p< 0.001;
*** significativamente diferente de ACTH + Vehiculo IPG p< 0.001; **
significativamente diferente de ACTH + Vehiculo IPG + MIX p< 0.001; #
significativamente diferente de ACTH + IPG p< 0.001; * significativamente
diferente de ACTH subdpt. p<< 0.001 (ANOVA).

Como puede verse en la Tabla VII, el efecto inhibitorio del IPG
sobre la produccion de corticosterona mediada por ACTH, disminuye
significativamente por pretratamiento con MIX (ensayo S vs. 6), aunque
no se recupera el valor obtenido con ACTH mas vehiculo de glicano
(ensayo 2). Resultados similares se obtuvieron al medir la produccion de
aldosterona.

Estos resultados indican que IPG activa PDE en células
adrenocorticales, lo cual confirma resultados previos en otros sistemas
(129).



Resultados y Discusién 115

El pretratamiento con MiX no parece bloquear totalmente el efecto
inhibitorio de IPG, pues no se recupera la acumulacion de corticosterona

obtenida con ACTH mas MIX mas vehiculo 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 dibutiril-AMPc, lo que
sugiere que IPG es capaz de inhibir un paso posterior a la acumulaciéon
de AMPc, posiblemente PKA (191).

Tomando estos resulltados en conjunto, se infiere que el efecto
inhibitorio de IPG es mediado en parte por activaciéon de PDE y en parte

por inhibicién de PKA.

Discusion

Se ha encontrado que un IPG purificado de T. cruzi con estructura
quimicamente definida es capaz de inhibir el aumento provocado por
ACTH en la produccion de aldosterona y corticosterona en células
adrenocorticales de rata y cortisol en células adrenocorticales de vaca.
La dosis inhibitoria encontrada, 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
exdgenamente a células intactas.

La pérdida del efecto inhibitorio por tratamiento del IPG con acido
nitroso prueba que esta molécula es la responsable del efecto.

El IPG de T. cruzi utilizado en estos estudios posee la estructura
minima conservada en los |IPGs de distintas fuentes, algunos de los

cuales se probado que actuan como mediadores intracelulares en
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diferentes sistemas. En el afo 1992, Plourde y col. (203) probaron que
una molécula sintética cuya estructura consiste en glucosaminil-inositol-
1,2-fosfato ciclico, llamada ‘disacarido mimificador de insulina’, es capaz
de estimular la lipogénesis 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 accion
maxima de insulina, lo cual, segun se ha propuesto, podria deberse a la
falta de la estructura completa del ‘core’ de los IPGs. Este es el primer
informe acerca de la relacion de estructura y funcion de los IPGs.
Recientemente, Frick y col. evaluaron 1) la reproduccion de
efectos de insulina por IPGs sintéticos de distinto tamano, derivados de la
estructura del ancla de GPI de la proteina Gce1p de S. cerevisiae, que se

muestran a continuacion:

IPG-41 HO-SO,-O-6Mana1(Mana1-2)-2Mana 1(6-HSO3)-6Mana 1-4GIcNB 1-6(D)inositol-1,2-
fosfato ciclico

IPG-37 HO-PO(H)O- 6Mana1(Mana1-2)-2Mana 1-6Mana1-4GIcNB 1-6( D)inositol-1,2-
fosfato ciclico

IPG-7 HO-PO(H)O-6Mana1-4GIcNa 1-6(L)inositol-1,2-fosfato ciclico

IPG-1  HO-PO(H)O- 6Mana 1-4GlcNa 1-6(L)inositol

Los autores demostraron que algunos de estos |IPGs son capaces
de reproducir efectos de insulina relacionados con el metabolismo de
lipidos y de hidratos de carbono en células y tejidos blanco de insulina
(192;204,205). Se ha visto que los IPGs que contienen en sus glicanos
cuatro manosas unidas al glucosaminil-inositol fosfato ciclico, IPG-41 e
IPG-37, (en concentracion 20 uM) estimulan la lipogénesis hasta un 90%
de la respuesta maxima de insulina, aunque se requieren diferentes
concentraciones de estos compuestos para producir un 50% de
activacion (EC50 2.5 +/- 0.9 vs 4.9 +/- 1.7 yM). Lo mismo ocurre sobre la
actividad de glucdgeno sintetasa (4.7 +/- 1 vs 9.5 +/- 1.5 uM) y de la
glicerol-3-fosfato aciltransferasa (3.5 +/- 0.8 vs 80 +/- 1.1 uM). El
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compuesto 7, que contiene una séla manosa, fue mucho menos potente
(20% de la respuesta maxima de insulina en concentracion 100 uM),
mientras que el compuesto 1, que no posee el fosfato ciclico, fue
practicamente inactivo. Este orden relativo entre los IPGs (41 > 37 >>7 >
1) para reproducir los efectos de insulina antes mencionados también se
observé para: (i) la activacion del transporte de glucosa y la
translocacion del transportador (isoforma 4 regulable por insulina) en
adipocitos normales y resistentes a insulina, (ii) inhibicion de la lipdlisis
en adipocitos, (iii) estimulacion del transporte de glucosa y de la sintesis
de glucdégeno en diafragmas normales y resistentes a insulina, y (iv)
induccién de la fosforilacion en tirosina 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 maxima actividad reproductora de la accién de
insulina, con algunas variaciones que podrian deberse al tipo de residuos
unidos a la 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
glucosaminil-inositol y todos los enlaces glucosidicos presentes en esta

estructura coinciden con 10s conservados en las anclas naturales.

Por otro lado, resultados del laboratorio habian mostrado que la
inhibicion de IPG sobre la produccion de aldosterona estaba acompanada
de una disminucion de los niveles de AMPc intracelulares. Teniendo esto
en cuenta, se investigd si IPG activa PDE, enzima que degrada AMPc.

Utilizando un conocido inhibidor de esta enzima, MIX, se probd
que la activacion de PDE era necesaria en la respuesta de IPG, aunque
parte del efecto inhibitorio se mantuvo en presencia de este inhibidor, lo

gue sugiere que IPG también podria inhibir un paso posterior a la
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produccién de AMPc, confirmando los resultados previos (191). El sitio de
accién de IPG en este caso podria ser PKA, teniendo en cuenta algunos
trabajos donde se encuentra que IPG es capaz de inhibir la actividad de
la subunidad catalitica de PKA in vitro (131;155). También la activacién
de PDE por IPG habia sido previamente propuesta en otros sistemas
(129);(107) (194).

Estos efectos intracelulares de IPG parecen descartar que su
inhibicién se deba a una disminucion de la unién de ACTH a su receptor.
Confirmando este hecho, se encontré que el efecto inhibitorio de IPG se
mantiene aunque se aumente la concentracion de ACTHde 1 nMa 1 mM
lo que descarta al menos una competencia entre ACTH e IPG por unién
al receptor. Ademas, es sabido que IPG es liberado al espacio
extracelular, se une a receptores de membrana especificos y requiere de
energia para entrar en la célula donde ejerce su accion (135-137). Se ha
informado, también, que el IPG es capaz de reproducir ciertos eventos
intracelulares de la senal de insulina en células que poseen el receptor de

la hormona inactivado (205).

Por lo tanto, de acuerdo a estos resultados IPG seria capaz de
inhibir la acumulacién de esteroides mediada por ACTH, debido a una
disminucién de los niveles de AMPc intracelulares por activacion de PDE
y probablemente también a un bloqueo de PKA, como se propone en el

modelo de la Figura 35.
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AMPc 5’(OH)-AMP ;

Figura 35. Esquema que ilustra el mecanismo de accion postulado para

ACTH. (Em ) camino conocido; (EE ) camino postulado.
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Se ha demostrado que ACTH aumenta la liberacion de fosfatasa
alcalina al medio extracelular y la liberacidon de ceramida a partir de un
GPI de estructura quimica definida, LPPG; lo que indica la activacion por

la hormona de una PLC capaz de hidrolizar GPI.

En cambio, no se encontré activacion de GPI-PLD; de todos
modos, el |G que se produciria por activacion de esta fosfolipasa o por
defosforilacion de IPG, también inhibe la produccion 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 biolégico como se encontrd
anteriormente (107;204) aunque si el fosfato es selectivamente

hidrolizado, no se pierde por completo la inhibicion.

La activacion de GPI-PLC por ACTH estd mediada por una
proteina G inhibible por toxina de pertussis, que podria ser Gi o Go. Se
ha visto que proteinas G inhibibles por toxina de pertussis también
median la activaciéon de GPI-PLC por insulina y de acuerdo a resultados
previos podria ser Gi. Es decir, que este efecto de ACTH no estaria
mediado por activacion de Gs e implicaria el acople del receptor de la
hormona a distintas proteinas G.

En concordancia, muy recientemente han aparecido trabajos en la
bibliografia describiendo la participacion de mas de un tipo de proteina G
en la respuesta generada a través de distintos receptores como los
receptores [-adrenérgicos (B> y PBi3); dopaminérgicos (D2S); de
esfingosina 1-fosfato y de las hormonas TSH y de LH (198;206-210). En
varios de estos casos las proteinas G involucradas son Gi y Gs. Se ha
encontrado que la respuesta via Gi, tanto del receptor 3, adrenérgico en

ceélulas HEK293 como del receptor B3 adrenérgico en adipocitos, inhibe la
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respuesta de estos receptores mediada por Gs, lo cual coincide con los
resultados presentados para el receptor de ACTH.

Hasta aqui hemos probado que ACTH activa GPI-PLC lo cual
liberaria un IPG de células adrenocorticales, que de acuerdo a lo
encontrado con el IPG de T. cruzi, inhibiria la accion de la hormona. Esta
liberacion se confirmé por el agregado de anti-CRD, que reconoce IPG, a
células intactas, lo cual aumento la produccion de esteroides por ACTH.
Estos resultados muestran la presencia de un IPG enddgeno que inhibe in
vivo la respuesta de la hormona.

Es interesante destacar que dado que las moléculas de IPG tienen
una estructura conservada y conocida es posible la sintesis de estas
moléculas y podrian ser utilizadas farmacolégicamente para inhibir ésta u
otras respuestas mediadas por AMPc. Mas aun, esta molécula resiste pH
entre 2 y 3 lo cual, permitiria su administracion por via oral, por lo cual
estos resultados podrian también tener relevancia desde el punto de vista
terapéutico, teniendo ademas en cuenta que la inhibiciéon 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 glucégeno sintetasa estimulada por glucagon (124), cuya
senal es mediada por AMPc. Insulina, hormona hipoglucemiante, media
sus efectos metabdlicos 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
haria posible la utilizacion del IPG como una droga para el tratamiento de
una enfermedad de alta incidencia en la poblacién 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 hidrdlisis
de estos compuestos por insulina.

Si bien se requiere de mas investigaciones para evaluar la
factibilidad de IPG como farmaco, este compuesto es potencialmente util

desde el punto de vista terapéutico.
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Capitulo 5. Estudios de GPIs y sus precursores

en S. pombe

Como se ha visto, se utilizaron GPIs purificados de Trypanosoma
cruzi para evaluar su participacion en la sefal de ACTH en células de
corteza adrenal. Resultd conveniente buscar una nueva fuente para la
obtencion de estos compuestos que fuera de mas facil manipulacion

experimental y donde los GPIs pudieran ser abundantes.

Existen informes de bibliografia en los que se ha utilizado el GPI
proveniente de la proteina Gcelp de Saccharomyces cerevisiae para
estudiar su rol en la respuesta de insulina. Varias proteinas de S.
cerevisiae estan ancladas a la membrana por GPI. Hasta el presente,
ésta es la unica levadura cuyos GPIs han sido estudiados. Los estudios
iniciales sobre los componentes lipidicos de las anclas de GP| mostraron
la. presencia tanto de GPls con lipidos sensibles al tratamiento alcalino
suave (glicerolipidos) como con lipidos resistentes determinados como
fitoceramidas (50;149). En la mayoria de las proteinas, el reemplazo del
glicerolipido de su ancla por ceramida ocurre en el Golgi (42;149;150).
Sin embargo, en algunas proteinas, como Gas1, esta modificacion no
ocurre (49); en cambio, su GPI mantiene el glicerolipido con un acido
graso de cadena larga (C26) en la posicion sn-2 (50). Este acido graso se

encuentra normalmente como componente de fitoceramidas (211).

En base a estos antecedentes, se abordd el estudio de GPIs y sus
precursores en otra levadura, Schizosaccharomyces pombe. Algunos
aspectos bioquimicos han establecido cierta similitud de este organismo

con mamiferos (155;156).
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El interés por el estudio de los inositolfosfolipidos se basa en que
estos compuestos constituyen la porcién lipidica de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Resulté interesante investigar si, esta
levadura posee IPC como S. cerevisiae 0 si en cambio, estos compuestos
estan ausentes como es el caso en mamiferos.

Con el objeto de estudiar los GPI y sus precursores, se marcaron
los lipidos por incorporaciéon de acido [9,10 (n)3H]-paImitico. Las
levaduras fueron precultivadas en medio minimo y en crecimiento
exponencial se marcaron metabolicamente con &acido [3H]-palmitico

durante 18 horas, como se detalla en la seccion 2.22.

Una de las metodologias mas utilizadas para la purificacion de
GPIs, dado la polaridad de estos lipidos, es su extraccion, luego de la

ruptura celular, con una mezcla de cloroformo:metanol:H20 (10:10:3 v/v).

Se obtuvo un pellet insoluble (P) y un extracto cloroférmico (E). Se

analizaron los lipidos presentes en este extracto (esquema 3).

5.1 Determinacion de la estructura de IPLs de S.

pombe

Los compuestos menos polares se extrajeron de E con
cloroformo:metanol 2:1. El insoluble se suspendié en agua y se extrajo
con butanol. La mayor parte de la radioactividad se recuperd en la fase
organica en una proporcion de 90:1. Se analizaron los lipidos presentes

en la fase butandlica mediante TLC en silica gel.
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Incorporacion de [°H]- 4cido palmitico en
células de Schizosaccharomyces pombe ( 1x10%)
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Una alicuota de esta fraccion se cromatografié 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 fosfolipidos de estructura definida purificada de
Trypanosoma cruzi (53) sembrada como estandar, 1o cual sugiere la
presencia de este tipo de lipidos en la muestra. Ademas, se observa una
mancha de mayor movilidad, que migra como acido graso, que podria ser

precursor no metabolizado.

La mezcla de [3H]-inositol fosfolipidos purificada de Trypanosoma
cruzi posee ceramida como componente lipidico mayoritario vy
glicerolipidos en menor proporcién. Estos compuestos no se resuelven
con el solvente A, sin embargo, pueden ser resueltos en el solvente B,
como se informd previamente (53). Por ello, se cromatografié la muestra,

en forma preparativa, utilizando este solvente (Figura 36B).

Como puede verse, se observan bandas a la altura de PI, aunque

también aparecen otros componentes minoritarios de menor movilidad.
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Figura 36. Analisis de los lipidos de la fase butandlica obtenida a partir
del extracto (E) proveniente de la marcacion metabdlica en cultivos de S.
pombe.

Luego de la marcacion, las células de levaduras en cultivo se
disgregaron en cloroformo:metanol:agua (10:10:3 v/v). La fraccion soluble (E)
se evaporo y se extrajo con cloroformo:metanol 2:1, como se muestra en el
esquema 3, y el residuo se particiond en butanol-agua. La fase organica se
analizdé por TLC en silica gel con A) cloroformo:metanol:agua (10:10:3 v/v)
como solvente. Calle 1. muestra, calle 2. mezcla radioactiva de inositol
fosfolipidos e inositol fosfoceramidas (IPL-IPC*) purificada de Trypanosoma
cruzi. utilizados como estandares. B) cloroformo:metanol:NH40H (15:10:2 v/v)
como solvente de desarrollo. Estandares : PIl, fosfatidilinositol; P, acido
palmitico.
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Dado que, en Saccharomyces cerevisiae las inositol
fosfoceramidas son muy abundantes (212;213), se pensd que alguno de
los compuestos de S. pombe que migraron a la altura de Pl en las
Figuras 38A y 38B podrian corresponder a inositol fosfoceramidas. Como
ademas en el solvente B las inositol fosfoceramidas tienen un Rf
levemente menor que los inositol fosfoglicerolipidos, se eluy6 de la placa
la doble banda de menor movilidad, senalada en la Figura 36B.

Los compuestos eluidos se trataron con PI-PLC de Bacillus
thunngiensis, que actua sobre inositolfosfolipidos independientemente de
que el lipido sea ceramida, acil- o alquil-glicerol (27). Se realizaron
controles sin tratamiento con enzima.

Se encontré que estos compuestos fueron susceptibles a la accién
de PI-PLC (Figura 37). Al analizar los lipidos liberados, por TLC
utilizando el solvente C (Figura 37A), se observé una banda mas fuerte (l)
y otra mas tenue (Il) con igual movilidad que estandares de diacil- y
alquilacil-glicerol, que no se resuelven bien en este sistema, pero no se
encontré ceramida como producto de la hidrélisis. 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 analisis por TLC
en las mismas condiciones que en la Figura 37A, (Figura 37B, calle 2).
Por saponificacion se hidrolizan los grupos acilos; en cambio, los grupos
alquilos son resistentes a este tratamiento. Se observé una mancha a la
altura de los acidos grasos y no se detectd ningun compuesto a la altura
de alquilglicerol, (Figura 37B). Estos resultados indican que los [3H]-IPLs

contienen mayoritariamente diacilglicerol.
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Figuga 37. Analisis de los lipidos liberados por accién de PI-PLC sobre
los [TH]-IPLLs de Schizosaccharomyces pombe.

Los IPLs presentes en la mancha de menor movilidad sefalada (*) en la
Figura 36B, se eluyeron de la placa y A) se hidrolizaron con PI-PLC de Bacillus
thuringiensis. Los lipidos liberados por la enzima se extrajeron con butanol y
cromatografiaron c%n cloroformo:metanol (38;3 v/v) como solvente de
desarrollo. Calle 1, ["H]-acido palmitico; calle 2, [FH]-IPLs (blanco sin enzima);
calle 3, tratamiento con PI-PLC; B) se saponificaron (calle 2) o no (calle 3)
antes del tfratamiento con la fosfolipasa y luego se trataron como en la parte A)
Calle 1, ["H]-acido palmitico. sap: saponificacidon. Estandares: DAG, 1,2-di-O-
miristoilglicerol;  AAG, 1-O-hexadecil-2-O-palmitoil-glicerol: C, ceramida
(ligr oceroil-dihidroesfingosina); H, 1-O-hexadecilglicerol; P, acido palmitico.
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Para confirmar la naturaleza de los glicerolipidos presentes en los
IPLs, las dos bandas (I y Il) de la Figura 37A, producto de hidrolisis con
Pi-PLC, se eluyeron por separado y se saponificaron, seguido de
extraccion con tolueno. Los acidos grasos extraidos con tolueno se
metilaron y analizaron en RPTLC (Figura 38A). Las calles 1 y 2
representan los acidos grasos provenientes de la banda mas intensa (1) y
mas tenue (i) de la Figura 37A, respectivamente. En los dos casos se
observdé una mancha principal de igual movilidad a los estandares de
metil-ésteres de los acidos grasos de 16:0 y 18:1, que no se diferencian
entre si en este sistema. Se observé ademas una banda a la altura de los

estandares de 14:.0 y 16:1 como componentes del glicerolipido |, calle 1.

Para confirmar la ausencia de alquilglicerol, luego de Ia
saponificacion, las fases acuosas obtenidas se juntaron y se extrajeron
con butanol para su posterior analisis por TLC en un sistema que distinga
entre alquilglicerol y acidos grasos (Figura 38B). Sélo se observo acido
graso que habia quedado luego de la extraccion con tolueno. Estos
resultados prueban que los [3H]-|PLs de Schizosaccharomyces pombe

contienen diacilglicerol, no se encontré alquilacil-glicerol ni ceramida.
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Figura 38. Anélisig de los [3H]-écidos grasos liberados de DAG
proveniente de los [FH]-IPLs de S. pombe.

A) Los lipidos | y Il que migraron como DAG en la Figura 37A se
saponificaron. Los acidos grasos liberados se extrajeron con tolueno, se
metilaron y analizaron por RPTLC. Calle 1: acidos grasos saponificados del
lipido |; calle 2: acidos grasos saponificados del lipido [l. Solvente de
desarrollo, acético:acetonitrilo (1:1 v/v). Estandares: C14:0. C16:1, C16:0.
C18:1, metil ésteres de acido miristico, acido palmitoleico, acido palmitico y
acido oleico, respectivamente. B) Las fases acuosas obtenidas luego de la
extraccion con tolueno en A) se juntaron y extrajeron con butanol. Lgs lipidos
extraidos se analizaron por TLC en el solvente G (calle 2). Calle 1: [FH]-acido
palmitico. Estandares: P, acido palmitico, DAG, diacilglicerol; A, alquilglicerol.
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Los componentes minoritarios de menor Rf que PI, (Figura 36B), se
eluyeron con el objeto de analizar la susceptibilidad de los mismos a PI-
PLC. De ser susceptibles, podria tratarse de otros precursores de GPI
mas polares, es decir, glicosilados. Sin embargo, no se observaron
diferencias entre los lipidos originales y luego del tratamiento con enzima,
indicando que no se trata de compuestos con la estructura general de

inositol fosfolipidos.

5.1.1 Esterificacion de la posicion sn-2 de los
[3H]-IPLs

Con el objeto de estudiar los acidos grasos presentes en los [3H]-
IPLs, se realiz6 una hidrélisis con PLA2. Esta enzima libera el grupo acilo
de la posicion sn-2 quedando el correspondiente lisoglicerolipido.

Los [3H]-IPLs purificados por TLC como se describio
anteriormente, se incubaron con PLA2, seguido de una primera
extraccién con hexano. Los [3H]-écidos grasos liberados, se metilaron y
luego se analizaron en RPTLC, Figura 39A. Se distinguid una banda
principal con Rf coincidente con estandares de 16:0 6 18:1 y una banda
mas tenue coincidente con estandares de 14:0 6 16:1.

Se investigd si la banda principal observada en la Figura 39A
correspondia a 16:0, a 18:1 6 a ambos acidos grasos. Con este
proposito, la mitad de la muestra eluida de la Figura 39A a la altura de
los estandares de 16:0 y 18:1, correspondiente a los [3H]-écidos grasos
metilados, se hidrogeno y analizé6 en RPTLC junto con el resto de la
muestra sin hidrogenar (Figura 39B).

De observarse una diferencia en las movilidades de las muestras
que fueron o no hidrogenadas, ésta revelaria insaturacion indicando la

presencia de 18:1 en posiciéon sn-2; mientras que, ninguna diferencia de
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movilidad entre las muestras seria lo esperado si el acido graso que

esterificaba la posicion sn-2 fuera palmitico

=160

- 140161 -18:0

Figura 39. Analisis de los acidos grasos liberados por accion de PLA?
sobre los ["H]-IPLs Schizosaccharomyces pombe.

Los IPLs presentes en |a mancha de menor movilidad senalada (*) en |a
Figura 36B se eluyeron de la placa y se hidrolizaron con PLA2. seguido de
extracciones sucesivas con hevano A) Los lipidos extmig(m con hexano se
metilaron y cromatografiaron en RPTLC. calle 1 Calle 2° [TH]-acido palmitico
B) Los acidos grasos metilados que comigraron en la placa de fase reversa
mostrada en A) con los estandares C16:0, C18:1, se eluyeron y se sometieron
o no a hidrogenacion Los productos se analizaron por RPTLC. solvente de
desarrollo: acido acético acetonitrilo (11 v/v) Calle 1, muestra sin hidrogenar
calle 2, muestra hidrogenada Fstandares C14-0, C16 1. C160. €18 1. metil
esteres de acidos grasos
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La cromatografia de la muestra hidrogenada (Figura 39B) presenta
una mancha principal que comigra con la muestra sin hidrogenar,
indicando que el acido graso mayoritario en posicion sn-2 corresponde a
palmitico (16:0). Se observa también una mancha menor en la muestra
hidrogenada que comigra con el estandar de 18:0, consistente con la
incorporacion de acido oleico en posicion sn-2 de los [3H]-IPLs, aunque
en mucha menor proporciéon que acido palmitico.

Con respecto a la mancha mas tenue presente en la Figura 39A,
que comigraba con 16:1 y 14.0, no se confirmé su estructura dado que no

representé cantidad suficiente para ser sometida a hidrogenacioén.

Estos resultados confirman la esterificacion del oxhidrilo en
posicion 2 del glicerol y revelan la estructura de los [3H]-écidos grasos de

la posicion sn-2 de los [3H]-IPLs.

5.1.2 Esterificacidn de la posicion 1 de los [3H]-
IPLs

A continuacién, se quiso estudiar la naturaleza y tipo de uniéon del
acido graso presente en la posicion sn-1 de los [3H]-IPLs.

Se realizd una extraccion 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 fluorografia
revel6 dos manchas a y b, comenzando desde el origen, que aparecen en
la fase butandlica luego de la hidroélisis por PLA2, de Rf menor que los
[3H]-IPLs, lo cual es consistente con l|a presencia de [3H]-
lisoglicerolipidos en esta muestra. En la muestra tratada aparecio
también una mancha que migra cercano al frente de la placa que

corresponde a [3H]-écidos grasos libres de posicion sn-2 no extraidos
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totalmente por hexano. Sin embargo queda compuesto original luego del

tratamiento, lo cual podria deberse a insuficiente tiempo de incubacion

con la enzima o a la presencia de otros compuestos de movilidad similar

a Pl. En las calles 2 y 3 se sembro el doble de muestra.

Figura 40. Analisis de los
lisoglicerolipidos
liberados por accion de
PLA2 sobre los [°H]-IPLs
Schizosaccharomyces
pombe.

Los IPLs presenies
en la mancha de menor
movilidad sefalada (*) en la
Figura 36B se eluyeron de
le placa y se hidrolizaron
con PLA2, seguido de
extracciones sucesivas con:
hexano (Figura 39 Ay B) y
butanol. Los  extractos
butanolicos provenientes de
muestras tratadas con PLA2
(calle 5) o sin tratar (calle 4)
se cromatografiaron en
TLC, solvente B, seguido de
fluorografia. Calles 2 y 3:
doble de mue;tr
sembrada; calle 1: [TH]-
acido palmitico. Estandares:
P, acido palmitico, PI,
fosfatidilinositol.
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Los [3H]-lisoglicerolipidos a y b, (Figura 40), fueron sometidos a
saponificacion y posterior extraccion con tolueno para analizar los acidos
grasos de la posicion 1. Una alicuota menor se guardé como control sin
saponificar. Con este tratamiento se evalué ademas, la existencia de
alquilacil-gliceroles en la poblacion de [3H]-IPLs, ya que, éstos serian
resistentes a saponificacion. La radioactividad se recuperd totalmente
(100 %) en la fase organica sugiriendo la ausencia de [3H]-
li: »alquilglicerol en el lipido. Se analizaron los lipidos antes y después de
la saponificacion por TLC (Figura 41A), en las mismas condiciones de la
Figura 40.

Como puede verse, aparecen manchas que comigran con acidos
grasos tanto liberados del lipido a como del lipido b, calles 3 y 5
respectivamente. Se observa el lipido b en la muestra no saponificada
(calle 4); sin embargo, la baja cantidad de muestra no permitio visualizar
al .\pido a sin tratar, su presencia se confirmé por elucion de la silica y
conteo de la radioactividad.

Las muestras de las calles 3 y 5, que corresponden a los [3H]-
¢ :idos grasos liberados de posiciéon sn-1 de los [3H]-lisoglicerolipidos ay
b, fueron eluidas de la silica para su posterior analisis en RPTLC con el
solvente FB (Figura 41B). Puede notarse que el acido graso de menor
movilidad en RPTLC (Figura 41B) es el que proviene del lisoglicerolipidc
b, gue fue el de mayor movilidad en TLC (Figura 40).

A diferencia de lo observado para la posicion sn-2 de los [3H]-IPLs,
a juzgar por el analisis en RPTLC (Figura 41B) habria al menos dos
acidos grasos diferentes en posicidbn sn-1, que serizn 14:0 y/o 16:1

proveniente del lipido ay 16:0 y/o 18:1 proveniente del lipido b.
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Figura 41. Analisis de los 3H]—Zisog3llcerollp|dos obtenidos en la fase
butanol luego del tratamiento de ios [FH]-IPLs con PLA2,

Los lipidos a y b obtenidos segun la Figura 40 se sometieron o no a
saponificacion seguido de extraccion con tolueno. A) Cromatografia en TLC
é)n cloroformo:metanol:NH4OH (15:10:2 v/v) seguido de fluorografia. Calle 1,

[FH]-acido palmitico; calle 2, lipido a no saponificado; calle 3, lipido a
sapomflcado. calle 4, lipido b no saponificado; calle 5, lipido b saponificado. B)
Los acidos grasos que comigraron can acido palmitico en A) de las calles 3y 5
se eluyeron y cromatografiaron en RPTLC, calles 2 y 3 respectivamente
utilizando cloroforrgo metanol:agua (20:40:0.5 v/v) como solvente de
desarrollo. Calle 1: [FH]-acido palmitico.
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Estos resultados descartan la presencia de alquilacilglicerol en los
IPLs, dado que de existir estos compuestos, el lisoglicerolipido obtenido
después de la PLA; hubiese sido resistente a la saponificacion y se
habria visualizado en la Figura 41A una mancha a la altura de los
lisoalquilglicerolipidos tanto en las muestras tratadas como en las no

tratadas en condiciones de saponificacion.

La marcacion metabdlica es una herramienta util para seguir el
analisis de una muestra a través del desarrollo de distintas metodologias,
especialmente cuando se dispone de escasa cantidad de material.
Ademas, permite descartar la presencia de impurezas introducidas en la
manipulacion del material, lo cual es frecuente en el caso de analisis de
lipidos. Sin embargo, el estudio estructural a partir de cultivos no
marcados permite aplicar otro tipo de metodologias y confiere, ademas,
relevancia fisiolégica a los resultados.

En base a lo expuesto, en paralelo con los cultivos en los que se
incorporé acido [9,10 (n)3H]-pa|mitico, se realizaron cultivos sin
precursores radioactivos, en mayor escala (108 células para las
incorporaciones vs. 10'° células en cultivos sin marcar).

Siguiendo el mismo esquema que con los [3H]~IPLs se han
purificado los IPLs no marcados a partir de un primer extracto
cloroférmico. Los IPLs fueron susceptibles a hidrolisis por PI-PLC y por
PLA2, como habia resultado para los |PLs radioactivos, confirmando que
se trata de inositol lipidos que no contienen ceramida.

Los acidos grasos liberados por PLA2 de los IPLs no marcados se
metilaron y una parte de la muestra se analizé6 por RPTLC, revelando con
iodo una mancha que comigré con los estandares de metil-ésteres de
16.0 y/o 18:1. La otra parte de la muestra se analizé6 por CGL utilizando
dos columnas de diferente polaridad. Los cromatogramas de las

muestras y de los estandares se muestran en lasFiguras42. y 43.
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Figura 42. Andlisis de los acidos
grasos liberados de posicion sn-2
de IPLs.

Los IPLs no radioactivos se
trataron con PLA2 como se describe
en la Figura 39 para los [°H]-IPLs,
liberdndose los &cidos grasos de
posicion sn-2. Los acidos grasos se
extrajeron con hexano, se metilaron y
cromatografiaron en CGL usando la
columna capilar: HP-Innowax (), 0.2
mm x 50 m, T° del programa 150-240
°C a 8°minutos. Los tiempos de
retencion mostrados corresponden a
los derivados metilados de acido
miristico (C14:0, 15.859 minutos),
acido palmitico (C16:0, 20.071 -
minutos), acido palmitoleico (C16:1,
21.119 minutos), acido estearico
(C18:0, 26.248 minutos), acido oleico
(C18:1, 27.627 minutos), acido erucico
(C22:1, 55.125 minutos). A) muestra;
B) coinyeccion de la muestra y
estandar C18:0.
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Figura 43. Analisis de los
acidos grasos liberados
de posicion sn-2 de IPLs.

Los IPLs no -
radioactivos se trataron ' L‘;’-\—"“A—ML
con PLA2 como se '
describe en la Figura 39
para  los  [°H]-IPLs,
liberAndose los Acidos
grasos de posicion sn-2.
Los a&cidos 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°/minutos. Los
tiempos de retencién
mostrados corresponden a
los derivados metilados de
acido palmitico (C16:0.
19.055 minutos), 4cido
palmitoleico (C16:1, < ”
13.868 minutos), Acido S
estearico (C18:0, 18.987
minutos), 4&cido oleico
(C18:1, 18.411 minutos),
acido erucico (C22:1,
29.840 minutos). A)

muestra; B) coinyeccién de
la muestra y estandar

C18.0.

L

198.987

I
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Figura 44. Analisis de los
acidos grasos liiberados
de posiciéon sn-1 de IPLs.
Los IPLs no
radioactivos se trataron con
PLA2 como se describe, en
la Figura 39 para los [“H]-
IPLs, y los acidos grasos de
posicidon sn-2 se extrajeron
con hexano. Los A&cidos
grasos de la posicion sn-1
fueron liberados de los liso-
glicerolipidos, extraidos con
butanol, por saponificacién
y extraccion con tolueno.
Los A4cidos grasos se
metilaron y cromatogra-
fiaron en CGL usando la
columna capilar: HP-
Innowax (f), 0.2 mm x 50 m,
T° del programa 150-240 °C
a 8°/minutos. Los tiempos
de retencibn mostrados
corresponden a los
derivados metilados de
acido miristico (C14:0,
16.859 minutos), Acido
paimitico (C16:0. 20.071
minutos), acido palmitoleico
(C16:1, 21.119 minutos),
acido estearico (C18:0,
26.248 minutos), A&cido
oleico (C18:1, 27.627
minutos), 4&cido erdcico
(C22:1, 55.125 minutos). A)
lisoglicerolipido  b; B)
lisoglicerolipido a.

29.17¢

27 402
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Utilizando la columna 1 y la condicion I, los acidos grasos
insaturados eluyen después que los saturados de igual largo de cadena.
Se observo un unico pico con un tiempo de retencién de 27.621 min
(Figura 42A). El tiempo de retencion coincidié con el estandar de acido
oleico de una mezcla de acidos grasos insaturados comerciales y fue
mayor que el tiempo de retencion del estandar de acido estearico (t. r.
26.248 min) tanto en cromatografias individuales o cuando fueron co-
inyectados (Figura 42B). Estos resultados indican que el dnico acido
graso en posicion sn-2 de los IPLs es el acido oleico y concuerdan con el

resultado del analisis por RPTLC.

Para confirmar la identificacién, la muestra se analiz6 a
continuacion utilizando la columna 2 y la condicion Il. Esta columna posee
polaridad inversa y los acidos grasos insaturados eluyen antes que los
saturados de igual largo de cadena. La muestra present6 un pico unico a
los 18,406 min (Figura 43A) coincidente con el estandar de 18:1 de la
mezcla de acidos 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-inyeccion con la muestra (Figura 43B).

Con estos resultados se ha confirmado que el acido oleico es el
tnico acido graso en posicién sn-2 de los IPLs provenientes de cultivos

de S. pombe sin incorporacion de precursores radioactivos.

El analisis por TLC de los lisoglicerolipidos liberados por PLA2,
mostroé dos lisoglicerolipidos a y b ademas de acidos grasos, igual que
habia ocurrido al tratar a los [3H]—IPLs con esta enzima.

Para estudiar los acidos grasos de la posicién sn-1 de los IPLs no

marcados, se saponificaron los lisoglicerolipidos a y b liberados por



Resultados y Discusion 143

PLA2, como se mostré con los [3H]-lisoglicero|ipidos, y se analizaron por
CGL utilizando la columna 1. Al procesar los acidos grasos obtenidos a
partir del lisoglicerolipido mayoritario (lisoglicerolipido b) se observaron 3
picos mayoritarios coincidentes en los tiempos de retencidon con los
estandares de 16:0, 18:1 y 22:1, Figura 44A. Estos resultados coinciden
mayormente con los resultados de los lipidos marcados en los que se
determiné la presencia de 16:0 y 18:1, aunque aparece el acido graso de
22:1. Con respecto a los acidos grasos obtenidos a partir del
lisoglicerolipido a, se observaron varios picos, muchos de los cuales

corresponden a cadenas cortas, Figura 44B.

Se ha encontrado, en contraste con el unico pico obtenido para el
acido graso de posicion sn-2, mas de un acido graso esterificando la

posicién sn-1 de los |IPLs.

5.1.3 Identificacion de esfingomielina en S.

pombe

Las inositolfosfoceramidas son muy abundantes en S. cerevisiae y se
marcan por incorporacién de [°H]-acido palmitico en cultivos de esta
levadura. Dado que se demostro la ausencia de estos compuestos en S.
pombe, resultoé interesante analizar la presencia de ceramida marcada

como componente de otros esfingolipidos en S. pombe.

Para ello, se analizaron distintas fracciones obtenidas al analizar la
fase butandlica proveniente del extracto E (esquema 3) en la que se
demostré la presencia de [°H]-IPLs. Dado que al hidrolizar los IPLs con
PI-PLC (ver Figura 37A) se visualizaron, ademas 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 analizé la banda superior a la sefalada (*) en la Figura 36B,
ya que IPL y esfingomielina corren parecido en este sistema.

Todas las calles presentaron compuestos que migraron como el

estandar de esfingomielina (Figura 45), con el solvente FB.

- B

"4 = 0

g i G Cam wrned 2wt Ve v
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Figura 45. Evaluacion de la presencia de esfingomielina en extractos de S.
pombe.

Distintas muestras se analizaron para evaluar la presencia de
esfingomielina (SM) poreTLC con el solvente FB y fluorografia. 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 sefnalaeda en la Figura 36B; calle 1: extracto
cloroformo:metanol 2:1 de E (esquemn.a 3).
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Estas manchas se eluyeron de la placa y se hidrolizaron con
esfingomielinasa seguido de analisis por TLC para evaluar la presencia
de ceramida y asi confirmar su estructura (Figura 46).

2 L »
1 2 3

- L -

Figura 46. Analisis de la liberacién de ceramida por hidrolisis de fracciones del
extracto cloroformo:metanol:agua 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
3y 4, se juntaron las muestras provenientes de las calles 3, 4 y 5 de la figura
45. Estandar: C, lignoceroil-dihidroesfingosina.

Se ha determinado la presencia de ceramida como componente de
esfingomielina en la fase butandlica proveniente del extracto E (esquema
3), y en fracciones obtenidas en el posterior analisis de la misma, que
permitio determinar la presencia de los [°H]-IPLs.

Estos resultados confirman la existencia de esfingomielina en S.

pombe.
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5.2 Incorporacion de [3H]-palmitico en proteinas

de S. pombe ancladas por GPI

Para evaluar la presencia de GPI| en proteinas de S. pombe, el
pellet obtenido luego de la extraccion con cloroformo:metanol:agua
10:10:3 v/v (esquema 4) se sometio a distintos tratamientos.

Primeramente, se realizd una extraccion del pellet con butanol
saturado de agua. El conteo de la radioactividad en las fases butandlica
(Bp) y del insoluble suspendido en agua (P’), revel6 una relacion 1:1. Se
analizaron ambas fases mediante TLC en cloroformo:metanol:agua
10:10:3 v/v (Figura 47).

> -P
~ -IPCAPL
& 0

1 2

Figura 47. Analisis de la fase butanol Bp, calle 1, y del pellet P', calle 2, (ver
esquema 3) por TLC, solvente A. Estandares: P: &cido palmitico; IPC-IPL*:
mezcla de inositol fosfolipidos e inositol fosfoceramidas radioactiva (IPL-IPC*)
purificada de Trypanosoma cruzi. utilizados como estandares.
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Dado que los GPIs libres o anclados a proteinas poseen mayor
masa y mayor polaridad que los IPLs, era de esperar que los GPI
presentasen menor movilidad.

El analisis de la fase Bp mediante TLC en las condiciones de la
Figura 36A mostré un patron de bandas similar al que se vié en dicha
figura, al analizar la fase butanoélica proveniente del extracto cloroférmico;
donde, se ha demostrado la ausencia de GPI.

En cambio, el analisis por TLC de una alicuota de la muestra P’ en
las mismas condiciones mostrd, ademas, una mancha en el origen. La
aparicion de esta mancha podria deberse a la presencia de estructuras
de GPI, o bien, de proteinas ancladas; por ello, se siguié analizando esta
muestra.

La radioactividad presente en P’ no se extraia con butanol o
tolueno; y no se solubilizaba en agua. Dado que en esta fraccioén podian
estar las proteinas ancladas con GPI| presentes en la levadura, una
alicuota de la muestra se tomoé en buffer de lisis se disgregé utilizando un
sonicador y se sembrd en un gel desnaturalizante, seguido de fluorografia
segun (159). Se encontré una banda cuyo PM se estimd en 19 kDa que
corresponderia a una o varias proteinas modificadas por incorporacién de
[3H]-écido palmitico, Figura 48.

Esta banda proteica podia contener una o mas proteinas ancladas
por GPI. Sin embargo, ésta no era la unica modificacién que permite la
incorporacion de un acido graso a proteinas. Se ha informado que ciertas
proteinas estan palmitoiladas en residuos cisteina del extremo C-terminal
(214-216) o como amidas en el amino terminal (217;218). Se cree que el
acido palmitico unido covalentemente se intercala en estructuras de
membrana y que podria, en algunos casos, regular la funcion de las
proteinas modificadas. Este tipo de acilaciones en proteinas es

cuantitativamente menos importante en S. cerevisiae (149).
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Figura 48. SDS-PAGE vy fluorografia del pellet P', ver esquema 3. El pellet se
resuspendid en buffer de lisis, se sonico y se analizé en un gel 10 % que se
prepard para fluorgrafia segun Chamberlain y col. (159). La movilidad de los
estandares de PM se muestra a la derecha. o= punto de siembra del gel.

Para determinar el tipo de union del lipido se tratd la muestra P’
con proteasa (149) para liberar los péptidos marcados por incorporacién
de [3H]-écido palmitico y de este modo facilitar su aislamiento vy
purificacion.

Luego de la protedlisis, la muestra se extrajo con butanol y se

contod la radioactividad en las fases resultantes, ver Tabla VIiI.
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Tabla Vill. Tratamiento con proteasa del pellet (P’).

Digestion con Proteasa Buffer Fase butanol
(cpm) (cpm)
1500000
+ 600000 800000

El pellet P, ver esquema 3, fue exhaustivamente extraido con
cloroformo:metanol:agua (10:10:3 v/v), butanol y tolueno. La fase acuosa
resultante fue sometida al tratamiento con pronasa seguido de particion
butanol-agua. Se cont6 la radioactividad presente en las fases resultantes.

Como puede verse, cerca de un 60% de la radioactividad se
recuperé en la fase butanélica. La extraccion de péptidos con anclas de
GPI con butanol fue previamente informada en S. cerevisiae (149), por lo
cual esta fase se evapord y se probd su susceptibilidad a una fosfolipasa
de tipo D especifica de GPI comercial (GPI-PLD) (173).

La muestra hidrolizada y un blanco sin enzima se extrajo con
cloroformo:metanol:HCI 12M 10:10:0.1 v/v, solvente descripto para la
extraccion de lipido-fosfato (174). EI 90% de la marca radioactiva se
recuperé en la fase organica que se analizd por TLC, Figura 49. Se
observaron diferencias en las muestras tratadas o sin tratar con la enzima

confirmando la susceptibilidad de la muestra a GPI-PLD.
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Figura 49. Analisis por TLC de los lipidos liberados por accién de GPI-PLD de
los productos de protedlisis del pellet (P').

La fase butandlica obtenida luego de la digestion con proteasa del
pellet, se hidrolizdé con GPI-PLD comercial seguido de extraccién con
cloroformo:metanol:HClconc (10:10:0,1 v/v). Los lipidos extraidos se
analizaron por TLC en el solvente | y fluorografia. Estandares: CP, ceramida 1-

fosfato; PA, acido fosfatidico; P, acido palmitico.
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La estructura de los lipidos liberados no pudo ser confirmada por la
escasa cantidad de material; de todos modos la liberacién de lipidos por
tratamiento con GPI-PLD confirma la presencia de anclas de GPl como
modificacion post-traduccional de proteinas 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 incorporacién de precursor

radioactivo

En otra serie de experimentos se quiso evaluar la presencia de
GPIs libres en S. pombe. Estos estudios se realizaron a partir de cultivos

no radioactivos.

De manera similar a lo descripto para los cultivos marcados
metabdlicamente, los cultivos en fase exponencial se disgregaron en
cloroformo:metanol:agua 10:10:3 v/v, obteniéndose un pellet y un extracto

cloroférmico (esquema 4).

El extracto cloroféormico se evapord6 y se re-exirajo con
cloroformo:metanol 2:1 para eliminar compuestos menos polares
(esquema 4). El residuo se particioné en butanol-agua. Una alicuota de
cada una de las fases resultantes se analizd por TLC, en
cloroformo:metanol:agua (10:10:3 v/v) y se reveld 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 ( 1x1012)

ruptura celular en cloroformo: metanol:agua (10:10:3)

Pellet extracto (E)
|

s€co

cloroformo:metanol (2:1)

extracto residuo N
extraccion con butanol

saturado en agua

Ac: fase acuosa Fig.50 y 51 Bc: fase butanol Fig.50 y 51
Re-extraccion con butanol

] |

Utilizada en <—— Ao: Fase acuosa Fig. 52 Fase butanol: Bo
ensayos biologicos.
l |
_ ] | Determinacion de compuestos con la
Tratamiento con acido nitroso PI-PLC estructura de IPLs (ver seccion 5.1)
y extraccion con butanol | |

CGL

Fig. 55 Figuras 42 — 43 — 44

Fig. 54

Extraccién y purificacion de inositol fosfolipidos y
Esquema 4 glicosilfosfatidilinositoles en Schizosaccharomyces pombe.
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- ¥ gp

Figura 50. Analisis de la fase acuosa (Ac) y de la fase butandlica (Bc) 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. Estandar: PI,
fosfatidilinositol.

La fase butandlica (Bc, calle 1) muestra compuestos que migran a
la altura del estandar de PI, previamente caracterizados como |PLs
(seccion 5.1) y también lipidos de mayor movilidad.

La fase acuosa (Ac, calle 2) muestra compuestos de igual Rf que

los de la fase butanol pero ademas 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 coloracion violacea de los compuestos de Rf menor que
P, sugiridé que se trata de compuestos altamente glicosilados (Figura 51).

vV

- ey a

N P

1 2

Figura 51. Analisis de la fase acuosa (Ac) y de la fase butandlica (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= coloracién violacea. Calle 1,

Bc; calle 2, Ac. Estandar: PI, fosfatidilinositol.

La fase acuosa se extrajo luego dos veces mas con butanol (B; y
B.) para eliminar los restos de Pl y se sembraron alicuotas 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 extraccion exhaustiva
con butanol y Bo, a la primera extraccion con butanol luego de ser
extraida con agua para eliminar algin componente hidrofilico remanente.
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Figura 52. Analisis de |a fase acuosa (Ao) y de las fases butandlicas (Bo, B1 y
Bo) del extracto E. Se realizaron sucesivas extracciones con butanol de la fase
Ao, las cuales se concentraron por separado (100X) y se analizaron por TLC
en el solvente A revelada con el reactivo de cerio. Calle 1, Bo; calle 2, Bq;
calle 3, Bo; calle 4, Ao. Estandar: PI, fosfatidilinositol.
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Por comparacién entre las Figura 50 y Figura 52, puede verse que
los Pls presentes en la fase acuosa en la Figura 50 son extraidos por
completo en butanol, aunque no se extraen los compuestos de menor

movilidad.

Se decidié entonces caracterizar los compuestos presentes en Ao

que posiblemente corresponderian a GPIs.

Durante los ultimos anos, distintos criterios han sido utilizados
como diagnodstico de la presencia de GPIs en muestras biologicas, entre
las que se encuentran:

1) Tratamiento con &cido nitroso, que desamina la glucosamina no
acetilada comprometida en una unidén glucosidica a inositol, ver Figura
53. Este tratamiento quimico es altamente especifico dado que la
glucosamina no acetilada glicosidicamente unida a inositol no es una
estructura frecuente y, hasta el presente, sélo se conoce en GPlIs.

2) Susceptibilidad a PI-PLCs bacterianas.

3) Susceptibilidad a GPI-PLD.

Para estudiar la presencia de GPI en Ao, en una primera instancia
se tratd una alicuota de la muestra con acido nitroso. Este tratamiento ha
sido utilizado como evidencia de anclas de GPI| de levaduras (42;149).
Para analizar la liberacion de lipidos por este tratamiento se extrajo la
muestra con butanol. Los lipidos extraidos se analizaron en TLC por
revelado con el reactivo cérico, Figura 54. Se observé una mancha a la
altura del estandar de PI, indicando la liberaciéon de un inositol lipido por

este tratamiento.
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Figura 53. Tratamiento de GPI con &acido nitroso.
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: ~ m o
1 2 3
Figura 54. Analisis por TLC de los lipidos liberados de Ao por tratamiento con

acido nitroso y extraccion con butanol. Calle 1: fase butandlica; calle 2: Ao;
calle 3: Bo. Solvente A, revelado con el reactivo de cerio.

Los resultados del tratamiento con acido nitroso representan la
primera evidencia de la existencia de GPl en la fase acuosa (Ao)

proveniente del extracto cloroformo:metanol:agua 10:10:3 v/v de las S.

pombe.

Otra alicuota de Ao se tratd o no con PI-PLC de Bacillus cereus
seguido de extracciéon con butanol y se analizé por TLC con el solvente H
(Figura 55). El revelado con iodo mostré manchas (calle 2) que no estan
presentes en el extracto butandlico de la muestra no tratada con
fosfolipasa (calle 1): la mayor parte de los compuestos extraidos
quedaron en el origen, lo que sugiere la presencia de un lipido mas polar

que diacilglicerol; ademas aparecié una mancha menor a la altura de los
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estandares de ceramida y alquilglicerol que no se separan en este

- ———

sistema. R S——

v o v

-~

.
. S 8
4l
.
i
RS
w dpeds,

-

?3; ’ = L
DA 5 & %
— R
g4 1 2 C
Figura 55. Analisis por TLC de los lipidos liberados de Ao por tratamiento con
PI-PLC y extraccion con butanol. Calle 1: muestra sin tratar; calle 2:
tratamiento de Ao con PI-PLC de Bacillus cereus. Solvente H, revelado con
iodo. Estandares: C, ceramida; DAG, diacilglicerol; AAG, alquilacilglicerol, A,
alquilglicerol.

La susceptibilidad de al menos parte de los compuestos presentes
en Ao al tratamiento con PI-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 extraccion agua-butanol se utilizé en los ensayos de transduccién

de senales.
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5.4 Efecto de IPGs de distintas fuentes en la
estimulacion mediada por ACTH de Ia

produccién de corticosterona.

Hemos visto que un IPG obtenido a partir de LPPG de T. cruzi
inhibe la respuesta esteroidogénica de ACTH, resulté interesante estudiar
el efecto de preparaciones que contienen IPG provenientes de S. pombe,
IPG-S (capitulo 5) o corteza adrenal de vaca (capitulo 3) sobre la
respuesta de ACTH.

Como fuente de IPG de S. pombe se utilizd6 la fraccién de agua
(Ao) proveniente del extracto de cloroformo:metanol:agua (10:10:3 v/v),
ver esquema 4, que como se ha comentado contiene estructuras del tipo
de GPls libres.

Con este propésito, se prepararon células adrenocorticales de rata
y se analizd el efecto de distintas cantidades de IPG-S, obtenido por
hidrélisis de GPI-S con PI-PLC, sobre la produccién de corticosterona
mediada por ACTH (Tabl/a IX). También se estudid si el fragmento de
inositol glicano producido por hidrélisis de GPI-S con GPI-PLD, tenia
algun efecto en este sistema.

Para realizar estos estudios se estimdé aproximadamente la
concentracion de lipidos en la muestra de GPI-S (Ao, ver seccién 5.3) por
comparacion de las manchas obtenidas al sembrar en una placa de silica
cantidades crecientes de la muestra con las obtenidas a partir de
cantidades conocidas de inositol fosfolipidos 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 GP! de S. pombe sobre la estimulacion
de corticosterona mediada por ACTH en células
adrenocorticales de rata.

Ensayo Tratamientos ng de corticosterona /
ensayo

1- Control 20+0.1
2- ACTH 134+1.2
3- ACTH + IPG 32102
4- ACTH + VehlPG-S 11.5+15
5- ACTH + IPG-S1 83+01* X
6- ACTH + IPG-S2 39+05*
7- ACTH + IPG-S4 6.9+10"
8- ACTH + IPGN 123+1.3
9- ACTH+IG 6.7+0.3
10- ACTH + VehlG-S 13.6+2.2
11- ACTH + 1G-S1 109+10#
12- ACTH +1G-S2 6.1 £ 0.1 #HHt
13- ACTH + IG-S4 9.4+1.0##
14- ACTH + GPI-S 129+1.8
15- ACTH + PI-S 13.5+0.2

Se prepararon células enriquecidas en fasciculata y se
incubaron durante 1 hora en ausencia (control) 6 en presencia
de ACTH 1nM; con agregado de GPI purificado de S. pombe
(GPI-S) ¢ sus derivados: IPG-S, IPG obtenido por hidrdlisis de
GPI-S con PI-PLC; IPGN, IPG tratado con acido nitroso; 1G-S, IG
obtenido por hidrélisis de GPI-S con GPI-PLD; PI-S,
fosfatidilinositol purificado de S. pombe 6 vehiculos (VehlPG-S,
VehlG-S). Las dosis se nombran como 1, 2 y 4 por su relacion de
concentracion. Luego de los tratamientos, se cuantifico
cortisterona por RIA. Los resultados corresponden a la media *
S.E. de dos experimentos. * Significativamente diferente de
VehlPG-S p< 0.001; #, ##, ##+#  Significativamente diferente de
VehlG-S p< 0.05, p< 0.01, p< 0.001 respectivamente; X
Significativamente  diferente de IPG p<  0.001, o
Significativamente diferente de IG p< 0.01(ANOVA).

Se observo que el IPG-S fue capaz de inhibir la acumulacion de
corticosterona mediada por ACTH en las tres dosis utilizadas, que

guardan una relacién de concentracion de 1:2:4. El efecto fue maximo
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cuando se utiliz6 la dosis intermedia y algo menor con la dosis maxima.
Una disminucion del efecto de IPG a dosis altas fue informado
previamente (191;203). La inhibicion provocada por IPG-S desaparecio

por tratamiento del mismo con acido nitroso.

No se observoé inhibicion si el GPI-S no fue hidrolizado por PI-PLC,
sugiriendo que el IPG producto de la hidrélisis es el responsable de la
inhibicién. El agregado de PI-S, cuya estructura completa se ha
presentado en la seccién 5.1, tampoco afect6 esta respuesta de ACTH.

Cuando se agrego 1G-S en las condiciones de ensayo utilizadas
para IPG-S, se observé inhibicion parcial de la producciéon 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 |G 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 Octil-Sepharosa y Q-Sepharosa siguiendo el protocolo 1 de
purificacion (esquema 1, seccion 3.1). Esta fraccién fue eluida de la
columna de Octil-sepharosa con alrededor de 40% de propanol que es la
zona caracteristica del gradiente donde se eluyen las proteinas ancladas
y GPI libres (42).

Al incubar las células adrenocorticales con ACTH en presencia de
preparaciones de adrenales enriquecidas en FAL que fueron tratadas con
PI-PLC para liberar IPG (IPG-A), éstas fueron capaces de inhibir la
acumulacién de corticosterona producida por ACTH (Tabla X).
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Tabla X. Efecto de |IPG de adrenal sobre la estimulacion de

corticosterona mediada por ACTH en células adrenocorticales

de rata.
Ensayo Tratamiento ng de corticosterona/ensayo
1- Control 0.42 +0.02
2- ACTH 1.66 £ 0.08
3- ACTH + VehlPG-A 1.68 £0.13
4- ACTH + IPG-A 1.00+0.10*

Se prepararon células enriquecidas en fasciculata y se incubaron
durante 1 hora en ausencia (control) 6 en presencia de ACTH 1nM;
con agregado de IPG-A 6 vehiculo (VehlPG-A). Luego de los
tratamientos, se cuantificd cortisterona por RIA. Los resultados
corresponden a la media + S.E. de dos experimentos. *
Significativamente diferente de VehlPG-A p< 0.01(ANOVA).

Estos resultados indicarian que IPGs de fuentes distintas de
Trypanosoma 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

activacion de PI-PLC por ACTH produciria un IPG activo en este sistema.
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Discusioén

Se han aislado estructuras del tipo de GP! y sus precursores de S.
pombe.

A partir de los cultivos de S. pombe con [*H]-palmitico, se
identificaron los [°H]-IPLs como 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 incorporacion de [*H}-inositol o [*H]-palmitico fracasaron debido
a su baja abundancia (42); sin embargo, pudieron ser detectados, por
incorporacion de [°H]-manosa agregada exégenamente (42), en extractos
lipidicos provenientes de células que no biosintetizan manosa. Los
autores han propuesto que a diferencia de lo que ocurre en
trypanosomas, donde los GPls libres se sintetizarian en exceso y estarian
disponibles para la adicion 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 proteinas.

Esta situacién coincide con lo encontrado en S. pombe, donde se
detectaron proteinas que incorporan [*H}-acido palmitico en GPI, pero no
GPIs libres radioactivos.

Se identificd una banda de 19 kDa en el pellet proveniente de los
cultivos de S. pombe por electroforesis desnaturalizante y fluorografia
(Figura 48). La hidrélisis con GPI-PLD sélo fue posible luego del
tratamiento del pellet con proteasas, lo cual concuerda con la forma de
solubilizacién 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
hidrélisis prueba la existencia de anclas en proteinas de esta levadura.
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Si bien la marcacion metabdlica con [°H]-palmitico no permitio
detectar la presencia de GPIs libres, estos compuestos se aislaron de
cultivos no marcados. Los compuestos estudiados presentaron dos
caracteristicas que coinciden con lo esperado para GPIs libres: su mayor
polaridad en comparacion con los IPLs, visualizada en TLC, y su
coloracion violacea al revelarlos con el reactivo de orcinol. Por otro lado,
estos compuestos fueron susceptibles a PI-PLC y al tratamiento con
acido nitroso. En este ualtimo caso, un inositolfosfolipido de movilidad
similar a fosfatidilinositol, fue especificamente liberado por este
tratamiento.

El IPG (IPG-S) obtenido a partir de estos GPIs fue capaz de
reproducir el efecto encontrado con el IPG de T. cruzi sobre la produccion
de corticosterona, mediada por ACTH, en células de corteza adrenal y
este efecto se perdid por tratamiento de la muestra con acido nitroso.

Estos resultados prueban la existencia de anclas en esta

preparacion.

Con respecto a los IPLs presentes en S. pombe, se demostré que
corresponden a fosfatidilinositol. Se ha mostrado su susceptibilidad a
hidrolisis por PI-PLC, que libera diacilglicerol como componente principal.
Los estudios de marcacion permitieron confirmar la ausencia de inositol
fosfoceramidas o inositol lipidos 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 reaccion con PIPLC fue susceptible a
saponificacion total; 2) los lisoglicerolipidos 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 IPLs 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
analizé6 este extracto por TLC, utilizando un sistema que distinga
alquilglicerol Figura 38B (solvente G). Tampoco se detecto alquilglicerol

en estas muestras.

Se estudiaron los acidos grasos liberados de los IPLs por PLA2.
Podria decirse que en posicion sn-2 hay un unico acido graso presente,
habiéndose encontrado acido oleico en los IPLs no marcados y acido
palmitico en los [3H]-IPLs; aunque, en este ultimo caso aparecié acido
oleico en mucha menor proporcidon. En base a ésto, el [3H]-écido
paimitico incorporado en los cultivos no parece participar del proceso de
elongacion y desaturacion. Se sabe que esta limitacidbn ocurre en S.
cerevisiae, donde el agregado externo de [3H]-palmitico no participa del
proceso de elongacion de los acidos grasos (149).

La hidrdlisis con PLA2 liberd un lisoglicerolipido mas abundante
(b) y otro minoritario mas polar (a) (Figura 40). Este ultimo podria
formarse por una migracion del acido graso a la posicidon-2;
alternativamente podria contener un acido graso hidroxilado, como ocurre
en S. cerevisiae (50).

A diferencia de lo encontrado en la posicion 2, se encontrdo una
mezcla de acidos grasos en la posicion sn-1 de los IPLs. Esta consistio,
como puede verse en la TablaXl, principalmente en palmitico (16:0) y
oleico (18:1), tanto en los [3H]-IPLs como en los IPLs y fue similar en
ambos excepto por la aparicion del 22:1 en los ultimos.

La existencia de un unico acido graso en una de las dos posiciones
del PI, fue encontrada en GPls y sus precursores en otros sistemas. En T.
brucei, el GPI es inicialmente sintetizado con acido estearico en posicion
sn-1 y una mezcla de acidos grasos (18:0, 18:1, 20:4 y 22:6) en posicion
sn-2 (51) del glicerol antes del remodelamiento por acido miristico. En S.

cerevisiae, se identifico el acido graso C26:0 como unico componente en
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posicion 2 (50). En este organismo, se han identificado acidos grasos
hidroxilados como componentes de GPls y sus precursores. En el caso
de S. pombe, la existencia de acidos grasos hidroxilados podria explicar
la aparicion de una doble banda de IPL (Figura 36) y la aparicion del

lisoglicerolipido a mas polar (Figura 40).

Tabla XI. Determinacion de los acidos grasos presentes en los IPLs de S.

pombe.
posicion sn-1 posicion sn-2
IPLs 140y 1611 o
2211 (%) *e 18:1
16:0y 18:1 oee
[PH-IPLs 14:0y/0 16:1 16:0 eeoee
16:0y/0 18:1 o 18:1 o

Una estimacion de las cantidades relativas de los acidos grasos se indica

con e,

La determinacién de acido oleico como unico componente de la
posicion sn-2, y de palmitico y oleico, entre otros acidos grasos,
esterificando la posicion sn-1 de los IPLs, coinciden con un informe previo
de White y col. en el que se estudio el metabolismo de acido fosfatidico y
fosfatidilinositol. En este informe no se determin6é la estructura del
fosfatidilinositol sino la composicion de acidos grasos en los lipidos
totales y en fosfatidilinositol (220); en éste ultimo, ia proporcion relativa

de acido oleico:acido palmitico fue aproximadamente de 61:38.

En S. pombe no se ha observado la biosintesis de IPC (que son los
esfingolipidos principales de S. cerevisiae) y en cambio se encontro

esfingomielina. Es de notar que el [3H]-écido palmitico agregado
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exdgenamente no se incorpord 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 la biosintesis de IPC en S.
cerevisiae consiste en la transferencia de inositol fosfato a ceramida
(212) catalizada por la fosfatidilinositol.ceramida fosfoinositol transferasa
(IPC sintasa). Esta enzima que se localiza en la membrana, es esencial
y no se encuentra en mamiferos por lo que ha sido propuesta como
blanco contra infecciones producidas por hongos (212). En animales esta
reaccion no ocurre; en cambio, se transfiere fosfocolina para dar el
esfingolipido principal: esfingomielina (221). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, la sintesis de esfingolipidos en S. pombe estaria mas
emparentada con la sintesis en mamiferos que con la de S. cerevisiae.

En concordancia, se ha propuesto que estas levaduras poseen
otros aspectos semejantes a mamiferos como el procesamiento de
oligosacaridos y la participacion de chaperonas en el plegamiento de
proteinas en el RE, y sistemas de sefales 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 proteina G que se inhibe por toxina de
pertussis, es decir, que podria ser Gi. El receptor de ACTH activa la
sintesis de esteroides por activacion de PKA a través de Gs y GPI-PLC
via Gi. Esto confirma que un unico receptor puede regular distintos

sistemas efectores por interacciéon con distintos tipos de proteinas G.

Un IPG de estructura quimica definida purificado de Trypanosoma
cruzi, es capaz de inhibir la acumulacion de aldosterona y corticosterona
en células adrenocorticales de rata y de aldosterona y cortisol en células
adrenocorticales de vaca, es decir que inhibe la sintesis del principal
mineralocorticoide y glucocorticoide en estos sistemas.

El efecto inhibitorio de IPG sobre la respuesta de ACTH se debe a
la activacion de fosfodiesterasa, enzima que degrada AMPc, y también la
inhibicién de un paso posterior a la formacion de AMPc, que podria ser la

proteina quinasa A.

Se ha visto que ACTH es capaz de liberar IPG al medio
extracelular el cual inhibe la acumulacién 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 proteinas ancladas y también GPIs
libres. Estos ultimos, fueron capaces de inhibir la respuesta de ACTH en

células adrenocorticales. También se encontraron inositolfosfolipidos
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pero no inositolfosfoceramidas, que son muy abundantes en otra especie
de levaduras, Saccharomyces cervisiae. Sin embargo, se demostrd la
sintesis de oftro esfingolipido que contiene ceramida, como

esfingomielina, que es caracteristico de mamiferos.
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