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Inositolfosfolipidos libres y como anclas de glicoproteinas en Trypanosoma
cruzi. Estructura y biosintesis.

En este trabajo se presenta un anilisis detallado de los inositolfosfolipidos
(IPLs) de células epimastigotes de T. cruzi y de la variacién de lipidos libres durante el
proceso de diferenciacion celular de trypomastigotes a amastigotes y a epimastigotes.
Los IPLs estdn formados por dos componentes que se caracterizaron como
fosfatidilinositol (PI) e inositolfosfoceramida (IPC). El PI estd constituido por
diacilglicerol y 1-O-alquil-2-acilglicerol y la IPC por N-palmitoildihidroesfingosina,
N-palmitoilesfingosina, N-estearoildihidroesfingosina y N-estearoilesfingosina.

Testigos de alquilacilgliceroles, no disponibles comercialmente, fueron
sintetizados por dos métodos, uno enzimatico y otro quimico.

Durante la diferenciacion de trypomastigotes a amastigotes hay un aumento de
la ceramida libre, principalmente palmitoildihidroesfingosina, que coincide con la
liberacién progresiva de la glicoproteina Ssp-4, antigeno de superficie especifico de
células amastigotes, que se encuentra anclado por GPI. La porcién lipidica del ancla de
esta glicoproteina se identific6 como la palmitoildihidroesfingosina; lo que abre la
posibilidad de que la ceramida juegue algin rol en la diferenciacién celular.

Se determind la presencia en membranas de T. cruzi de fosfolipasas Aj, A,;, Cy
de aciltransferasas.

También se estudié el primer paso de la biosintesis de las anclas GPI, es decir,
la incorporacién de GlcNH, a partir de UDP-[3H]-GlcNAc y se descart6 a la IPC como
aceptora de GIcNH; para la formacién de anclas con ceramida. Este resultado indicaria
que las fosfolipasas identificadas estarian involucradas en procesos de remodelacién
de los lipidos de los GIPLs que son utilizados para la construccién de anclas GPI.

Este trabajo contribuye al conocimiento de las estructuras y del camino
biosintético de los GPI de T. cruzi que anclan, a la membrana, glicoproteinas
involucradas en procesos de diferenciacion, reconocimiento y penetracién celular. La
inhibicién del anclaje de estas glicoproteinas a la membrana constituye una alternativa
atractiva como quimioterapia contra la enfermedad de Chagas.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi [ inositolfosfolipidos / GPI / ceramida /
fosfolipasas / Ssp-4 / alquilacilglicerol



Inositolphospholipids, free and as anchors of glycoproteins in Trypanosoma
cruzi. Structure and biosynthesis.

A detailed analysis of inositolphospholipids (IPLs) from epimastigote cells of T.
cruzi, and the regulated expression of free lipids during the cellular differentiation
process from trypomastigotes to amastigotes and epimastiogtes is presented. The IPLs
are formed by two components that were characterized as phosphatidylinositol (PI)
and inositolphosphoceramide (IPC). The PI has a diacylglycerol and an 1-O-alkyl-2-
acylglycerol, and the IPC is constituted by N-palmitoyldihydrosphingosine, N-
palmitoylsphingosine, N-stearoyldihydrosphingosine and N-stearoylsphingosine as the
lipid moiety.

The alkylacylglycerols needed as standards were synthesized by two different
chemical and enzymatic methods.

During the differentiation of trypomastigotes to amastigotes, there is an increase of
free ceramides, mainly palmitoyldihydrosphingosine. This is coincident with the progressive
shedding of the Ssp-4 glycoprotein, a surface antigen specific of amastigote cells, that is
anchored through GPI. The lipid moiety of this glycoprotein anchor was identified as
palmitoyldihydrosphingosine, which suggests that ceramide plays a role in cellular
differentiation.

The presence of phospholipases A, A, C and acyltransferases in T. cruzi membranes
was ascertained. The two latter activities were also proved on IPC.

The incorporation of GicNH; from UDP-[’H]-GlcNAc, the first step of the GPI
anchor biosynthesis, was also studied. The possibility of IPC acting as acceptor of GlcNH; to
form anchors with ceramides was disproved suggesting that the identified phospholipases
may be involved in the process of remodelling GIPLs used in the formation of GPI anchors.

This thesis contributes to the knowledge of structures and biosynthetic pathways of T.
cruzi GPIs that anchor membrane glycoproteins involved in cellular differentiation,
recognition and penetration processes. Inhibition of the anchoring to membranes, is an
atractive alternative in Chagas disease chemoterapy.

Key words: Trypanosoma cruzi / inositolphospholipids / GPI / ceramide / phospholipases /
Ssp-4 / alkylacylglycerol
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INTRODUCCION
CAPITULO 1

Trypanosoma cruzi



TRYPANOSOMA CRUZI

Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado, es el agente causante de la
enfermedad de Chagas o trypanosomiasis americana. Las estimaciones sobre la
mortalidad por esta enfermedad oscilan entre 16 y 18 millones de personas en América
Latina. Resulta ser una de las principales causas de mortalidad en esta region, debido a
que la amplia distribucion del insecto vector y su relativa resistencia a los insecticidas
mas comunes, favorecen su supervivencia. A ello se suman las condiciones de pobreza,
la falta de agentes inmunoprofilacticos y de tratamientos efectivos que logren la cura
de la enfermedad.

El insecto vector es un insecto hematofago perteneciente a la familia Reduviidae
y a la sub-familia Triatominae. Las especies mas involucradas en la transmision del T.

cruzi son Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Panstrongylus megistus.



Trypanosoma cruzi Introduccion 2

TAXONOMIA

Trypanosoma cruzi, pertenece a uno de los grupos de organismos mas primitivos y
especializados del reino animal. En el Esquema | se muestra la clasificacion taxondmica mas

moderna que lo ubica dentro de la familia Trypanosomatidae (Molyneux & Ashford, 1983).

Reino Protista
Sub-reino Protlozoa
Phylum Apicomplexa Sarcomzistigofora Microspora Ciliofora
Sub-phylum Opalinata Mastigofora Sarcodina
I
Clase Fitomastigofora Zoomastigofora
Orden Kinetoll)lastida
Sub-orden Bodcl)nina Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae

Género  Crithidae |Leptomonas Herpetomonas |Blastocrithidia Phytomonas|Leishmania

Rhynchoidomong Trypanosoma Endotrypanum

Esquema 1 - Clasificacion taxonémica del Trypanosoma cruzi.




Trypanosoma cruzi Introduccion 3

ESTADIOS DE DIFERENCIACION Y CICLO DE VIDA

El T. cruzi es un parasito protozoario cuyo ciclo de vida alterna entre huéspedes

vertebrados e invertebrados. Presenta tres estadios principales de diferenciacion:

amastigotes, trypomastigotes y epimastigotes, en los cuales se distinguen tres

estructuras caracteristicas del orden kinetoplastido: el kinetoplasto, el cuerpo basal y el

flagelo. La posicidn del flagelo en relacién con el kinetoplasto y el punto por el cual

emerge de la célula es la caracteristica morfoldgica utilizada como base para la

clasificacion de los distintos estadios.

Amastigotes: Son células esféricas de 2,4-6,5 um de didmetro. Presentan un flagelo
muy corto y representan la forma divisible en el citoplasma de la célula del huésped
mamifero (Colli, 1979).

Epimastigotes: Presenta el kinetoplasto anterior al nucleo y la base del flagelo
proxima al kinetoplasto. Representan la forma divisible dentro del lumen del
intestino medio del insecto vector donde se multiplica por fisién binaria. Miden
aproximadamente 20-40 pm de largo y poseen gran movilidad (Colli, 1979).
Trypomastigotes (formas metaciclicas y sanguineas): Posee el kinetoplasto
posterior al nicleo, y el flagelo, que también sale de la parte posterior al nucleo,
acompaiia al cuerpo del pardsito con una membrana ondulante que lo envuelve.
Aparece en el lumen del recto del insecto vector y en la sangre del mamifero. Estas
formas moviles, no pueden dividirse, son invasivas y estan dotadas de un
mecanismo aun no conocido de penetracion celular y de resistencia contra los
mecanismos de defensa de lisosomas y citoplasmicos. Miden de 11 a 30 pm de

largo.



Trypanosoma cruzi Introduccion 4

En la Figura 1 se puede observar un esquema del ciclo de vida del T. cruzi. La
infeccién se inicia en los mamiferos con la picadura del insecto vector que, al momento
de alimentarse con la sangre del vertebrado, deposita sus heces conteniendo formas
trypomastigote metaciclicas (las formas infectivas del parasito), en la proximidad de la
picadura. El escozor producido incita al rascado y de esta forma el parasito penetra a
través de las lesiones que asi se generan y llega a la circulacion sanguinea. En el
huésped vertebrado el T. cruzi es un patogeno intracelular obligado ya que debe entrar
en las células del huésped para replicarse. Una vez en el interior del huésped
vertebrado los trypomastigotes invaden células a través de la formacion de una vacuola
unida a la membrana iniciando el ciclo intracelular que dura entre 4-5 dias. Pueden
penetrar en células fagocitarias (macrofagos) y en células de otros tejidos como
fibroblastos, células musculares y epiteliales. La primera organela del parasito que
penetra la membrana de la célula huésped es el flagelo. El primer paso del ciclo
intracelular es la ruptura de la membrana vacuolar que ocurre entre la primera y
segunda hora de la invasion y una vez alcanzado el citoplasma los trypomatigotes se
diferencian en amastigotes. Estos luego de un periodo de aproximadamente 20 h
comienzan su division por fisién binaria. Luego de varias generaciones, 24 horas antes
de que el parasito escape de la célula, las formas amastigote se diferencian a
trypomastigotes, la célula huésped se rompe y los parasitos son liberados a la
circulacién sanguinea donde pueden infectar otras células (Colli, 1979; Burleigh &
Andrews, 1995). El ciclo se cierra al alimentarse el insecto vector con sangre infectada.
Los trypomastigotes sanguineos ingeridos se diferencian a epimastigotes en el intestino
medio. Estas células se multiplican y para el tercer o cuarto dia aparecen en el recto. Al
quinto dia se diferencian a formas trypomastigotes metaciclicas que son eliminadas con

las heces.
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Figura 1 — Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi. (1) Los trypomastigotes
metaciclicos invaden las células del huésped vertebrado, (2) luego se escapan de la
vacuola y se transforman en amastigotes. (3) Estos se replican en el citoplasma y (4) se
diferencian a trypomastigotes sanguineos, (5) que son liberados por ruptura de la célula
huésped. Un subciclo alternativo puede tener lugar en el vertebrado cuando los
amastigotes, ya sea, (4a, 5a) provenientes de una ruptura prematura de la célula
huésped o (1a) por diferenciacion extracelular de trypomastigotes, (2a) son ingeridos
por los macréfagos, donde pueden sobrevivir y completar el ciclo de vida intracelular
(Burleigh & Andrews, 1995).
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MORFOGENESIS DE FORMAS VERTEBRADAS DEL TRYPANOSOMA CRUZI
Y ANTIGENOS DE SUPERFICIE ESTADIO-ESPECIFICOS

El proceso de transformacién de trypomastigotes en amastigotes puede ser
reproducido in vitro incubando a 37°C los trypomastigotes alargados recién liberados
de células infectadas. A medida que transcurre la incubacidn en ausencia de células se
empiezan a detectar progresivamente formas mas anchas. Los cambios se completan a
las 24-48 h de incubacidn extracelular cuando aparece una poblaciéon homogénea de
amastigotes. En la superficie de estos parésitos se han identificado cuatro antigenos
diferentes, denominados Ssp-1 a Ssp-4 (Andrews et al., 1987).

Los trypomastigotes intracelulares y el 90% de los trypomastigotes alargados
recién liberados de la célula presentan el antigeno Ssp-1. Este antigeno desaparece
progresivamente de la superficie celular. A las 2 h una gran proporcion de este
antigeno es liberado y puede inmunoprecipitarse del sobrenadante de incubacion y
luego de 12 h de incubacion extracelular ya no es detectable.

También se detectd en los trypomastigotes intracelulares y en un 60% de los
parasitos recién liberados la glicoproteina Ssp-2. A medida que los trypomastigotes se
van diferenciando disminuye la cantidad de células que expresan el antigeno Ssp-2, que
ya no es detectable luego de 24 a 48 h de incubacion extracelular.

El antigeno Ssp-3 se detect6 principalmente en los trypomastigotes mas anchos
y en formas intermedias. A diferencia de lo que ocurre con Ssp-1 y Ssp-2, hay un
aumento en la expresion de este antigeno entre las 0-6 h de diferenciacion extracelular.
El porcentaje de células positivas disminuye entre las 12-24 h y luego de las 48 h,
cuando sélo hay amastigotes presentes, Ssp-3 deja de ser detectable en la superficie
celular.

Si se efectia una incubacion extracelular a 37°C, se observa que una gran
proporcion de los parésitos presenta el antigeno Ssp-4 en paralelo con su
transformacion a amastigotes. Luego de 48 h todos los parasitos son redondeados y

expresan esta glicoproteina. Esto indica que Ssp-4 es un antigeno especifico de los
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amastigotes. El Ssp-4 se detectd en pardsitos intracelulares unas horas después de
infectar las células con trypomastigotes de cultivo celular. A las 96-100 h el Ssp-4 fue
sélo detectado débilmente en escaso numero de las células infectadas mientras que
Ssp-1, Ssp-2 y Ssp-3 estaban presentes en los parasitos con morfologia de

trypomastigotes (Andrews et al., 1987).

DIVERSIDAD BIOLOGICA ENTRE CEPAS DE T. CRUZI

El término cepa se aplica a una dada poblacién de parasitos aislada de un
huésped mamifero o invertebrado y establecida en cultivos o mantenida en animales de
laboratorio (Colli, 1979). Las diferentes cepas pueden variar en cuanto a cinética de
crecimiento, virulencia, habilidad para inducir lesiones, susceptibilidad a agentes
quimioterapéuticos, infectividad, tropismo celular, duracién del ciclo celular,
isoenzimas y constitucion antigénica (Brener, 1980). Las cepas Y y CL, por ejemplo,
difieren en la mayoria de estos parametros por lo que son consideradas cepas ‘polares’
(Brener, 1977). Los trypomastigotes de la cepa Y son mas infectivos y presentan una

mayor velocidad de replicacion que los de la cepa CL.

INVASION A LA CELULA HUESPED

Una caracteristica del T. cruzi es su capacidad para invadir una gran variedad de
células vertebradas. Los epimastigotes no infectan al mamifero ya que no tienen
capacidad de penetrar las células, excepto a los macrofagos, que los ingieren y
destruyen. Estos fagocitan los pardsitos, la vacuola fagocitaria se fusiona con los
lisosomas y los epimastigotes son destruidos rapidamente dentro de los fagolisosomas
mientras que los trypomastigotes escapan y se diferencian en el citoplasma (Milder &

Kloetzcl, 1980; Nogueira & Cohn, 1976). Los amastigotes también son internalizados
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por los macréfagos dentro de los cuales escapan del fagolisosoma y se replican con
normalidad en el citoplasma (Ley et al., 1988). Asi se inicia un modo de propagacion
alternativo, que puede ser significativo para la supervivencia del parasito en presencia
de una respuesta citotoxica, donde la lisis de las células infectadas llevaria a la
liberacion de amastigotes intracelulares viables (Burleigh & Andrews, 1995).

Dado que ambos, epimastigotes y trypomastigotes, se unen a la célula del
mamifero, pero sdlo los ultimos la penetran, es posible que las estructuras responsables

de la adhesion e interiorizacion scan distintas (Andrews & Colli, 1982).

Adhesion a la célula huésped

La invasién celular involucra una interacciéon entre componentes
complementarios en la célula huésped y la superficie del parasito.

Si se considera que la superficie de las membranas de la célula huésped y la de
los trypomastigotes son las primeras organelas que interactian, hay que tener en cuenta
las diferencias y similitudes de estas membranas entre los distintos estadios. In vitro se
han encontrado diferencias en los indices de infeccién dependiendo de la linea celular y
de la cepa de T. cruzi utilizada. Esto sugiere que la interaccion entre el parasito y la
célula huésped es dependiente de las caracteristicas bioldgicas particulares de ambas
células interactuantes.

La union del parasito a la célula de mamifero es sensible a inhibidores de la
fosforilacion oxidativa lo que sugiere que este es un proceso dependiente de la energia.

Las Bl-integrinas forman parte de una familia de proteinas que unen la matriz
extracelular al citoesqueleto cortical, y serian los receptores para la union del T. cruzi,
ya que anticuerpos especificos contra éstas, tienen un efecto inhibitorio significativo en
la invasion (Fernandez et al., 1993). Dado que las Bl-integrinas estan involucradas en
la transduccion de seiiales (Hynes, 1992) son buenas candidatas para mediar los
cambios celulares que acompaiian la invasion del 7. cruzi.

Utilizando lineas celulares mutantes deficientes en acido sidlico de superficie,

resistentes a la invasion, se demostr6 que el acido sialico del huésped esta involucrado
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en la infeccién (Schenkman ef al.,1993a; Ming et al., 1993). La invasidon en estas
células mutantes puede restablecerse re-sialilando con la trans-sialidasa de T. cruzi en
presencia de un donor de acido sialico. El reconocimiento de otros azicares también
tendria un rol en la union del parasito.

El hecho de que el T. cruzi puede invadir muy distintos tipos de células in vitro
sugiere que su heterogeneidad de glicoproteinas de superficie le imparte la habilidad
para unirse a muy diferentes receptores especificos. Podria interactuar con varias
moléculas distintas pero con similares caracteristicas bioquimicas. El tipo de

interaccidn ligando-receptor podria variar en los distintos tipos celulares.

Interiorizacion del pardsito en la célula huésped

Estudios ultraestructurales han clarificado el mecanismo de invasion del T. cruzi
a células no-fagociticas. Este mecanismo involucra la formacion, alrededor del
trypomastigote, de una vacuola fuertemente unida a la membrana. En principio se creia
que esta vacuola se originaba de la membrana plasmatica de la célula huésped. A través
de micrografias electronicas se observo a los trypomastigotes entrando en las células
sin formacién de pseudopodos ni cualquier otra alteracion de la membrana plasmatica
del huésped (Schenkman et al, 1988a), caracteristicas clasicas de la fagocitosis. La
citocalasina D, inhibidor de la fagocitosis, no evitdé sino que aument6 la entrada de
trypomastigotes en varios tipos celulares (Schenkman et al., 1991; Tardieux et al.,
1992). Esto abre la posibilidad de que la membrana requerida para formar la vacuola
intracelular durante la internalizacion se origine a partir de organelas internas.

En las primeras etapas del proceso de invasion se detectd una asociacion inusual
de los lisosomas de la célula huésped con los trypomastigotes. Utilizando distintos
métodos se demostro que los lisosomas se agrupaban muy cerca de la membrana en la
region de contacto con los trypomastigotes. Por otra parte, pudieron detectarse
marcadores lisosomales en vacuolas parcialmente formadas rodeando al parasito, lo
cual sugirid, que la fusion gradual de lisosomas provee la membrana requerida para la

formacidn de la vacuola (Tardieux et al., 1992).
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El primer factor que asegura la continuidad del ciclo bioldgico del T. cruzi es su
efectividad para penetrar las células. La penetracion celular y la resistencia a la lisis
intracelular son los mecanismos que aparentemente son fundamentales para la
supervivencia de la especie (Colli, 1979). Estos eventos implican el disparo de
mecanismos de transduccion de sefiales. Varios investigadores observaron que para la
fusién de los lisosomas con la membrana plasmatica y la invasién se requiere un
aumento en el Ca’* citosolico de la célula huésped (Tardieux ef al., 1994; Moreno et
al., 1994). Este efccto se deberia a factores solubles del trypomastigote que también
provocarian la hidrélisis de fosfoinositidos, y a sefiales inducidas por el contacto con la
célula huésped. Estas sefiales disparadas en la célula huésped y en el T. cruzi durante
las primeras interacciones parasito-huésped serian la clave reguladora del proceso de
invasion (Burleigh & Andrews, 1998).

Dado que la entrada del parasito a la célula involucra un proceso de contacto, de
reconocimiento, de unidn y de interiorizacion, los componentes de la superficie celular
deben estar involucrados en estos procesos.

La infeccion de células de vertebrados por T. cruzi es modulada por el ciclo de
dichas células (Dvorak y Crane, 1981). Es probable que en alguna etapa del ciclo, la
célula huésped exprese la mayor concentracion de componentes de superficie que
actiian como receptores para la interiorizacion del T. cruzi.

Células Vero y macrofagos tratados con tripsina y quimotripsina fueron menos
susceptibles a la infeccion que células control (Alcantara & Brener, 1978; Piras et al.,
1980; Henriquez et al., 1981). El tratamiento con lectinas como Con A y WGA antes
de la infeccion, mostraron una inhibicién del 60-70% en la interiorizacion del parasito
(Piras et al., 1983). En macrdéfagos de ratén y mioblastos de rata tratados con o-
manosidasa se observd una disminucidn significativa de la adhesion e interiorizacion
de los trypomastigotes (Villalta & Kierszenbaum,1983). Esto sugiere que las
glicoproteinas y/o glicolipidos de superficie de la célula huésped son necesarios para la

unién y la invasion y que el mantenimiento de la arquitectura de la membrana
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plasmatica juega un rol importante en la internalizacién del parasito (Zingales & Colli,
1985).

Por otra parte la remocion de moléculas de superficie del parasito provocé una
drastica reduccion de la capacidad invasiva (Andrews et al., 1984) y varios de los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la superficie celular del parasito inhiben la
invasion (Alves ef al., 1986; Ramirez ef al., 1993).

Por otra parte la falta de especificidad del parésito en cuanto a su capacidad de
invadir distintos tipos celulares, implica que probablemente la interaccion dependa mas
de las propiedades de la superficie celular del parasito, que de la presencia de

estructuras especificas del huésped, a menos que esas estructuras sean ubicuas.
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GLICOSILFOSFATIDILINOSITOLES COMO ANCLAS DE PROTEINAS DE
MEMBRANA. ESTRUCTURA Y BIOSINTESIS

ANCLAIJE DE PROTEINAS A LA MEMBRANA

Muchas proteinas estan unidas a la membrana por interacciones hidrofébicas entre
el interior de la bicapa lipidica y una secuencia de aminoacidos hidrofébicos (Capaldi,
1982). Estas fuerzas no s6lo son importantes para unir estas proteinas a la membrana,
sino también para permitir que la proteina adopte su conformacion y orientacion correcta
para llevar a cabo su funcion. Pero existen otras formas de anclaje de proteinas de
superficie.

En la Figura 2 hay un resumen de los distintos tipos de interacciones entre las
proteinas y la bicapa lipidica de la membrana celular. En algunos casos una gran
proporcion de la proteina se encuentra enterrada en la membrana (a), mientras que en
otros casos, s6lo hay una secuencia corta de aminoacidos hidrofébicos y grandes
dominios hidrofilicos a uno o ambos lados de la membrana celular.

En ocasiones, este polipéptido hidrofébico atraviesa la membrana (b); en otras,
con una unica region hidrofilica esta secuencia polipeptidica hidrofobica esta localizada
en el extremo COOH- o -Nthde la proteina y no necesariamente atraviesa la membrana,
pudiendo asumir una orientacion relativamente variable (c).

También se ha observado que muchas proteinas tienen un lipido unido en forma
covalente. Por ejemplo, un acido graso puede estar acilando el amino terminal o un
residuo de cisteina con la formacion de un tioéster (Schmidt, 1989; James & Olson, 1990;
Gordon et al., 1991); o un grupo prenilo de cadena larga puede unirse en forma covalente
a un residuo de cisteina (Glomset et al., 1990, Deschenes et al., 1990, Maltese, 1990)
(d,e).

En los ultimos afios se ha descripto un nuevo tipo de anclaje de proteinas a través
de un glicosilfosfatidilinositol (GPI) (f). La diversidad de proteinas a las cuales esta

unido el GPI hace suponer que cumple funciones adicionales al anclaje.
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plasmatica

Figura 2 — Anclaje de proteinas a la membrana.

Los primeros indicios de que el fosfatidilinositol (PI) estaba involucrado en la
unién de las proteinas a la membrana lipidica, se obtuvieron al observarse que la
fosfatasa alcalina de tejidos de mamifero podia ser liberada de la membrana por
tratamiento con fosfolipasa C de Bacillus cereus, parcialmente purificada, que
aparentemente tenia cierta especificidad por PI (Slein & Logan, 1965). Esto se
confirmd posteriormente utilizando fosfolipasa C especifica para Pl (PI-PLC),
purificada de varias especies bacterianas (Ikezawa, et al., 1976; Low & Finean, 1977a,
1977b; Taguchi et al., 1980).

Los estudios realizados sobre la acetilcolinesterasa (AChE) de _Tor,bea’o
demostraron que el efecto liberador de estas enzimas era causado por la degradacion de
una molécula de PI unida covalentemente al sitio de unién a membrana de la proteina

(Futerman et al., 1985a).



Glicosilfosfatidilinositoles Introduccion 14

La determinacion de la hidrofobicidad de la fosfatasa alcalina y la AChE, entre
otras proteinas, indicd que el tratamiento con PI-PLC removia el dominio hidrofébico
de anclaje. Este dominio hidrofdbico estaba fuertemente asociado a la proteina ya que
la sensibilidad a la PI-PLC era retenida durante la solubilizacion con butanol o
detergentes.

Estas proteinas, por otra parte, no se re-asociaban a la membrana una vez
hidrolizadas con PI-PLC y no podian ser liberadas de la membrana por variacion del
ambiente 16nico.

Estas observaciones confirmaron que la interaccion entre Pl y la proteina es
irreversible y de caracter no-iénico y llevaron a la conclusion de que estas proteinas
estan ancladas a la membrana a través de una interaccion covalente con la cabeza polar
del GPI (Low & Zilversmit, 1980; Futerman et al., 1985). Sin embargo, en ausencia de
evidencias quimicas directas esta propuesta fue ignorada por mucho tiempo.

La primera evidencia quimica de una unién covalente entre un fosfolipido y una
proteina surgi6 del trabajo con el antigeno de rata Thy-1 que desarroll6 el grupo de
Williams, quienes encontraron cantidades estequiométricas de etanolamina (EtN) y
acido graso unido al fragmento proteolitico C-terminal (Campbell et al., 1981).

Posteriormente Holder demostré que la EtN estd unida en forma de amida al
aminoacido C-terminal de la glicoproteina variable de superficie (VSG) de T. brucei y
que esta asociada a un glicano (Holder & Cross, 1981; Holder, 1983).

Hasta ese momento la VSG de T. brucei se habia aislado en forma soluble
(sVSG) sin evidencia de un sitio de insercion hidrofobico a la membrana que diera
cuenta de su asociacion estable con ella. Cardoso de Almeida y Tumer en 1983
aislaron por primera vez la VSG unida a membrana (mfVSG). Esto sugiri6 que el ancla
de la VSG era de naturaleza lipidica. Analisis quimicos posteriores confirmaron esta
hipétesis (Ferguson & Cross, 1984; Ferguson ef al., 1985a) y se elucidé una estructura

parcial a la que se le asigno el término glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Ferguson et al.,
1985b).
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Al mismo tiempo también se determiné la asociacion covalente de componentes
GPI con otras proteinas, AChE de Torpedo (Futerman et al., 1985b), Thy-1 (Tse et al.,
1985) y AChE de eritrocitos (Roberts & Rosenberry, 1985).

PROTEINAS QUE UTILIZAN UN GPI COMO ANCLA A LA MEMBRANA

La Tabla 1 muestra algunas de las proteinas que se encuentran ancladas
covalentemente a través de un GPI. Como se puede observar este tipo de anclaje esta
ampliamente distribuido entre diversos organismos eucariotes, desde mamiferos,
insectos, protozoarios, levaduras y plantas.

Las proteinas ancladas de esta forma son funcionalmente diversas, e incluyen
enzimas hidroliticas encontradas en varios tipos de tejido, proteinas involucradas en
interacciones célula-célula, en la regulacion del complemento, en la proteccion e
invasion de parasitos y antigenos y moléculas de adhesion.

Excepto algunas proteinas de granulos secretorios pancreatico y adrenal
(Fouchier ef al, 1988; LeBel & Beattie, 1988), todas las proteinas ancladas por GPI se
encuentran en la cara exterior de la membrana celular.

Es de gran interés el hecho de que este tipo de anclaje es utilizado con mucha
mayor frecuencia por los protozoarios que por los eucariotes superiores. Esto se puede

apreciar en la Tabla 2.
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Tabla 1 - Proteinas con un ancla glicosilfosfatidilinositol.

Proteina

Fuente

Enzimas hidroliticas

Fosfatasa alcalina
5’-nucleotidasa
Acetilcolinesterasa

Fosfodiesterasa alcalina |
proteinasa gp63
Dipeptidasa

proteinasa p76

Lipasa lipoproteica

tejido mamifero, Schistosoma

tejido mamifero

Torpedo organo eléctrico, cerebro de insecto
y células sanguineas de mamiferos,
Schistosoma

tejido de ratas

Leishmania mayor

rifién de cerdo, pulmoén ovino

Plasmodium falciparum

3T3-LI adipocitos

Antigenos de mamiferos

Thy-1

Thy-3

RT-6

MEM-43

Antigenos carcinoembrionarios

cerebro y linfocitos de mamiferos
linfocitos de raton

linfocitos de rata

leucocitos y eritrocitos humanos
células tumorales humanas

Antigenos de protozoarios

Ssp-4

1G7

Glicoproteina variable de superficie (VSG)
Prociclina

Antigenos de superficie

Antigeno de 195 kDa

Receptor transferrinico

P30

Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma brucei
Trypanosoma brucei
Paramecium primaurelia
Plasmodium falciparum
Plasmodium falciparum
Toxoplasma gondii

Interaccion célula-célula

LFA-3
Heparan sulfato proteoglicano

Sitio A de contacto
Fl11

células sanguineas humanas
hepatocitos de ratas
Dictyostelium discoideum
cerebro de pollo

Proteina reguladora del complemento

DAF

células sanguineas humanas
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ESTRUCTURA DE GLICOINOSITOLFOSFOLIPIDOS LIBRES (GIPLs) Y COMO
ANCLAS DE PROTEINAS DE MEMBRANA (GPIs)

El primer glicoconjugado con estructura de glicoinositolfosfolipido que se aisld
de un parasito es el llamado lipopéptidofosfoglicano (LPPG). Este glicolipido
mayoritario de la superficie celular de formas epimastigote de 7. cruzi, fue purificado
(Lederkremer et al., 1976) y su posterior analisis demostrd que tenia un lipido-inositol-
fosfato unido a un glicano (Lederkremer et al., 1978). También se determin6 que el
glicano se encuentra sustituido con acido aminoetilfosfonico (Lederkremer et al., 1985)
y que el lipido es una ceramida (Lederkremer ef al., 1978).

En 1985 se determind que esa estructura de glicoinositolfosfolipido constituia
un nuevo anclaje de glicoproteinas (Ferguson ef al., 1985b). Asi se elucidd la primera
estructura quimica completa, la del ancla de la VSG de Trypanosoma brucei (Ferguson
et al., 1988), a la que siguieron la del antigeno Thy-1 de cerebro de rata (Homans et al.,
1988) y de la AChE de eritrocitos humanos (Roberts ef al., 1988a).

La comparacion de las primeras estructuras determinadas permitié sugerir que
todas las anclas GPI tienen una regidon que se conserva, ‘“‘core”, que puede estar
variablemente sustituida con azicares y 1 o 2 etanolaminas fosfato adicionales (Figura

3).
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5

€ Etanolamina fosfato O Galactosa
@ Manosa @ [nositol
(O Glucosamina e Fosfato
O GalNAc
Figura 3 - Conservacion y variaciéon estructural de las anclas

glicosilfosfatidilinositol. En color se presenta la estructura conservada.

La proteina estd unida al GPI a través del aminoédcido C-terminal. Este
aminoacido varia considerablemente dependiendo de la proteina (Low, 1989a). El
grupo a-carboxilo estd unido al grupo amino de una fosfoetanolamina formando una
unién amida y el hidroxilo de la etanolamina est4 unido por una unién fosfodiester a la
posicion 6 de una manosa. Este residuo de manosa se encuentra en el extremo no
reductor de un glicano constituido por 3 manosas y glucosamina (Figura 4).

La presencia de GIcNH; en lugar de glucosamina N-acetilada (GlcNAc) es una
caracteristica particular de las anclas GPI y se convirtié en un elemento de diagnostico

de este tipo de anclas.
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Esta GIcNH, esta unida glicosidicamente en configuracion a- a la posicion 6 del
myo-inositol en el inositolfosfolipido (IPL) (Ferguson et al., 1988; Schmitz et al.,
1987). En la Figura 4 se observa la estructura en detalle de las anclas GPI.

\

o

b
'O—I|>=O

(:3 +/- acilacién del

inositol

6

6
Manal — 2Manal

+/- fosfato de

I
I
CH;  etanolamina

Figura 4 — Estructura de anclas GPI. Se resalta con color la estructura conservada

Como se puede ver en la Figura 3, la estructura del “core” que conecta el lipido
con la proteina ha sido conservada a lo largo de la evoluciéon mientras que las
ramificaciones no esenciales para el anclaje son altamente variables.

La secuencia del “core” es:

etanolamina-PO,-6Man(al1-2)Man(al1-6)Man(a1-4)GlecNH,(a1-6)Inositol

El tetrasacarido puede estar sustituido por otros azicares de una manera

especifica para especie o estadio (McConville & Ferguson, 1993).
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Se encontraron como sustituyentes del “core”, manosa, glucosa, galactosa, N-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina y acido sialico. Las cadenas laterales mas
elaboradas se encontraron en dos proteinas de T. brucei, la VSG y la proteina acida
repetitiva de formas prociclicas (PARP). El ancla de la VSG estd sustituida con
galactosas (Ferguson et al., 1988), mientras que el ancla de la PARP tiene una cadena
compleja conteniendo N-acetilglucosamina, galactosa y residuos de acido sialico
(Ferguson ef al., 1993). La ramificacién con oligosacarido de a-galactosa encontrada
en la VSG de T. brucei seria unica del trypanosoma Africano (Ferguson, 1991). Se
encontré una unidad de a-Gal sustituyendo la primer manosa del core en la trans-
sialidasa de T. cruzi (Agusti et al., 1998).

La presencia de por lo menos una etanolamina fosfato extra aparentemente seria
una caracteristica de los eucariotes superiores.

Los residuos de a-manosa adicionales son una modificacion, encontrada con
frecuencia, en eucariotes superiores € inferiores.

Como se menciond anteriormente el “core” de GPI también se encontré en
glicolipidos de membrana libres, es decir que no anclan proteinas a la membrana. Estos
glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) son muy abundantes en la superficie celular de
algunos trypanosomatidos. Entre los mejor caracterizados se encuentran el
lipopéptidofosfoglicano (LPPG) de formas epimastigotes de T. cruzi (Lederkremer ef
al., 1990, 1991; Previato et al., 1990) y el lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania
donovani (McConville et al., 1987; Turco et al., 1987, 1989).

La estructura completa del glicano del LPPG de T. cruzi se muestra en la Figura
5 (Previato et al., 1990; Lederkremer et al., 1991). Una caracteristica particular de éste
es la presencia de acido aminoetilfosfonico (Lederkremer ez al., 1985) y de galactosa
furanosica (Lederkremer et al., 1980). Esta ultima determinada por primera vez en un
trypanosomatideo por Lederkremer y col. (1980). En cuanto a la porcidn lipidica, el
lipido encontrado en el LPPG aislado de células en la fase estacionaria de crecimiento
fue una ceramida (Lederkremer et al., 1990), mientras que en la fase logaritmica

también se encontrd alquilacilglicerol (Lederkremer ef al., 1993).
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AIIEP(1-6)
Galfp (1-3)Man o (1-2)Man a. (1-2)Man o (1-6)Man a (1-4)GIcN o (1-6) myolno-1-P-ceramida
GalfB(1-3)

Figura S — Estructura mas abundante del LPPG encontrada en epimastigotes de T. cruzi.

Los lipidos que se han encontrado formando parte de estas anclas son: 1,2-
diacilglicerol (DAG), 1,2-alquilacilglicerol (AAG), los correspondientes lisolipidos
(monoacilglicerol y monoalquilglicerol) y ceramida. Las estructuras de éstos se pueden

observar en la Figura 6.

GLICEROLIPIDOS
Alquilacilglicerol Diacilglicerol
?HZ—O—R CH,-O—CO—R
CH—O0—CO—R ?H—O—CO—R
CH,—-OH CH,-OH
Alquilglicerol Monoacilglicerol
CH;-O—R (|IH2—O—CO—R
C|3H—OH (|JH-—OH
CH,-OH CH,-OH

ESFINGOLIPIDO
Ceramida

CH,—CH—CH—(CH,);4—CH;
Ol TLH éH

b

(?Hz)n

CH,

Figura 6 — Lipidos encontrados formando parte de las anclas GPI.
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La porcion lipidica es altamente variable. Varia la naturaleza del lipido
(glicérido vs ceramida) (Tabla 3), el tipo de enlace de la cadena carbonada (éster vs
éter) y el nimero o largo de las cadenas hidrocarbonadas. En este caso también algunas
de las diferencias son especie especificas mientras que otras dependen del estadio de
desarrollo del organismo (Lederkremer ef al., 1993; Stevens, 1995).

Como se puede ver en la Tabla 3 se ha encontrado DAG en la VSG de T. brucei
y en proteinas de mamifero, monoacilglicerol en la PARP de T. brucei, AAG en anclas
de mamifero, en la gp63 de Leishmania y en el antigeno 1G7 y GIPLs de T. cruzi.

La ceramida se determiné por primera vez en el LPPG de T. cruzi (Lederkremer
et al., 1978) y luego se encontr6 como el lipido mas comun de las anclas de levaduras
(Conzelmann et al., 1992; Fankhauser ef al., 1993) y de Dictyostelium discoideum
(Stadler et al., 1989; Haynes et al., 1993). También se la encontrd en 7. cruzi formando
parte del ancla de la glicoproteina Ssp-4 (Bertello et al., 1996), de la trans-sialidasa
(Agusti et al., 1997) y de las mucinas de formas metaciclicas (Acosta Serrano ef al,
1995). En algunas proteinas de parasito se encontrd lisoalquilglicerol (Couto et al.,

1993), como asi también en el LPG de Leishmania (Turco & Descoteaux, 1992).
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Tabla 3 — Variacion lipidica en las anclas GPI.

ANCLAS CON GLICEROLIPIDO

G

I R3

i

R2 Rj
R1 R2
T. brucei VSG' acil  acil
T. brucei PARP? acil -
L. major PSP’ alquil acil
Leishmania LPG* alquil -
Leishmania GIPLs’ alquil acil
T. cruzi mucinas (epi,trypo)° alquil acil
T. cruzi 1G7’ alquil acil
T. cruzi Tc85® alquil -
T. cruzi GIPLs’ alquil acil
P. falciparum MSP" acil  acil
AchE humana'' alquil acil
DAF humana'? alquil acil
Fosfatasa alcalina (ternero)'® acil  acil

+/-
C14:0
C16:0
ClG:O
+-

ANCLAS CON CERAMIDA
G
I
g ot
HN OH R
=0

T. cruzi Ssp-4'*

7. cruzi SAPA"

T. cruzi mucinas metaciclicas®
T. cruzi LPPG'®

S. cerevisiae’

D. discoideum'®

aniiie riiia e

H/OH
OH

Referencias: 1. Ferguson ef al., 1985; 2. Field et al., 1991, 3. Schneider et al., 1990; 4, Orlandi
& Turco, 1987; 5. Mc Conville & Ferguson, 1993; 6. Acosta Serrano ef al., 1995; Previato et
al., 1995; Camargo ef al., 1997, 7. Heise et al., 1995, 8. Couto ef al., 1993; Abuin ef al., 1996,
9. Lederkremer e al., 1993; 10. Gerold et al., 1996; 11. Roberts et al., 1987; 12. Medof et al.,
1986, 13. Armesto ef al., 1996, 14. Bertello et al., 1996, 15. Agusti et al., 1997, 16.
Lederkremer ef al., 1990; 17. Fankhauser ef al., 1993; 18. Haynes ef al., 1993.
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En la mayoria de las especies aparentemente no habria un requerimiento
especifico rigido de acidos grasos excepto en la VSG de T. brucei donde tinicamente se
encuentra dcido miristico formando parte del fosfatidilinositol.

Un cambio interesante se observa en el lipido de las mucinas de T. cruzi cuando
los epimastigotes se diferencian a trypomastigotes metaciclicos. El ancla GPI de las
mucinas de epimastigotes tienen exclusivamente AAG mientras que mas del 70% de
las mucinas metaciclicas contiene ceramida en su porcion lipidica (Acosta Serrano et
al., 1995). Este cambio en la estructura del lipido puede correlacionarse con la
habilidad de las mucinas de insertarse en la membrana celular del huésped durante la
invasion, ya que el antigeno 1G7, otra glicoproteina metaciclica que contiene AAG
(Heise et al., 1995), permanece unida al parasito (Schenkman et al., 1993).

En la Figura 7 se esquematizan los lipidos caracterizados de anclas de

glicoproteinas en los distintos estadios del ciclo de vida celular del T. cruzi.
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Figura 7 - Representacion esquematica de las estructuras de las anclas GP1 o GIPLs
libres mayoritarios en los distintos estadios del ciclo celular del Trypanosoma cruzi.
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METODOS DE IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE ANCLAS GPI

Las reacciones caracteristicas de las anclas de tipo GPI son:

o Sensibilidad al tratamiento con fosfatidilinositol fosfolipasa C (PI-PLC)

Las PI-PLC mas utilizadas para el estudio de las anclas GPI son las PI-PLCs
bacterianas (lkezawa, 1991) purificadas de Staphylococcus aureus (Low & Finean,
1977a, 1977b; Low, 1981), Bacillus thuringiensis (Taguchi et al., 1980; Low, et al.,
1988) y Bacillus cereus (lkezawa et al.,1976; lkezawa & Taguchi, 1981). Se habia
determinado que estas enzimas tienen especificidad hacia el PI y no otro tipo de
fosfolipidos. Cortan el PI entre el glicerol y el grupo fosfato (Esquema 2).
Lederkremer y col. determinaron que también hidroliza IPC en el LPPG (Lederkremer
et al., 1990).

El tratamiento con PI-PLC elimina la interaccion con la membrana de una
proteina anclada por GPI liberando la proteina en una forma soluble. Una forma de
monitorear esta separacion de la proteina es utilizando una técnica de particiéon en
Triton X-114 (Bordier, 1981).

Algunas anclas tienen también un acido graso adicional acilando el anillo de
inositol. Esta caracteristica descripta primero por el grupo de Rosenberry (Roberts ef
al., 1988a) le confiere al ancla resistencia frente a la hidrélisis con la enzima PI-PLC.
La hidrolisis con PI-PLC involucra la formacidn de un 1,2-inositol fosfato ciclico, por
lo tanto, la acilacion del inositol en el C2 seria la causa de la resistencia a esta enzima.

Esta hidrolisis es el criterio mas comun utilizado para la identificacion de anclas
GPI, pero como las proteinas con anclas GPI resistentes a la PI-PLC no serian
detectadas por este método, un resultado negativo debe interpretarse con cuidado.

También se utiliza ampliamente como método para separar el lipido de la

porcidn oligosacaridica en el analisis estructural de precursores y anclas GPI.
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a Sensibilidad al tratamiento con GPI-PLD

Este tipo de fosfolipasa se purificd de suero humano, de rata y de conejo y de
placenta humana (Davitz ef al., 1987; Low & Prasad, 1988; Malik & Low, 1986). Esta
enzima corta entre el inositol y el grupo fosfato de los GPI pero no tiene actividad
hacia el PI u otros fosfolipidos (Esquema 2). Es GPI-especifica. Se determind que el
LPPG de T. cruzi es hidrolizado por la PLD de plasma sanguineo de rata con

formacion de ceramida fosfato (Lederkremer et al., 1996).

O—Glicano
HO
6
O—I"—O—Lipido
OHOH OH
0 0—Glicano 0O—Glicano
HO—II’—OH HO ____ GPI-PLD PI.PLC _ HO
D Y
L OH 0
e OHOH OHO-\
-
OH
Esquema 2

o Tratamiento con acido nitroso

La desaminacion con acido nitroso es especifica para hexosaminas no N-
acetiladas y es qtil para separar el glicano de la porcion lipidica en anclas resistentes a
la hidroélisis con PI-PLC. Dado que la presencia de GlcNH, es muy poco comin en
otros glicoconjugados, la sensibilidad al HNO, puede utilizarse como un método
diagnostico de anclas GPI (Ferguson & Williams, 1988).

La reduccién con NaB’H, luego del tratamiento con HNO, es una forma

conveniente de introducir una marca radioactiva en el glicano (Esquema 3).




HO
CH,OH OH—OH CHOH HO
or—o —O0 HNO, 0 OM—OH
o/ —_— o
OH M=o HO .
Glcano—O A GLICANO—O  CHO \1{>:o
NH, -
lNaB’fL1 °
CH,0H
0O
0O
GLICANO—O  CHHOH
Esquema 3
a Deteccion del determinante de reaccion cruzada (“cross-reacting
determinant”, CRD)

El determinante conocido como CRD queda expuesto cuando la proteina se
convierte a su forma soluble por tratamiento con PI-PLC. La deteccion de éste en una
proteina es un criterio Util para diagnosticar la presencia de un ancla GPIL.

Inyectando VSG soluble en conejos se generan anticuerpos anti-CRD que
pueden ser utilizados en técnicas de Western blott con distintas protcinas. El suero anti-
CRD reconoce una mezcla de epitopes (Figura 8).

Estudios sobre la naturaleza quimica de este CRD sugieren que estarian

involucrados el inositol-1,2-fosfato ciclico, la glucosamina no N-acetilada y la cadena
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de galactosas. El principal epitope seria el inositol fosfato ciclico (Zamze et al., 1988;
Shak et al., 1988) porcidon que esta presente en todas las anclas GPI tratadas con PI-
PLC.

La importancia de la GIcNH; y/o el inositolfosfato ciclico se demostrd por la
pérdida de antigenicidad luego de la desaminacién con HNO, y por N-acetilacion
(Holder, 1983; Zamze et al., 1988). Para que haya actividad CRD completa el fosfato
tiene que estar en la forma inositol-1,2-ciclica ya que la hidrélisis acida suave que
rompe el fosfato ciclico causa una reduccion sustancial de la antigenicidad. La

degradacion de las anclas GPI con GPI-PLD o HF no expone el CRD.

P

Figura 8 — Epitopes constituyentes del determinante de reactividad cruzada (CRD)
propuestos para el ancla de la VSG de T. brucei.

A - El fosfato ciclico y la glucosamina no acilada.

B - El fosfato ciclico y la ramificacion de galactosas.

C - La ramificacion de galactosas y el puente de fosfato de etanolamina entre el glicano y la
proteina.
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Otras técnicas utilizadas son:

o Hidrdlisis quimicas y enzimatica

v" Se utilizan proteasas para scparar la proteina del ancla GPI (pronasa, tripsina y
papaina).

v La remocion de grupos fosfato se realiza por tratamiento con HF acuoso a 0°C
evitando de esta forma la hidrdlisis de uniones glicosidicas.

v' La digestion con exoglicosidasas cspecificas produce cambios en el tamafio del
glicano que pueden monitorearse por métodos cromatograficos (Biogel P4,
DIONEX). La secuenciacion con glicosidasas especificas y posterior metilacion y

analisis por CGL permite definir los tipos de unién entre los azucares.

v Marcaciones biosintéticas

Las células pueden marcarse metabdlicamente con componentes del ancla como
[*H]-4cidos grasos, [*H]-myo-inositol, [*H]-glucosamina o [’H]-etanolamina. La
proteina de interés se inmunoprecipita y se analiza por electroforesis en gel de
poliacrilamida.

El inconveniente dc esta técnica seria la falta de selectividad de la marcacion
radioactiva; por lo tanto, para brindar evidencia de la presencia de anclas GPI, debe
acompafiarse con la deteccion de estos componentes diagndsticos por andlisis

especificos quimicos y enzimaticos.
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BIOSINTESIS DE ANCLAS GP1

La alta conservacion del “core” EtNP-6Manal-2Manal-6Manoal-4GlcNal-
6myo-Inositol-1-P-lipido en todas las proteinas ancladas a la membrana por GPI
sugiere también la existencia de una cierta conservacion en la maquinaria biosintética.

El Trypanosoma brucei se utiliz6 para desarrollar los primeros sistemas libres de
células que sirvieron para delinear la ruta biosintética de los GPI (Masterson et al.,
1989). Estos sistemas de membranas se¢ adaptaron a una variedad de organismos
incluyendo células de mamifero y levaduras (Hirose ef al., 1992; Puoti & Conzelmann,
1993; Costello & Orlean, 1992; Canivenc-Gansel et al., 1998; Sutterlin, et al.,1998).

Una vez que el polipéptido atraviesa la membrana del reticulo endoplasmico
(RE), la adicién del GPI ocurre en 1-5 minutos (Bangs ef al., 1985; Ferguson et al.,
1986; Krakow et al., 1986; Conzclmann et al., 1987; Takami ef al., 1988). Esta rapidez
con que se une el ancla a la proteina sugirid6 un modelo biosintético en el que la
proteina se une en bloque a un precursor GPl preformado, en lugar de que los
componentes individuales del ancla sc unan a la proteina en distintos pasos.

La adicion del ancla es similar a una reaccion de transamidacion donde el NH,
de la etanolamina ataca nucleofilicamente a la unidn peptidica desplazando el péptido
C-terminal, predominantemente hidrofébico, que actia como seiial (Gerber et al.,
1992).

El estudio de los distintos pasos de la biosintesis de GPI permiti6 elucidar la
secuencia de reacciones y la mayoria de los donantes endogenos de los distintos
componentes del ancla. Esto ha resultado de gran importancia ya que permitid
encontrar diferencias significativas entre las distintas cspecies. Los pasos especificos
de la biosintesis de GPI se han identificado como blancos potenciales para desarrollar

agentes antiparasitarios y antifungicos.
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Biosintesis de N-acetilglucosaminil-PI
En la primera reaccién de la biosintesis de los GPI la GIcNAc es transferida

desde UDP-GlcNAc al Pl para formar N-acetylglucosaminil-PI (GIcNAc-PI).

HO
OH UDP-GleNAc ~ UPP H2COH
HO OH g
0

|
O=F|’—Lipido O P L|p|do
OH

Esta reaccidn fue estudiada en sistcmas libres de células utilizando membranas
de Trypanosoma brucei (Masterson et al., 1989; Doering et al., 1989; Menon et al.,
1990a, 1990b), lisados de células de mamifero (Stevens & Raetz, 1991; Hirose et al.,
1991) y membranas de levaduras (Costello & Orlean, 1992).

En estos ensayos la [’H]-GIcNAc es transferida desde un donante soluble en
agua a un sustrato proporcionado por las membranas, el PI. Las membranas a su vez
también contienen la actividad enzimatica que cataliza la reaccion. De esta forma se
obtiene un producto soluble en cloroformo (GlcNAc-PI).

La actividad biosintética para GIcNAc-PI en células de mamifero y en
Trypanosoma brucei reside en la cara citoplasmatica del RE (Vidugiriene & Menon,
1993, 1994).

En células de mamifero esta simple reaccion necesita de por lo menos cuatro
proteinas que forman un complejo en la membrana del RE (Watanabe et al., 1996,
1998). En células de mamifero también se observé que hay un metabolismo
significativo de UDP-GIcNAc a productos no-GPI que disminuye la cantidad de
sustrato disponible para la biosintesis de GIcNAc-PI (Stevens, 1993). Esta competencia
no ocurre en membranas de T. brucei (Menon et al., 1990a).

Curiosamente las porciones lipidicas de muchos GPIs son distintas del conjunto

de PI mayoritario de la misma molécula. Los distintos lipidos pueden ser adquiridos
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como resultado de la seleccion inicial de un subconjunto de especies molcculares del PI
celular o por remodelamiento lipidico anterior o posterior a la unidn a la proteina.

Por ejemplo, una proporcion significativa de GlcNH,/GIcNAc-PI en células
animales esta formada por alquilacil-PIs que también predominan en los GPIs unidos a
la proteina pero que sélo dan cuenta de 1-5% del total de los PI (Butikofer et al., 1992).

Un ejemplo extremo de selcccion de Pls ocurre en Leishmania mexicana donde
sélo alquilacil-Pls con cadenas alquilicas largas (C,4.9, Cy6.0) Se incorporan a los GPIs
unidos a proteinas. Estas especies molecularcs representan menos del 1% del conjunto
total de PI, pero estan ya altamente enriquecidos en los primeros intermediarios GPI
(Ralton & McConville, 1998). Esta incorporacion selectiva de especies moleculares de
PI puede ocurrir si la UDP-GIcNAc-P1 GlcNAc transferasa tiene una especificidad de
sustrato definida para especics moleculares de PI.

El remodelamiento lipidico se discutira mas adelante en este capitulo.

Des-/V-acetilacion de GlcNAc-PI
En la segunda reaccion de la biosintesis de GPI, el grupo N-acetilo de la
GIcNAc-PI es removido para formar GlcNH,-PI. Esta desacetilaciéon fue primero

demostrada en membranas de T. brucei (Doering et al., 1989).

HZCOH OH H2COH OH
5 OH _Z, OH

I |
O=llD Lipido O= l? Lipido

Ac

La formacién de GIcNH;-PI ocurre a partir de GIcNAc-PI y no por transferencia
directa de GIcNH, desde UDP-GIcNH, al PI. Esto se establecié demostrando que el
intermediario N-acetilado era el primero en formarse y que la adicion de niveles
elevados de UDP-GIcNH; no afectaba los niveles de sintesis dc los precursores GPI

conteniendo manosa.
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La GlcNAc-PI des-N-acetilasa es una de las pocas enzimas de la biosintesis de
GPIs que fue parcialmente purificada de membranas de T. brucei y caracterizada
bioquimicamente (Milne et al., 1994). Recientemente se clondé el gen de rata
correspondiente a esta enzima y se identificaron sus homdlogos en levadura y humanos
(Nakamura et al., 1997).

Estudios realizados utilizando una serie de analogos permitieron caracterizar la
enzima de T. brucei (Cottaz et al., 1995). Sustratos analogos sin acidos grasos fueron
pobremente des-N-acetilados y no resultaron inhibidores de la enzima, indicando que la
porcidn lipidica es importante para la presentacion del sustrato. Analogos sin la porcion
del glicerofosfato tampoco fueron sustratos ni inhibidores de la des-N-acetilasa. El
enlace fosfodiéster entre el inositol y el glicano es esencial para el reconocimiento
enzimatico.

La enzima aparentemente no tendria especificidad por las configuraciones de los
hidroxilos del C2 al CS5 del inositol ya que el D-myo-inositol puede ser reemplazado
por L-myo-inositol sin pérdida de reconocimiento del sustrato (Stevens, 1995).

GIcNH,-PI es sélo un inhibidor débil de la des-N-acetilacion. Esto sugiere que la
inhibicién de esta reaccion por el producto final no juega un rol en la regulacion de la
biosintesis de los GPIs en T. brucei.

También se analizé la especificidad de sustrato respecto al tamaiio del grupo N-
acilo (R) que puede hidrolizarse de una serie de sustratos GIcNR-PI. Las enzimas dc
trypanosoma y humana son activas cuando el R es acetilo o propionilo, pero la
actividad es mucho menor cuando R es butirilo, isobutirilo, pentanoilo o hexanoilo
(Sharma et al., 1997).

Este grupo de investigadores también demostré que las GlcNAc-PI manosiladas
no son sustratos para estas enzimas lo que demuestra que la des-N-acetilacion debe
preceder a la manosilacion en la biosintesis de GPI.

Utilizando sustratos con sustituyentes O-alquilo en la posicion 2 del mositol se
encontraron diferencias entre la enzima de trypanosoma y la humana (Sharma et al.,

1999). La enzima humana sélo actu6 sobre GIcNAc-(2-O-metil)PI mientras que la de
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trypanosoma también actud sobre GIcNAc-(2-O-octil)PI y GlcNAc-P(L)I. Estas
diferencias en la especificidad de sustrato sugieren que es posible disefiar inhibidores

especificos para la des-N-acetilasa de parasito, que tengan potencial terapéutico.

Adicién de manosas
Luego de la des-N-acetilacion de GIcNAc-PI el “core” del GPI se extiende con

la adicion de tres manosas.
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Una de las mayores diferencias en la ruta biosintética entre el parasito y los
mamiferos es el orden relativo de la acilaciéon del inositol y la manosilacion de
GIcNH,-PI (Figura 9).

En T. brucei, GIcNH,-PI es el sustrato para la manosilacion (Masterson et al.,
1989; Menon ef al., 1990a), mientras que en levaduras (Costello & Orlean, 1992) y
células de mamifero (Urakaze et al., 1992; Stevens & Zhang, 1994; Smith et al., 1997,
Doerrler et al., 1996) un acido graso debe acilar al anillo de inositol antes de que
puedan adicionarse las manosas. Por lo tanto, GIcNH,-(acil)PI es el sustrato para la
adicion de manosas en estas especies.

La adicién se produce en forma secuencial y no por transferencia de un “core”
de manosas preformado. La primer manosa se adiciona a la GIcNH; en una unién a1-4,
la segunda se une a.1-6 a la primera y la tercera se une a1-2 a la segunda.

En T. brucei, como era de esperar, ManGIcNH,-PI es el sustrato para la adicion
de la segunda manosa y Man,GIcNH,-PI es el sustrato para la adicién de la tercera
manosa. En células de mamifero el mecanismo seria mas complicado. Aparentemente
un residuo de etanolamina-fosfato (EtNP) se unc a la primera manosa antes de que se

unan la segunda y tercera manosas (Figura 9).
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Las manosas del “core” del GPI pueden marcarse radioactivamente agregando
GDP-[3H]manosa a membranas de T. brucei (Masterson et al., 1989; Menon et al.,
1990b), sin embargo, el donante endogeno es el dolicol-fosfato-manosa (Dol-P-Man)
(DeGasperi ef al., 1990; Menon et al., 1990b; Orlean, 1990; Singh & Tartakoft, 1991).

Dado que distintos sustratos y distintas uniones son utilizadas para cada una de
las tres manosas probablemente tres manosiltransferasas diferentes catalicen estas
reacciones.

La manosamina inhibe la biosintesis de GPI en células de mamifero (Lisanti et
al., 1991; Pan et al., 1992), en Trypanosoma brucei (Lisanti et al., 1991; Ralton et al.,
1993) y en Leishmania (Field et al., 1993). La manosamina se incorporaria en el GPI
predominantemente en la posicion de la segunda manosa. De esta forma queda un
grupo NHj; en el lugar del OH aceptor de la tercera manosa. Asi se inhibe la accion de

la tercera manosiltransferasa bloqueando la biosintesis.

Adicion de etanolaminafosfato

La biosintesis del core del GPI se completa con la adiciéon de EtNP al OH en
posicién 6 de la tercera manosa. Esta EtN actua como puente entre la manosa y el
aminoacido COOH terminal de la proteina. El donante endégeno en levaduras (Menon
& Stevens, 1992) y en T. brucei (Menon et al., 1993) es la fosfatidiletanolamina.

Esta reaccion en T. brucei es inhibida tanto in vivo como in vitro por el fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y el di-isopropilfluorofosfato (Masterson & Ferguson,
1991). Esto sugiere que la fosfoetanolamina transferasa tiene un residuo de serina en el

sitio activo.
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T. brucei Mamiferos
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Figura 9 — Biosintesis de GPI en formas sanguineas de T. brucei (A) y en células

‘ ‘ I fosfato de etanolamina %l fosfatidilinositol

de mamifero (B). (MT, manosiltransferasa; Acil-T, aciltransferasa; Ino des-Ac, inositol

desacilasa)
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Caracteristicas de la biosintesis de GPI en distintos organismos
Remodelacion del acido graso

Reacciones de remodelamiento lipidico llevan a mayores cambios en la
composicion del lipido final de los GPIs libres o unidos a proteina. El caso mas
estudiado es el del ancla de la glicoproteina VSG de T. brucei que tiene exclusivamente
acido miristico unido en las posiciones sn-1 y sn-2 del glicerol (Ferguson et al., 1985a,
1985b).

A pesar de esto el GPI es inicialmente sintetizado con acido estearico en la
posicion sn-1 y una mezcla de acidos grasos que incluyen el 18:0, 18:1, 20:4 y 22:6 en
la posicién sn-2 (Doering ef al., 1994). Esto hace que el acido graso deba ser removido
y reemplazado por miristico.

Este proceso, llamado remodelacién del 4cido graso fue estudiado utilizando un
sistema de membranas libre de células (Masterson et al., 1990; Morita et al., 2000). El
remodelamiento ocurre mediante un reemplazo secuencial por miristico de los acidos
grasos, primero el de la posicion sn-2 y luego el de la sn-1 (Figura 10). El donante de
acido graso es la miristoil-CoA.

Durante este remodelamiento, el GPI siempre retiene por lo menos un acido
graso para poder mantenerse asociado a la membrana. El glicolipido que es
normalmente sustrato para esta remodelacion es el GPI que contiene la
fosfoetanolamina (Masterson et al, 1990). Sin embargo cuando la adicion de la
fosfoetanolamina estd bloqueada por la presencia de PMSF el intermediario
Man;GIcNH,-PI que se acumula puede sufrir remodelacién in vivo (Guther ef al.,
1994).

También se ha descripto un proceso similar al remodelamiento llamado
intercambio de miristico (Buxbaum et al., 1994, 1996). Durante este proceso los acidos
miristicos del ancla GPI de la VSG son intercambiados por nuevos acidos miristicos
suministrados por la miristoil-CoA. Este intercambio se cree que ocurriria en un

compartimento celular diferente al del remodelamiento y aunque su funcidn no esta
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aun clara, seria un mecanismo de reconfirmacion para asegurarse la exclusividad del
dimiristoilglicerol en el ancla de la VSG.

Este tipo de remodelacion miristico-especifica se describié también en
Leishmania donde acidos grasos de cadena larga en la posicion sn-2 del sn-1-alquil-2-
acil-PI son reemplazados por miristico (Ralton & McConville, 1998).

Varios andlogos del acido miristico resultaron toxicos para el 7. brucei (Doering
et al., 1991, 1994) y dado que los huéspedes de este parasito no tienen requerimiento
de acido miristico, las enzimas involucradas en la remodelacion del acido graso o en el

intercambio de miristico son blancos posibles para la quimioterapia antitrypanosoma.
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Figura 10 — Mecanismo de miristoilaciéon del GPI por remodelamiento del 4cido graso.
La flecha discontinua indica un paso ineficiente o que puede no ocurrir. La reaccion indicada
por un signo de pregunta puede ser ineficiente pero su contribucion exacta debe ser clarificada.
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Intercambio de glicerolipido por esfingolipido

Este es otro tipo de remodeclacion lipidica que involucra el reemplazo de un
glicerolipido por ceramida. Esto ocurre en la mayoria de las proteinas ancladas por GPI
en levaduras y podria ser también importante en T. cruzi (Lederkremer et al., 1993;
Heise et al., 1996).

En levaduras, se mencioné anteriormente que la mayoria de las proteinas
ancladas por GPI tienen ceramida en su porcion lipidica. En contraste con esto los
precursores son completamente sensibles al alcali suave, lo cual indica que hay una
reaccion de intercambio en la cual el glicerolipido es reemplazado por una ceramida
(Conzelmann et al., 1992). Esta reaccion ocurre en el RE luego de la transferencia del
glicolipido a la proteina, pero a su vez esa ceramida puede ser intercambiada por otra
en el aparato de Golgi (Sipos ef al., 1994, 1997; Reggiori et al., 1997; Reggiori &
Conzelmann, 1998). La razén del reemplazo del glicerolipido por la ceramida en

levaduras es desconocida.

Acilacion del inositol

El rol de la acilacion del inositol (esterificacion del grupo OH en posicion 2 del
inositol con un acido graso) en la biosintesis de GPI no se conoce. No es un paso
esencial en todos los organismos ya que por ejemplo en Leishmania aparentemente no
ocurre (Smith ez al., 1997; Ralton & McConville, 1998). Mas aun, en muchos casos el
GPI final que ancla la proteina no esta acilado.

En T. brucei el ancla de la VSG es completamente sensible al tratamiento con
PI-PLC, sin embargo, se han detectado y caracterizado precursores acilados en el
inositol (Mayor ef al., 1990a; Masterson ef al., 1989; Menon et al., 1990a; Krakow et
al., 1989). El mayoritario llamado P3 o glicolipido C tiene todos los componentes del
“core” y puede ser transferido a la VSG cn un sistema de membranas (Mayor ef al.,
1991). Algunos autores especulan que cste glicolipido es utilizado como reservorio del
GPI en exceso que puede, si es necesario, movilizarse para unirse a la proteina previa

desacilacion (Guther et al., 1994).
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La mayoria de los intermediarios GPl de T. brucei sanguineos estan en un
equilibrio dinamico entre la forma acilada y desacilada del inositol por accién de una
inositolaciltransferasa sensible a PMSF y una inositol desacilasa sensible a
diisopropilfluorofosfato (Figura 9).

En varios protozoarios (7. brucei, Leishmania spp, Toxoplasma gondii), la
acilacion del inositol no es un requerimiento para la adicion del primer residuo de
manosa pero ocurre en intermediarios manosilados posteriores. (Guther et al., 1994;
Guther & Ferguson, 1995, Hilley et al., 1999).

En T. brucei esta reaccion es independiente de ATP y CoA como cofactores
(Guther & Ferguson, 1995).

En este organismo la acilacion del inositol es necesaria para una adicidn
eficiente del puente de EtNP y la desacilaciéon es esencial para las reacciones de
remodelacion del acido graso (Guther ef al., 1994; Guther & Ferguson, 1995). Dada la
importancia del remodelamiento de 4cido graso en T. brucei y la naturaleza esencial de
la EtNP para la adicion del GPI a la proteina, ambas enzimas, la inositolaciltransferasa
y la desacilasa son potenciales blancos terapéuticos.

En levaduras, la mayoria de los intermediarios GPI estan acilados en el inositol
(Sipos et al., 1994) y esta reacciéon también fue estudiada en estos organismos
utilizando un sistema de membranas libre de células (Costello & Orlean, 1992). A
diferencia de lo que ocurre en Trypanosoma brucei, en levaduras, el acilo se une al
segundo intermediario del camino biosintético, GIcNH,-PI.

Esta reaccion es estimulada cuando se agregan a la incubacion ATP y CoA,
sugiriendo que el donante del grupo acilo es en este caso, una acil-CoA.

En levaduras defectuosas en la sintesis de Dol-P-Man se acumula el
intermediario GlcNH,-(acil)PI (Orlean, 1990), lo que indicaria que es un intermediario
obligado en la ruta biosintética (Costello & Orlean, 1992).

En células de mamifero la mayoria de los precursores que contienen manosa
tienen este grupo acilo extra (Puoti et al., 1991; Kamitani et al., 1992; Hirose et al.,

1992; Puoti & Conzelmann, 1992, 1993). En las células de mamifero, al igual que en
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las levaduras, la acilacion de GIcNH,-PI es el tercer paso obligado en la biosintesis de
GPI (Urakaze et al.,, 1992), y pareceria ser esencial para el siguiente paso de
manosilacion (Smith et al., 1997).

Los precursores GPI maduros con el inositol acilado se adicionan a la proteina,
y en muchos casos luego de esta transferencia, el acido graso es inmediatamente
removido del inositol, en el RE (Stpos et al., 1994; Chen et al., 1998).

Esta acilacion es estimulada por CoA en ausencia de ATP, cofactor esencial
para la sintesis de acil-CoA. Esto indicaria que CoA libre es un efector endogeno de
esta reaccion y el grupo acilo derivaria de un fosfolipido. Se ha propuesto que el tercer
paso de la biosintesis de GPI en mamiferos es catalizado por una transacilasa CoA-
dependiente (Stevens & Zhang, 1994).

La acilacion del inositol involucra los mismo sustratos (GlcNH,-PI) pero
distintos donantes del acilo en levaduras (acil-CoA) y en mamiferos (fosfolipido). En
T. brucei y en células de mamifero difiere el sustrato para la acilacion mientras que el
donante del acilo podria ser el mismo.

Los acidos grasos transferidos al inositol son mas heterogéneos en T. brucei que
en células de mamifero (Guther ef al., 1996). Este es generalmente 4cido palmitico
(Mayor et al., 1990b) que provendria de un fosfolipido (Field e al., 1991).

La enzima que cataliza la acilacion del inositol en el parasito es inhibida por el
PMSF (Guther et al., 1994) mientras que no ocurre lo mismo en mamiferos (Stevens &
Zhang, 1994), indicando que existe una importante diferencia en los sistemas

responsables de esta reaccion.

Adicion de fosfoetanolaminas extras

En células de mamifero muchos de los intermediarios detectados que contienen
manosa tienen fosfoetanolaminas extras unidas al “core” (Puoti ef al., 1991; Kamitani
et al., 1992; Hirose et al., 1992; Puoti & Conzelmann, 1992, 1993). Probablemente una
fosfoetanolamina se une al intermediario ManGIlcNH,-(acil)PI antes que las otras dos

manosas. Luego se uniria a la tercera manosa, la fosfoetanolamina que hace de puente
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con la proteina y por ultimo una tercera fosfoetanolamina se une a la segunda manosa
del “core” (Figura 9).

El donante y el tipo de unidn de las fosfoetanolaminas unidas a las dos primeras
manosas todavia no se conocen. Algunos de estos residuos de EtNP extra pueden ser
removidos luego de la unidn del GPI a la proteina o bicn estos GPIs libres modificados
pueden ser productos finales o precursores en exceso que no son utilizados como
anclas (Canivenc-Gansel ef al., 1998).

Recicntemente se cncontro estas EtNP adicionales en levaduras (Canivenc-
Gansel et al., 1998; Sutterlin ef al., 1998; Benachour et al., 1999). T. brucei y otros
organismos protozoarios como Leishmania y Plasmodium falciparum no expresan

EtNP adicionales en las manosas primera y segunda.

Regulacion de la biosintesis del GPI

En T. brucei sanguineos una inhibicién del 90% de la biosintesis de GPI no
afecta la transferencia del glicolipido a la VSG (Masterson & Ferguson, 1991; Ralton
et al., 1993). De acuerdo a esto el GPI es aparentemente sintetizado 5 a 10 veces en
exceso de lo que se necesita para el anclaje de proteinas.

La segunda reaccion de la biosintesis de GPI, la desacetilacion de GIcNAc-PI es
estimulada in vitro por GTP en células de mamifero (Stevens, 1993). Esta estimulacion
podria reflejar un mecanismo de regulacion que involucre una proteina de union a GTP
y no se podria descartar la hidrélisis de éste como requerimiento de energia (Stevens,

1995).
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FUNCION DE LAS ANCLAS GPI

La funcidon fundamental de la mayoria de las anclas GPI es mantener la
asociacion estable de la proteina con la bicapa lipidica. El GPI es una forma de anclaje
eficiente y estable comparable con un dominio polipeptidico hidrofébico.

La utilizacion de un ancla GPI le confiere a la proteina nuevas propiedades
fisico-quimicas dado que la interaccion entre la proteina y la bicapa lipidica esta

restringida a la cara externa de la membrana. Entre ellas podemos mencionar:

a Mayor movilidad

Moléculas ancladas por proteina normalmente presentan muy baja velocidad de
difusion o estan inmdviles en la bicapa. Esto probablemente se deba a interacciones del
dominio citoplasmatico con otras moléculas de membrana o componentes del
citoesqueleto (Jacobson ef al, 1987). Las moléculas ancladas por GPI poseen una

mayor movilidad lateral en la bicapa, de manera mas semejante a la de los lipidos.

o Liberacion de proteinas

La presencia de un ancla GPI permite la liberacion selectiva de algunas
proteinas de superficie via la accién de fosfolipasas especificas. Este podria ser un
mecanismo de regulacion de la expresion proteica en la superficie celular ya que puede
ser controlado por modificaciones especificas de la estructura basica del ancla.

Estas modificaciones pueden determinar, no sélo qué proteina es potencialmente
hidrolizable, sino también, el tipo de fosfolipasa que Ilevaria a cabo esa degradacion.
Esta es una propiedad importante de los GPl que los distingue de un anclaje
polipeptidico, donde seria mas dificil regular la liberacion mediada por proteasas (Low,
1989b).

Muchas proteinas ancladas por GPI estan comprometidas en la adhesion célula-
célula. En estos casos la degradacion del ancla seria un mecanismo util para romper las

interacciones entre las células.
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Para algunas enzimas, el cambio drastico en su relacion con la bicapa lipidica
producido por la degradacién del ancla, podria aumentar la actividad o cambiar la
especificidad como resultado de la alteracidn de la accesibilidad del sitio activo.

En T. cruzi hay evidencias de que se produce una liberaciéon de proteinas al
medio por accidén de una fosfolipasa enddgena, por ejemplo, del antigeno de formas
amastigote Ssp-4 (Andrews et al., 1988) y de la familia de trans-sialidasa/sialidasas
(Rosenberg et al., 1991; Hall er al., 1992). Recientemente se determiné que mucinas
recombinantes, ancladas por GPI, se liberan activamente al medio (Pollevick er al.,
2000).

a Comunicacion celular

Proteinas ancladas por GPI estan involucradas en la transduccion de sefiales de
activacion a través de la membrana, y pueden actuar como fuentes de segundos
mensajeros (Low, 1989b).

Simultaneamente con la liberacion de la proteina hay una produccidn de lipidos
bioldgicamente activos como el 1,2-diacilglicerol, el acido fosfatidico y la ceramida
que pueden atravesar la membrana plasmatica y afectar el metabolismo intracelular.

La hidrolisis de GPI también conduce a la formacién de inositolfosfoglicanos
(IPG) que afectan enzimas y caminos metabdlicos claves. Los IPGs estimulan la
sintesis de glucogeno, la glicdlisis, la lipogénesis, el transporte de aminoacidos y la
sintesis de proteinas (Brodbeck, 1998).

Las dos enzimas responsables de la generacion de estos segundos mensajeros
son la glicosilfosfatidilinositol fosfolipasa C (GPI-PLC) y la GPI-PLD. La hidrdlisis de
GPI por acciéon de la PI-PLC lleva a la formacion de un producto hidrofébico, un
glicerolipido o una ceramida, y el glicano hidrofilico con el residuo de inositol terminal
con un fosfodiéster ciclico. Los productos de hidrélisis producidos por la GPI-PLD son

acido fosfatidico y el correspondiente glicano hidrofilico.
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Funciones especializadas en parasitos protozoarios

En parasitos protozoarios las anclas GPI son la forma predominante de anclaje
por su capacidad de aislar proteinas con funciones puramente extracelulares (como
proteasas) del interior de la célula (McConville & Ferguson, 1993).

También permiten lograr un alto grado de empaquetamiento de la proteina sin
comprometer el espacio para la inclusion de transportadores de nutrientes. Este es el
caso de la VSG de T. brucei donde 10 millones de copias de ésta pueden ocupar la
superficie celular (McConville & Ferguson, 1993).

Ademas, los GPI pueden ser modificados con cadenas laterales complejas de

oligosacaridos para formar estructuras de glicocalix (McConville & Ferguson, 1993).
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FOSFOLIPASAS Y SENALIZACION CELULAR

Las fosfolipasas son una serie de enzimas diversas disefiadas para el catabolismo
de los fosfoliptdos. Como tales, juegan roles criticos en la generacién de derivados
lipidicos que actian como segundos mensajeros. Estas se clasifican de acuerdo a la

union éster del fosfolipido que hidrolizan (Figura 11).
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Figura 11 - Reacciones catalizadas por fosfolipasas A, A;, Cy D.
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FOSFATIDILINOSITOL-FOSFOLIPASAS C (PI-PLC)

Las fosfatidilinositol fosfolipasas C (PI-PLC) especificas fueron extensamente
estudiadas a la luz de su rol central en eventos de transduccion de sefiales (Rhee ef al.,
1989; Meldrum et al., 1991).

Fosfatidilinositol fosfolipasas C especificas de origen bacteriano

PI-PLCs son producidas por diversas bacterias entre ellas Staphylococcus
aureus (Doery et al., 1965), Clostridium novyi (Taguchi & lkezawa, 1978), Bacillus
cereus (Slein & Logan, 1965) y Bacillus thuringiensis (Taguchi et al., 1980) en
cantidades relativamente elevadas. Estas enzimas resultaron de gran utilidad ya que, a
diferencia de sus analogas de mamifero, son capaces de hidrolizar las anclas
glicosilfosfatidilinositol de membrana. Esto hizo que se las utilizara ampliamente en el
estudio de anclas GPI.

Las PI-PLC bacterianas degradan PI originando un lipido neutro e inositol-1,2-
fosfato ciclico que lentamente se convierte en inositol-1-fosfato (Ikezawa, 1991). Son
capaces de hidrolizar PI, lysoPI, proteinas ancladas por GPI y sus precursores, pero
otros fosfolipidos como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
esfingomielina y PI-fosforilados no son reconocidos como sustratos (lkezawa et al.,
1976; Low & Finean, 1976; Low & Finean, 1977b; Taguchi et al., 1980; Griffith et al.,
1991). Lederkremer y col. (1990) demostraron que la enzima de B. thuringiensis
hidroliza también estructuras analogas a GPI pero conteniendo ceramida como lipido.

Las PI-PLCs bacterianas no son metaloenzimas como las de mamifero ya que no
son inhibidas por agentes quelantes como el EDTA vy la o-fenantrolina. Son inhibidores
los iones metalicos divalentes como el Ca**, Mg®, Zn?* y Mn?*, concentraciones de
NaCl o KCI mayores a 0,1M y el p-cloromercuribenzoato. El detergente desoxicolato
de sodio estimula la actividad de estas enzimas en bajas concentraciones (Ikezawa et
al., 1976; Low & Finean, 1976; Taguchi & lkezawa, 1978; Sundler et al., 1978;
Taguchi et al., 1980).



Fosfolipasas y serializacion celular Introduccion 50

La observacion de que estas enzimas podian liberar ciertas proteinas dc
membrana de la superficie celular (lkezawa & Taguchi, 1981; Low, 1981), llevé a la
identificacion estructural de las anclas GPI (Low et al., 1986; Ferguson ef al., 1988).
Algunas PI-PLC bacterianas fueron caracterizadas en términos de su habilidad para
hidrolizar PI y GPI (Low et al., 1988; Stieger & Brodbeck, 1991) convirtiéndose como
se dijo anteriormente en herramientas muy valiosas en el estudio de estas anclas
(Hirose et al., 1995).

Glicosil-fosfatidilinositol fosfolipasa C de T. brucei (GPI-PLC)

El Trypanosoma brucei posee una enzima que hidroliza, durante la lisis celular,
la unién fosfodiéster de la VSG de membrana, liberando dimiristoilglicerol y la
proteina en forma soluble (Ferguson et al., 1985a, 1985b; Jackson & Voorheis, 1985).
La enzima fue purificada y caracterizada por tres grupos de investigadores (Biillow &
Overath, 1986, Hereld, et al., 1986; Fox, et al., 1986) quienes demostraron su alta
especificidad hacia el glicolipido de la VSG y algunos intermediarios biosintéticos.

Esta enzima de masa molecular relativa 39 000 estd asociada a la cara
citoplasmatica de membranas intracelulares del trypanosoma (Biilow et al., 1989) y su
solubilizacion requiere el uso de detergentes. Es inhibida por iones metalicos como el
Zn**y el Hg?* y por el acido p-cloro-mercurifenilsulfonico (p-CMPS), mientras que el
ditiotreitol (DTT), agente reductor de grupos tioles, estimula su actividad.

En forma andloga a las PI-PLCs bacterianas pero a diferencia de las fosfolipasas
de mamiferos esta enzima no requicre de iones Ca’* para su actividad (Billow &
Overath, 1986; Hereld et al., 1986; Fox ef al., 1986).

A pesar de que se describid el requerimiento del glicano para la actividad de esta
enzima, utilizando distintos glicanos sintéticos (Morris ef al., 1995); Biitikofer y col.
(1996) demostraron que el fosfatidilinositol también cs hidrolizado por esta enzima si

se utilizan las condiciones experimentales apropiadas.
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Glicosil-fosfatidilinositol fosfolipasa C de semilla de mani

Esta enzima, la primera de planta que ha sido caracterizada en detalle (Biitikofer
& Brodbeck, 1993), tiene actividad sobre anclas GPI y sobre PI. No son reconocidos
como sustratos fosfatidilserina, fosfatidilinositol-4-monofosfato ni fosfatidilinositol-
4,5-bisfosfato.

El andlisis de los productos solubles en agua luego de la hidrélisis de PI, mostré
la presencia de una mezcla formada por partes iguales de inositol-1,2-fosfato ciclico y
de inositol fosfato (Biitikofer & Brodbeck, 1993), lo mismo que se observa para las Pl-
PLCs de mamifero (Kim et al,, 1989). Otra similitud con este tipo de enzimas es su
dependencia de Ca®*. Esta enzima es activada por el Ca®* y completamente inhibida
por el EDTA y EGTA. Otros inhibidores son el ZnCl,, el acido p-CMPS e inhibidores
de fosfatasa como propanolol, NaF y o-vanadato de sodio. La o-fenantrolina no afecta
su actividad.

La hidrolisis de las anclas GPI por la fosfolipasa C de mani se ve afectada por la
concentracion de detergente en el ensayo, encontrandose la concentracion Optima
alrededor de la concentracidn miscelar critica. La actividad de la enzima es inhibida
por concentraciones mayores a ésta.

Al igual que la GPI-PLC de T. brucei la fosfolipasa de mani no es efectiva en la
hidrélisis de anclas de las proteinas unidas a membrana, para ser activa necesita una
previa solubilizacién de las membranas en detergente. En esto se diferencia de las
fosfolipasas bacterianas que actiian sobre sustratos unidos a membrana y son utilizadas
con frecuencia para liberar de la superficie celular proteinas ancladas por GPI (Low et

al., 1988; Low, 1989a; Cross, 1990).

Fosfatidilinositol fosfolipasa C especifica de T. cruzi
Varios grupos de investigadores sugirieron la presencia en 7. cruzi de una
actividad de fosfolipasa C, responsable de la liberacién de la glicoproteina Ssp-4,

durante la diferenciacion de formas amastigote a epimastigote (Andrews ef al., 1988) y
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también de la neuraminidasa, facilitando la cntrada del parasito en la célula huésped
(Schenkman et al., 1992; Hall et al., 1992).

Cardoso de Almeida y Heise (1993) investigaron la presencia de fosfolipasas en
epimastigotes, trypomastigotes metaciclicos de cultivo axénico y de cultivo celular
utilizando como sustrato la VSG unida a membrana. Los mayores niveles de actividad
fueron encontrados asociados a la fraccion de membranas de trypomastigotes de
cultivo celular.

Al igual que la PLC de T. brucei esta enzima es fuertemente inhibida por el
acido p-CMPS, no es apreciablemente afectada por agentes quelantes, requiere de
detergentes para su solubilizacién y presenta la actividad dptima en la misma zona de
pH (7-8).

En epimastigotes y trypomastigotes metaciclicos de cultivo axénico los niveles
de fosfolipasa detectados fueron menores y la mayor actividad se encontr6 en la
fraccion soluble. Esta fue inhibida por la o-fenantrolina y mostré un rango de pH
6ptimo mas amplio (Schenkman ef al., 1988b).

Recientemente dos grupos de investigadores clonaron un gen que codifica una
PI-PLC especifica de T. cruzi (Nozaki et al., 1999; Furuya et al., 2000). Este gen es
expresado en mayores niveles por las formas epimastigote y amastigote del parasito y
su expresion es inducida durante la diferenciacion de trypomastigotes a amastigotes
(Furuya et al., 2000).

Esta enzima presenta caracteristicas similares a las PI-PLCs de mamiferos.
Cataliza la hidrolisis del fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (inico sustrato utilizado por
ambos grupos de investigadores) y es absolutamente dependiente de Ca®* alcanzando la

2+

actividad maxima a una concentraciéon de Ca® 0,1-0,2 mM y disminuyendo

significativamente al aumentar esta concentracion.
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FOSFOLIPASAS A DE TRYPANOSOMAS

La actividad de fosfolipasa A fue analizada en 4 especies de trypanosoma, T.
brucei, T. congolense, ambos patogénicos, T. theileri y T. lewisi ambos no-patogénicos
(Hambrey et al., 1981). Utilizando 2-'*C-linoleoil-fosfatidilcolina como sustrato se
observé que la actividad predominante es de tipo A, y sélo hay niveles muy bajos de
tipo A,. A su vez los niveles de actividad detectados de fosfolipasa A son mayores en
los trypanosomas patogénicos, lo que es compatible con la hipétesis de que las
fosfolipasas contribuyan a la patogenicidad del parasito (Hambrey et al., 1981).

Estas enzimas no tienen requerimientos de cationes divalentes, son estimuladas
por el DTT, por el EDTA y por detergentes, variando el tipo y la concentracion del
detergente con la especie. También hay una variacion en el pH 6ptimo de accion. Para
T. brucei el pH 6ptimo esta entre 6 y 8,5, para T. congolense es 6, para T. theileri es
6,75 y para T. lewisi es de 5,25 (Hambrey et al., 1981).

En T. brucei donde la fosfolipasa A, es particularmente activa se detectaron dos
isoenzimas, una soluble y otra (sélo el 7%) asociada al material particulado,

probablemente localizada en los lisosomas (Opperdoes & Van Roy, 1982).
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FUNCION DE LOS GLICEROLIPIDOS Y LOS ESFINGOLIPIDOS EN LA
SENALIZACION CELULAR

Los lipidos fueron vistos clasicamente como entidades bioldgicas inertes cuya
funcion principal era mantener la integridad de la membrana celular y proveer de una
barrera permeable entre el exterior y el interior. Hoy en dia se considera a los lipidos
activos participantes de la vida celular. Existen dos categorias de lipidos; la clase de
lipidos que estan constitutivamente presentes en la célula y los intermediarios lipidicos
que persisten un tiempo de vida finito, lo que los hace adecuados para el proceso
celular altamente especializado de transduccidn de sefiales. La transduccion de secfiales
esencialmente trata de explicar el comportamiento celular elucidando eventos
moleculares por los cuales sefiales extracelulares finalmente generan una respuesta
intracelular (Ghosh et al., 1997).

La transduccion de la seiial extracelular estd mediada por moléculas con un
tiempo de vida finito conocidas como segundos mensajeros (McCovern ef al., 1995).
Los segundos mensajeros se generan en respuesta a una sefial especifica a partir de un
precursor pre-existente. La interaccion de agonistas extracelulares con receptores de
membrana especificos produce la activacion de enzimas especificas que generan
segundos mensajeros intracelulares a partir de precursores lipidicos.

Entre los lipidos con actividad de segundos mensajeros que pueden generarse
por accion de las fosfolipasas de membrana sobre los PI o GPI, se encuentran el DAG

y la ceramida.

Glicerolipidos como segundos mensajeros: Diacilglicerol

El DAG, intermediario en el metabolismo de los glicerolipidos (Bell &
Coleman, 1980) es histéricamente el primer lipido conocido como segundo mensajero.
Agentes extracelulares especificos interactian con receptores especificos de la

membrana provocando la activacion de una PI-PLC, que hidroliza PI generando DAG.
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El DAG también puede originarse por accidon de una PLC sobre la fosfatidilcolina
(Exton, 1990).

Kishimoto y col. (1980) observaron que la adicién de sn-1,2-DAG aumentaba
drasticamente la velocidad de reaccion de la proteinquinasa C (PKC) y reducia los
requerimientos de calcio de esta enzima. La naturaleza transitoria del DAG, generado
en respuesta a la activacion de fosfolipasas, llevé a proponer su rol como segundo
mensajero (Nishizuka, 1984; Bell, 1986). La activacion de la enzima involucra la unién
de factores de activacién (DAG, Ca®*, fosfolipidos) al dominio regulatorio, que
inducen un cambio conformacional en la enzima liberando el dominio catalitico
(Lambeth & Ryu, 1996).

Estudios con mas de 20 analogos de diglicéridos demostraron un requerimiento
estereoespecifico para la activacion de la PKC. Tanto los grupos carbonilos como el 3-
hidroxilo son esenciales para la funcién del DAG. El reemplazo de los ésteres por
éteres o amidas resultd en DAG no funcionales (Ganong e al., 1986; Hannun & Bell,

1986).

Esfingolipidos como segundos mensajeros

Los esfingolipidos son componentes de la membrana celular que constituyen
una de las clases de biomoléculas quimica y funcionalmente mas diversas. Esta
diversidad y complejidad estructural le permite a estos compuestos tener funciones y
actividades biologicas multiples en la célula (Hakomori, 1981; Hannun & Bell, 1989;
Merrill, 1991), lo que es avalado por los cambios que se producen en los esfingolipidos
durante el crecimiento celular, la diferenciacion, la embriogénesis y el desarrollo (Bell
et al., 1993).

Los esfingolipidos estan formados por una base de cadena larga (normalmente
es de 18C) con el Cl y el C3 hidroxilados y un grupo amino en el C2. Las bases
esfingosinicas comunmente encontradas son la dihidroesfingosina (esfinganina), la

esfingosina y la fitoesfingosina.
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El descubrimiento de que la esfingosina podia comportarse como potente inhibidor de
la PKC (Hannun e al., 1986), dirigid la atenciéon al componente lipidico de los
esfingolipidos y sugirié la hipotesis de que los productos derivados de esfingolipidos
podian funcionar como segundos mensajeros (Hannun & Bell, 1989). Desde este
descubrimiento, se encontré que concentraciones micromolares de esfingosina
afectaban muchos sistemas bioldgicos y que otros esfingolipidos eran candidatos a ser
mediadores lipidicos, incluyendo ceramidas (N-acil-esfingosinas), ceramidas- | -fosfato,

esfingosina-1-fosfato y N-metil-esfingosinas.

Metabolismo de ceramida en mamiferos y en levaduras

En analogia al rol central del DAG en el metabolismo de los glicerolipidos, la
ceramida juega un rol equivalente como componente estructural y funcional del
metabolismo de esfingolipidos. Debido a la funcién de la ceramida como efector
intracelular, las enzimas que regulan el metabolismo de ceramida son reguladores
potenciales del nivel de ceramida y consecuentemente de las funciones mediadas por
ceramida.

Los esfingolipidos son componentes abundantes de la membrana plasmatica de

Saccharomyces cerevisiae, lo que hace a este organismo unicelular un modelo



Fosfolipasas y senalizacion celular Introduccion 57

importante para descifrar los mecanismos de los procesos celulares en eucariotes y los
modos de regulacion.

Los primeros pasos de la sintesis de esfingolipidos en mamiferos y en
Saccharomyces cerevisiae son similares pero producen bases de cadena larga y
ceramidas estructuralmente y quimicamente diferentes (Figura 12). La biosintesis de
novo de ceramida se inicia por condensacion de serina con palmitoil-CoA para dar 3-
cetodihidroesfingosina (3-cetoesfinganina) que es luego reducida a dihidroesfingosina
(esfinganina). Estos pasos son comunes a todos los organismos. Por hidroxilacion del
C4 de la dihidroesfingosina se obtiene la fitoesfingosina, base de cadena larga
encontrada principalmente en hongos y levaduras. Luego, su unién con un acido graso
produce la ceramida correspondiente. La ceramida que se halla en mayor cantidad en S.
cerevisiae tiene un acido graso de 26 carbonos a-hidroxilado (xOH-Cy) unido a
fitoesfingosina. Los mamiferos en cambio generalmente utilizan éacidos grasos de
cadena mas corta (C,¢ a C,4) para formar N-acildihidroesfingosina (dihidroceramida),
donde es introducido el doble enlace trans-4,5 para obtener la N-acilesfingosina
(ceramida) (Merrill & Wang, 1992; Rother et al., 1992). Por lo tanto los animales
sintetizan ceramida mientras que los hongos y plantas sintetizan mayormente
fitoceramida. La adicion de uno o dos grupos OH al 4cido graso de la ceramida es
comin en levaduras pero es rara en mamiferos (Lester & Dickson, 1993)

Una vez formada, la ceramida se utiliza como precursor para otros
esfingolipidos complejos (Van Echten & Sandhoff, 1993). Los hongos, levaduras y
plantas transfieren inositolfosfato del fosfatidilinositol al 1-OH de la fitoceramida para
formar inositol-fosfoceramida (IPC). Esta reaccidn es catalizada por una IPC sintasa.

S. cerevisiae sintetiza solo tres tipos de esfingolipidos complejos: IPC, manosa-
inositol-P-ceramida (MIPC) y manosa-(inositol-P),-ceramida (M(IP),C). Estos no son
especies monomoleculares sino que estan formados por una mezcla que difiere en el
largo de la cadena y el grado de hidroxilacién tanto de la base de cadena larga como

del acido graso (Lester & Dickson, 1993).
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Los mamiferos en cambio, no transfieren inositolfosfato a ceramida sino que
transfieren fosfocolina de la fosfatidilcolina a la ceramida para formar esfingomielina,
esfingolipido mayoritario. Los mamiferos también pueden unir glucosa y galactosa a la
ceramida dando un gran numero de glicoesfingolipidos complejos (Merrill & Sweeley,
1996).

Dado que la sintesis de esfingolipidos es esencial para la viabilidad de las
células y que IPC no es sintetizada por mamiferos, la IPC sintasa es un blanco
prometedor para drogas antifingicas.

En todos los organismos estudiados hasta el momento la biosintesis de
esfingolipidos hasta la formacion de ceramida se lleva a cabo en el RE. En mamiferos
la ceramida es transportada por vesiculas secretorias al aparato de Golgi donde es
convertida en esfingolipidos complejos (Rosenwald & Pagano, 1993; Sandhoff & van
Echten, 1993). En S. cerevisiae por lo menos una parte de la ceramida es convertida en
IPC antes de ser transportada al aparato de Golgi (Puoti ef al., 1991). Una revision
sobre la biosintesis de esfingolipidos en S. cerevisiae se puede encontrar en los trabajos
de Dickson & Lester, 1999a, 1999b. En este organismo se han identificado los genes
involucrados en la mayor parte de los pasos del metabolismo de esfingolipidos pero
ninguna de las enzimas fue purificada hasta el momento.

El catabolismo de la ceramida atin no ha sido muy estudiado. Se detectaron tres
ceramidasas en mamiferos que se diferencian por su pH éptimo (Wertz & Downing,
1990; Sugita et al., 1975) y que originan esfingosina que puede ser degradada o
reincorporarse en ceramida (Buehrer & Bell, 1992; Van Veldhoven & Mannaerts,
1993).
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Figura 12 - Camino biosintético comparativo de esfingolipidos en hongos y
mamiferos.
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Actividad biologica de la ceramida

La ceramida es considerada hoy en dia un potente segundo mensajero
involucrado en la regulacion del crecimiento celular, en la diferenciacion y en la
mediacion intracelular de citotoxicidad participando en eventos de apoptosis. En
células de mamifero regula la secrecién proteica, tiene un rol en la modulacién de la
funcién inmune y en la respuesta inflamatoria (Hannun, 1997). También participa en
procesos de transduccién de sefiales activando una serina/treonina proteinaquinasa
(Mathias et al., 1991) y una proteinafosfatasa (Dobrowsky & Hannun, 1992) e inhibe
la actividad celular de la fosfolipasa D.

La especificidad de la ceramida fue estudiada examinando los efectos de otros
lipidos, andlogos e isdmeros. Estos resultados indicaron que la ceramida tiene una
especificidad significativa cuando se la compara con otros lipidos estrechamente
relacionados como DAG. La D-eritro-C2-ceramida es mas potente que el enantiomero
L-eritro-C2-ceramida y la D-eritro-dihidro-C2-ceramida no posee actividad celular
(Obeid et al., 1993; Fishbein et al., 1993; Bielawska er al., 1993).

En contraste con la ceramida, la dihidroceramida es inactiva frente a la
antiproliferacion, diferenciacion y apoptosis (Kok et al., 1997). Dado que la tnica
diferencia estructural es la presencia del doble enlace trans-4,5 en la ceramida esto abre
la posibilidad de que el doble enlace del esfingolipido sirva para impartir una actividad
bioldgica critica a la ceramida.

Ceramida y DAG definen mecanismos opuestos de regulacion celular (Hannun,
1994). Estos efectos opuestos sugieren que mas importante que los valores absolutos de
ambos lipidos es su concentracion relativa.

En S. cerevisiae se observé que los esfingolipidos tienen un rol esencial en la
resistencia a situaciones de estrés, calor, bajo pH, estrés osmotico y supervivencia en la
fase estacionaria de crecimiento (Patton er al., 1992; Dickson et al., 1997). Son
reguladores importantes en la homeostasis del Ca® o componentes en mecanismos de
sefializacion mediados por calcio (Zhao et al., 1994; Nwaka ef al., 1995; DeMesquita

et al., 1997). Son necesarios para el transporte en vesiculas, desde el RE al aparato de
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Golgi, de proteinas ancladas por GPI (Horvath et al, 1994; Skrzypek et al., 1997,
Sutterlin et al., 1997). Una revision de las funciones de los esfingolipidos en levaduras

se puede encontrar en el trabajo de Dickson, 1998.
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inositolfosfolipidos de formas epimastigote de Trypanosoma cruzi
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EXTRACCION, FRACCIONAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS
INOSITOLFOSFOLIPIDOS DE FORMAS EPIMASTIGOTE DE TRYPANOSOMA
CRUZI

Los inositolfosfolipidos (IPLs) junto con la fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina
son los fosfolipidos mayoritarios encontrados en formas epimastigote de T. cruzi (Da
Silveira & Colli, 1981) y son los precursores de las anclas glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Este tipo de anclaje de glicoproteinas a la membrana es muy frecuente en parasitos
protozoarios (Mc Conville & Ferguson, 1993) y algunas de las glicoproteinas ancladas de
esta forma estarian involucradas en el proceso de infeccion (Cross & Takle, 1993). Este
hecho sugiere que la inhibicion del anclaje a la membrana del parasito es una alternativa
atractiva para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas. El conocimiento de la
estructura y biosintesis de los IPLs es una contribucion en esa direccion.

En este capitulo se presenta el primer andlisis detallado de las especies moleculares
de IPLs disponibles para la construccion de las anclas GPI. La caracterizacion de los IPLs
de formas epimastigote (Bertello et al., 1995) permitié contar con los testigos y la
metodologia adecuada para la identificacion de estos compuestos en formas

trypomastigote (Uhrig et al., 1996).

Extraccion y purificacion

Células epimastigote de T. cruzi (5 x 10°, cepa Y y CL) incorporadas
metabdlicamente con acido [9,10(n)-*H]-palmitico fueron extraidas con cloroformo :
metanol (2:1) y (1:1) (Esquema 4). Estos extractos previamente mezclados, se llevaron a
seco y se fraccionaron en lipidos 4cidos (LA) y neutros (LN) por cromatografia de
intercambio aniénico en una columna de DEAE-Sephadex A25 (forma acetato). Para
separar ambas fracciones se eluyeron en primer término los lipidos neutros que no
interactuan con la resina, con cloroformo : metanol : agua (15:30:4). A continuacion fue
eluida con cloroformo : metanol : AcONa 0,8M (15:30:4) la fraccidn de lipidos acidos que

interactuia con la resina.
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CELULAS EPIMASTIGOTE de T. cruzi

Cl3CH:MeOH (2:1)
Cl3CH:MeOH (1:1)

Extracto

DEAE-Sephadex-A25

Lipidos acidos (LA)  Lipidos neutros (LN)
Columna de UNISIL

2 Fracciones (Frl y Fr2)

Esquema 4

Este paso de purificacidn separa los IPLs de los fosfolipidos que contienen grupos
amino, como fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina, que constituyen el 75-80% de los
fosfolipidos totales en las formas epimastigotes de T. cruzi (Da Silveira & Colli, 1981).
En algunos casos, previo al fraccionamiento en LA y LN se lavé el extracto cloroformo :
metanol con éter o hexano para eliminar el exceso de acido palmitico radioactivo utilizado
en la incorporacion.

Ambas fracciones se llevaron a seco y su analisis por cromatografia en capa
delgada (TLC) junto con el extracto original (solvente A) permitid verificar la correcta
separacion de estos lipidos (Figura 13). Se obtuvo un perfil similar para ambas cepas.

Este mismo procedimiento de extraccidon y purificacion también se llevo a cabo

sobre células no incorporadas con el precursor radioactivo.
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B I

-Fr2

Figura 13 — TLC y fluorografia del extracto lipidico cloroformo:metanol radioactivo de células
epimastigote de 7. cruzi cepa CL (canal 1) y de las fracciones de lipidos neutros (canal 2) y
dcidos (canal 3) obtenidos de acuerdo al Esquema 4. Solvente de desarrollo:
cloroformo:metanol:NH,OH 2,5M (15:10:2).
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Estas dos bandas llamadas Frl y Fr2 pudieron ser purificadas por cromatografia en

columna de acido silicico (Unisil) (Figura 14).

La proporcién de Frl a Fr2 radioactivas para las formas epimastigote de las dos

cepas estudiadas se puede ver en la siguiente Tabla 3.

Tabla 3 — Proporcion de Fr1 a Fr2 radioactivas

Frl Fr2
CepayY 40% 60%
Cepa CL 55% 45%

X 4
e

ARO

KODAKX S*AFETY FiLm

/

~

1 2

Figura 14 — TLC y fluorografia de los lipidos 4cidos radioactivos (cepa Y) purificados en
columna de Unisil. Frl, canal 1; Fr2, canal 2. Solvente de desarrollo:

cloroformo:metanol:NH,OH 2,5M (15:10:2). Testigo: PI, fosfatidilinositol.
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ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS LIPIDOS ACIDOS

La estructura general de los dos compuestos (Frl y Fr2) obtenidos por
fraccionamiento de los lipidos acidos se dilucidé por tratamiento enzimatico de los
mismos con fosfatidilinositol fosfolipasa C (PI-PLC) de Bacillus thuringiensis. Esta
enzima cataliza en forma especifica la hidrdlisis de los IPLs liberando el lipido y

formando un inositolfosfato ciclico (Volwerk et al., 1990).

HO
ORy—OH HO
HO —OH Of—OH
0 PILPLC g0

] LIPID

0—P=0 N ©
| P=0

0] |

I o)

LIPID
O LIPIDO: Glicerolipido o ceramida

Las PI-PLC bacterianas, en general, son utilizadas como una herramienta
importante en la identificacion de los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) que se encuentran
anclando proteinas a la membrana celular. En un principio se atribuy¢ la hidrélisis con PI-
PLC a la presencia de un glicerolipido unido al inositolfosfato (Majerus et al., 1986; Low,
1989), pero posteriormente se comprobd que la PI-PLC bacteriana también era capaz de
degradar los GIPLs conteniendo ceramida (Lederkremer et al., 1990).

Como puede observarse en la Figura 15, canal 2, ambos compuestos fueron
sensibles a este tratamiento enzimatico lo que permiti6 identificarlos como IPLs.

Con el fin de descartar la presencia de un azicar unido al inositol a través de
GIcNH, como en los GPI, se trataron las fracciones con HNO,. En estas condiciones los
GIPLs que contienen glucosamina no N-acetilada unida al inositol se hidrolizan dando
como producto un glicano neutro (Esquema 3). Como puede observarse en la Figura 15,
canal 3, ninguno de los dos compuestos alteraron sus movilidades cromatograficas con

este tratamiento. Por otra parte, también fueron resistentes al tratamiento con «-
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manosidasa, lo cual indica la ausencia de a-manosas.

Figura 15 — Cromatografia en capa delgada y autorradiografia de los lipidos 4cidos radioactivos
(canal 1) y de los mismos tratados con PI-PLC (canal 2) y con HNO, (canal 3).
Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol:NH,OH (15:10:2).
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Identificacion de inositol

Las fases acuosas resultantes, luego de tratar Frl y Fr2 obtenidas de células no
radioactivas con PI-PLC, fueron sometidas a hidrolisis acida con HCI 4N. Luego de
eliminar el acido realizando sucesivas evaporaciones con agua, se eliminaron las sales
utilizando una resina de intercambio 16nico mixta MB3. El material eluido con agua, se
llevd a seco y se acetilo para ser analizado por CGL (condiciones C). En ambas muestras
se detectd un pico coincidente con un testigo de myo-inositol acetilado (Figura 16). El
myo-inositol es el isomero comunmente encontrado en las anclas GPI. No se detectd
ningun otro monosacarido.

Con todos estos datos podemos concluir que Frl y Fr2 son inositolfosfolipidos. Por
lo tanto se procedié a determinar la diferencia estructural entre ambos compuestos para

compararlos con las estructuras encontradas en los GPI.

? 539

M

3192

oo

Figura 16 — Cromatografia gaseosa del producto de hidroélisis 4cida de la fase acuosa
remanente luego del tratamiento de Frl con PI-PLC.

La fase acuosa resultante luego de tratar Frl con PI-PLC se someti6 a hidrdlisis acida con HCl
4N, la muestra se acetilé y se analiz6 por CGL utilizando las condiciones C. El tiempo de
retencion de 17,639 min coincide con el de un testigo de myo-inositol acetilado.
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ANALISIS DE Frl (PI)

El lipido marcado radioactivamente, liberado por tratamiento de Frl con PI-PLC,
fue analizado en el solvente B (Figura 17A, canal 2). Como puede observarse, se obtuvo
una banda coincidente con los testigos de alquilacilglicerol (AAG) y diacilglicerol tDAG)
que no son separados por este solvente. Esta banda se eluyd y se recromatografié en el

solvente D donde se detectaron ambos glicerolipidos (Figura 17B).

B

Figura 17 — TLC y fluorografia de los lipidos marcados con [*H]-palmitico liberados por

accion de la PI-PLC sobre los IPLs.

A) Frl y Fr2 (Fig. 14) se trataron con PI-PLC de B. thuringiensis. Los lipidos (Fr2, canal 1 y
Frl, canal 2) se extrajeron con éter y se cromatografiaron utilizando cloroformo:metanol
(38:3) como solvente de desarrollo.

B) Los lipidos liberados por acciéon de la PI-PLC sobre la Frl se re-cromatografiaron en
hexano:acetato de etilo (4:1).

Testigos: A, alquilglicerol (1-O-hexadecilglicerol); C, ceramida (palmitoildihidroesfingosina);

DAG, 1,2-dipalmitoilglicerol; AAG, 1-O-hexadecil-2-O-palmitoilglicerol.




Inositolfosfolipidos de epimastigotes de T. cruzi Resultados y Discusion 70

Este resultado permitid identificar la Frl de los IPLs como fosfatidilinositol (PI).
La cuantificacion de la radioactividad eluida para cada lipido permitié obtener una
relacion AAG:DAG de 3:2 para lacepa Y y de 1:1 para la cepa CL, pudiendo éstas variar
en distintas incorporaciones.

No se encontré dialquilglicerol, especie descripta en Leishmania mexicana
mexicana (Singh et al., 1988), como tampoco fue encontrada en T. brucei (Patnaik et al.,
1993)

En concordancia con estos resultados, el Pl sometido a saponificacion se hidrolizé
dando el acido graso y un /isoPI, que como era de esperar presenté menor movilidad que
el PI original al ser analizado por TLC en el solvente A (Figura 18). Este resultado
confirma la presencia de un AAG en el Pl y la incorporaciéon de [*H]-palmitico en el

alquilo de cadena larga.
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o P

Figura 18 — TLC y autorradiografia de los PI marcados radioactivamente con [*H]-palmitico
(canal 1) y de los productos obtenidos por saponificacién de los mismos (canal 2).
Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol:NH,OH (15:10:2). Testigo: P, acido palmitico.
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Identificacion de los glicerolipidos

Para la identificacion de los glicerolipidos el PI (20 000 cpm) marcado con acido
[*H]-palmitico se sometié a metandlisis acida con HCl:MeOH:H,0 (3:29:4). Los lipidos
extraidos con éter luego de este tratamiento se separaron por TLC en el solvente C. En
esta TLC se pudo observar una mancha correspondiente a los ésteres metilicos de los
acidos grasos y otro compuesto con movilidad similar a un testigo de alquilglicerol. Este
tltimo se eluyé y se analizo por RPTLC en el solvente P (Figura 19) pudiendo
identificarlo como hexadecilglicerol. Es interesante notar que en casi todas las muestras
incorporadas con acido palmitico radioactivo el AAG incorpord la mayor parte de la
radioactividad en el grupo alquilo a diferencia de lo observado por Cardoso de Almeida y
col. en el estudio del ancla glicolipidica del antigeno 1G7 de formas metaciclicas de T.
cruzi y sus precursores (Heise er al., 1995, 1996). Este grupo de investigadores no
encuentra marca radioactiva en el grupo alquilo.

La escasa marcacion que a veces hemos encontrado en los acidos grasos de los Pl
puede deberse a la accion de enzimas de membrana que permiten un intercambio rapido

con los acidos grasos del medio, tema que se discute en otro capitulo.
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Figura 19 — RPTLC del alquilglicerol marcado radioactivamente con [*H]-palmitico,
obtenido por hidroélisis del glicerofosfoinositol.

La Frl radioactiva se hidroliz6 con HCl/metanol/agua (3:29:4) a 70-78°C durante 18h. Los
lipidos se separaron por TLC en el solvente C y el componente con la movilidad del
alquilglicerol se eluyé de la placa y se analiz6 por RPTLC. Solvente de desarrollo:
cloroformo:metanol:agua (20:55:3). Testigos: D, 1-O-dodecilglicerol; H, 1-O-hexadecilglicerol;
O, 1-O-octadecilglicerol.
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Para el analisis dc los acidos grasos, los glicerolipidos, DAG y AAG, de la Fig.
1 7B fueron eluidos y saponificados. Los productos de saponificacidon para cada compuesto
fueron separados por TLC en el solvente [. Para el DAG se detecto una mancha
correspondiente a acido graso como unico producto, mientras que para el AAG ademas de
los acidos grasos se confirmé la presencia de alquilglicerol. Esto se realizo para ambas
cepas estudiadas. Los acidos grasos fueron eluidos de la silica, se metilaron con
BF,;.MeOH vy se analizaron por RPTLC (Figura 20). Para el DAG, en ambas cepas se hall6
que el acido esteérico es cl acido graso mayoritario, junto con una pequefia cantidad de
acido palmitico. La proporcidn de estearico a palmitico varia con la cepa. En la cepa CL
(canal 4) sc hallan en cantidades similares, mientras que en la Y (canal 1) s6lo hay una
pequeiia cantidad de palmitico.

Por tratamiento del PI (Y) de acuerdo al Esquema 5, se intentd determinar si existe
alguna preferencia en la ubicacion de estos acidos grasos en el DAG. El PI se traté con
PLA,, obteniéndose asi los acidos grasos presentes en posicion 2 del DAG y del AAG
(canal 3). El liso-PI resultante se saponifico y se analiz6 de esta forma el 4cido graso en
posicion 1 del DAG (canal 2). Asi se encontrd que el acilante en la posicion 1 del DAG
(canal 2) es sélo acido estedrico, mientras que en la posicion 2 tenemos ademas acido
palmitico (canal 3).

Para el AAG, como se dijo anteriormente, se encontré6 muy poca radioactividad en
el 4cido graso. Sélo se detectd una pequeiia cantidad de acido estearico junto con trazas de
palmitico.

En ningln caso los perfiles cromatograficos se modificaron en forma apreciable
después de la hidrogenacion.

Es interesante notar que en trypomastigotes el unico 4acido graso encontrado

formando parte de estos compuestos fue el acido estearico (Uhrig ef al., 1996).
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PI (cepa Y)
PLA,

liso-P1 + Acido graso en posicion 2 del
DAG y del AAG (Fig. 20, canal 3)
saponificacion

Acido graso en posicion 1 del DAG (Fig. 20, canal 2)

Esquema 5

PTanee uwnny

1 2 3 4

Figura 20 — TLC en fase reversa de los dcidos grasos metilados constituyentes de los PI,
cepa Y (canales 1-3) y cepa CL (canal 4). Canal 1, Acidos grasos DAG (Y); canal 2, dcidos
grasos en posicion 1 del DAG (Y); canal 3, 4cidos grasos en posicion 2 del DAG y AAG (Y);
canal 4, 4cidos grasos DAG (CL). Solvente de desarrollo: Acido acético:acetonitrilo (1:1).
Testigos: C,4,, palmitato de metilo; C,g,, estearato de metilo.
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Las muestras de PI no radioactivas también se trataron con PI-PLC, los lipidos se
extrajeron con éter y se analizaron por TLC en el solvente D para separar el AAG del
DAG. Estos fueron eluidos, saponificados y analizados como trimetilsilil derivados por
CGL (condicién B) y CGL-EM (condicion E) (Figura 21).

Para la cepa Y se detectaron entre los productos de saponificacion del AAG un
solo alquilglicerol, el 1-O-hexadecilglicerol, con un tiempo de retenciéon de 27,3 min y
dos acidos grasos, linoleico (16,9 min) y oleico (17,2 min) (Figura 21a).

El espectro de masa del pico 1 fue idéntico al obtenido con un testigo del
trimetilsililderivado del acido linoleico. Este presenta un pequefio ion molecular a m/z
352, el ion M-15 a m/z 337 (20%), el ion M-TMSO a m/z 262 y M-TMSOCOCH, a m/z
220 (Figura 21b).

El pico 2 tiene un espectro de masa igual al de un testigo de acido oleico y en
concordancia con esto sus fragmentos de masa aparecen desplazados dos unidades
respecto del pico 1. El ion molecular aparece a m/z 354, el ion M-15 a m/z 339 (30%), el
ion M-TMSO a m/z 264 y M-TMSOCOCH, a m/z 222 (Figura 21c).

El espectro de masa del pico 3 presenta el pico base m/z 205 caracteristico de los 1-
monoalquilgliceroles (Myher et al., 1974) y los iones diagnosticos a M-15, M-90 y M-103
consistentes con una cadena alquilica C,¢, (Figura 21d).

1-O-HEXADECILGLICEROL

Fragmento m/z  Intensidad
M-CHj 445 1,6
M-TMSOH 370 1,1 CH——CH——CH,
M-A 356 15 MeysiO | OsiMes [O(CHays<CH,
M-147 313 7,2
B 205 100,0 A=103 | B=205
TMSOSI(CHy), | 147 41,7 <
TMSOCH,CHOH | 133 33,2 - »357

TMSOCHCHO | 131 22,1
(CH;),SiOCH,CHO | 117 41,1

CH,OTMS 103 17,7
TMS 73 56

CHo 57 35,0

1-O-hexadecilglicerol (Me;Si derivado)
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Figura 21 - CGL-EM de los productos obtenidos por saponificacion del alquilacilglicerol
(cepa Y).

a) La Frl se traté con PI-PLC y los glicerolipidos se separaron por TLC en el solvente D. Estos
se cluyeron de la placa y se saponificaron. Los lipidos obtenidos del alquilacilglicerol se
analizaron como trimetilsilil derivados cn una columna capilar DBS (0,25 mm x 30 m). b)
Espectro de masa del pico 1 (acido linoleico). ¢) Espectro de masa del pico 2 (acido oleico). d)
Espectro de masa del pico 3 (1-O-hexadecilglicerol).
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Ningln otro pico aparecid por monitoreo selectivo a m/z 205, por lo tanto los dos
acidos grasos serian componentes del 1-O-hexadecil-2-O-oleoilglicerol y del 1-O-
hexadecil-2-O-linoleoilglicerol.

Cuando se analizan los acidos grasos del DAG la relacion entre C,q,, y C,q., fue 1:1.

Para la cepa CL se analizaron en conjunto los productos de saponificacién de
ambos glicerolipidos obteniéndose ademas del 1-O-hexadecilglicerol, acido estearico,
acido oleico y acido linoleico.

En formas trypomastigote de 7. cruzi (cepa Y), se encontraron C,q.o, Ci5.1 ¥ Cigo
formando parte de los PI, siendo el C,q., ¢l mayoritario (Urhig et al., 1996).

Por otra parte se pudieron analizar por CGL los glicerolipidos (DAG y AAG)
obtenidos directamente por tratamiento de los PI con PI-PLC utilizando una columna
capilar corta y los compuestos sililados (condiciones Ai). Para ambas cepas se detectaron
dos picos (ademas del desoxicdlico), uno correspondiente al AAG y otro al DAG (Figura
22). El conocimiento de la composicion de acidos grasos de ambos compuestos permitid
la asignacion de estos picos por comparacidn con los testigos utilizados.

En concordancia con los acidos grasos encontrados en el AAG el tiempo de
retencion de éste fue muy similar al testigo de 1-O-hexadecil-2-O-oleoilglicerol,
previamente sintetizado (Bertello et al., 1997). A pesar de que los estdndares del 1-O-
hexadecil-2-O-acilglicerol con C 49, Ci60, Cig1 Y Cigo como acidos grasos fueron bien
resueltos no se logrd separar los dos AAG encontrados (1-O-hexadecil-2-O-oleoilglicerol
y 1-O-hexadecil-2-O-linoleoilglicerol).

El DAG present6 un tiempo de retencion similar al 1,2-dioleoilglicerol. Para la
cepa Y no se puede asegurar si ambos acidos grasos (oleico y linoleico) estan presentes en
una especie molecular o hay una heterogeneidad de especies moleculares que no pudo
resolverse por cromatografia gaseosa.

Dado que para la cepa CL no se observo en la cromatografia gaseosa de los lipidos
liberados por PI-PLC (Fig. 22) ningun pico con Rf similar al 1-O-hexadecil-2-O-
estearoilglicerol, el acido estearico debe provenir del DAG. Asimismo entre los DAG

tampoco se detecto el 1,2-diestearoilglicerol, por lo tanto el acido esteérico tiene que estar
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formando una especie molecular junto con el acido oleico o linoleico. Probablemente haya
una heterogeneidad de especies moleculares formadas por estos tres acidos grasos.

La relacion AAG a DAG encontrada en las distintas cepas fue de 2,4:1 para la cepa
Y y 1:4,5 para la cepa CL (Figura 22).

De manera similar a lo observado para la cepa CL, en formas prociclicas de T.
brucei, se encontrd que la relacion AAG/DAG en el PI es de 1:9 mientras que en formas
sanguineas el PI esta exclusivamente formado por DAG (Patnaik et al., 1993).

También se caracterizd un 1-O-hexadecil-2-O-acilglicerol con C,4 y C,50 como
acidos grasos en el ancla de la glicoproteina 1G7 de formas metaciclicas de T. cruzi
(Heise et al., 1995).

En el ancla de las mucinas de formas trypomastigote se encontré 1-O-hexadecil-2-
O-acilglicerol con C16:1 y C16:2 como 4cidos grasos (Camargo et al., 1997). Los autores
sefialan que los acidos grasos insaturados son elementos importantes en la produccién de

citoquinas por los macréfagos en la infeccion.
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Figura 22 — Analisis por cromatografia gaseosa de los glicerolipidos liberados del PI (cepa
CL) por tratamiento con PI-PLC.

Los glicerolipidos se analizaron como trimetilsilil derivados en una columna capilar HP-1 (0,20
mm x 12 m) utilizando las condiciones Ai. El pico a 10,427 min corresponde al acido
desoxicolico presente en la reaccion de PI-PLC. El pico a 16,022 min corresponde al
alquilacilglicerol y el pico a 20,379 min corresponde al diacilglicerol. El tiempo de retencion
para el testigo de 1-O-hexadecil-2-O-oleoilglicerol fue de 16,231 min y el dioleoilglicerol
comercial dio dos picos a 20,108 y 20,893 min.
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ANALISIS DE Fr2 (IPC)

Para la identificacion de Fr2, se trataron 50 000 cpm de este compuesto con PI-
PLC de Bacillus thuringiensis y el lipido marcado fue analizado por TLC en el solvente
B. Por autorradiografia se pudo detectar un lipido con el mismo Rf que un testigo de
ceramida (Figura 17A, canal 1). Previamente se demostré que esta enzima es capaz de
degradar ceramida-GIPLs tanto como acilglicerol- o alquilglicerol-GIPLs (Lederkremer et
al., 1990).

Si se trata la fraccion Fr2 con HF 48%, 70 horas a 5°C, el lipido extraido con éter
presenta en TLC la movilidad de una ceramida. En estas condiciones se hidroliza

selectivamente la union fosfato diéster liberandose el componente lipidico.

HO
OHB—OH
HO
HO O;OH HF 50% OM—OH
HO

R — | oy + UPIDO + PO
0—P=0 OH

I

LIPIDO

Estos resultados permitieron identificar a Fr2 como una inositolfosfoceramida
(IPC).

Para una mayor caracterizacion de la IPC, ésta se sometid a condiciones alcalinas
suaves y a metanolisis acida. Tanto por tratamiento con NaOH 0,IM en MeOH 90%, 1h a
37°C como por tratamiento con NH,OH 9M, 40 min a 45°C o 40% propanol/ NH,OH
13M (1:1) no se alterd la movilidad cromatografica de la IPC, descartando la presencia de
un glicerolipido acilado. El analisis por TLC (Figura 23A) y RPTLC (Figura 23B) de los
productos obtenidos por metandlisis con HCl:MeOH:agua permiti6 detectar la presencia
de bases esfingosinicas de cadena larga. Para la cepa Y se identificé la esfinganina
(dihidroesfingosina) como base mayoritaria junto con una menor cantidad de esfingosina.

Los 4cidos grasos metilados identificados por RPTLC fueron C,¢,q y trazas de C,g,. En la
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cepa CL la esfinganina y esfingosina se encontraron en la misma proporcion.

A B

-C16

-

& g
. . -DE _” -DHE
" ‘ L
& <6
W k. -CI8

Figura 23 — Analisis de los productos obtenidos por metanélisis acida de la IPC (cepa Y)

radioactiva.

A) TLC en silica utilizando como solvente de desarrollo cloroformo:metanol:NH,OH 2,5M
(40:10:1).

B) RPTLC utilizando acido acético:acetonitrilo (1:1).

Testigos: E, esfingosina; DE, dihidroesfingosina; C16 y CI18, ésteres metilicos de los acidos

palmitico y estearico respectivamente.
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La ceramida liberada por la PI-PLC fue analizada también por RPTLC en el
solvente O donde pudo resolverse en 4 bandas (Figura 24). Las dos principales
corresponden a las ceramidas con la base de cadena larga saturada (dihidroesfingosina) N-
acilada por acido palmitico y acido estearico respectivamente. Las bandas de menor
intensidad corresponden a la palmitoilesfingosina y probablemente a la estearoil-
esfingosina (Figura 24, canal 1).

Dado que la IPC corre como una doble banda en TLC (solvente A) (Fig. 13) se
procedié a eluir de la placa cada banda por separado, se las traté con PI-PLC y las
ceramidas correspondientes se cromatografiaron en fase reversa. Como se puede observar
en la Figura 24, la banda superior esta formada por las ceramidas con dihidroesfingosina
como base (canal 2) mientras que la inferior esta formada por las ceramidas con

esfingosina (canal 3).
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. PE
| -PDE
| _EDE
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Figura 24 — TLC en fase reversa de las ceramidas radioactivas liberadas por tratamiento de
la IPC (cepa Y) con PI-PLC.

Ceramidas liberadas de la IPC total (canal I). La doble banda de 1PC (Fig. 14) se separ6 en una
banda superior y otra inferior que se trataron individualmente con PI-PLC. Las ceramidas
obtenidas se analizaron por separado. Ceramida obtenida de banda superior, canal 2. Ceramida
obtenida de banda inferior, canal 3. Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol:agua (10:25:1).
Testigos: PE, palmitoilesfingosina, PDE, palmitoildihidroesfingosina; EDE, estearoildihi-
droesfingosina; LDE, lignoceroildihidroesfingosina.
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Células epimastigotes de T. cruzi no incorporadas metabolicamente con 4cido graso
radioactivo se sometieron a un procedimiento analogo de extraccion y purificacion de
IPLs. El compuesto en la fraccion de lipidos acidos, con Rf igual a la IPC radioactiva en
TLC (solvente A), fue revelado con ninhidrina para la deteccion de grupos NH, libres, y
con el revelador para grupos fosfato. Sélo el segundo revelador detect6 este compuesto
confirméndonos la presencia de grupos fosfato y descartando la presencia de GlcNH,.

Este compuesto se tratd con PI-PLC y el lipido extraido con éter se cromatografié
en el solvente B donde presentd una movilidad igual a la palmitoildihidroesfingosina. La
fase acuosa resultante del tratamiento con PI-PLC se descationizd utilizando una resina
AG-50(H%) y se analizé por TLC en el solvente L observandose un compuesto con el
mismo Rf=0,4 que un testigo de inositol-fosfato ciclico.

Las ceramidas obtenidas de células no radioactivas se analizaron por CGL como
trimetilsilil derivados utilizando las condiciones Ai (Figura 25). En este caso se
encontraron las mismas ceramidas que en la muestra radioactiva en la relacion que se

puede observar en la Tabla 4.

Tabla 4 — Proporcion en que se encuentran las distintas ceramidas en las muestras de
IPC delacepa Y y CL.

CEPA | palmitoilesfingosina | palmitoildihidroesfin- | estearoilesfingosina | estearoildihidroesfin-
(tr 15,51 min) gosina (tr 16,09 min) (tr 19,39 min) gosina (tr 20,21 min)
Y 5 2 1,4 1
CL 5,1 1 1 -

tr = tiempo de retencidn
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Figura 25 — Anilisis por cromatografia gaseosa de las ceramidas liberadas de la IPC por
tratamiento con PI-PLC.

Las ceramidas se analizaron como trimetilsilil derivados en una columna capilar HP-1 (0,20 mm
x 12 m). Se utilizaron las condiciones de corrida Ai. Los tiempos de retencion coinciden con los
de los derivados sililados de los testigos palmitoilesfingosina (C,(/C,s,, 15,511 min),
palmitoildihidroesfingosina (C,¢/,s0, 16,095 min) y estearoildihidroesfingosina (C,g/,g0, 20,217
min). El pico a 19,394 min se pudo caracterizar como estearoilesfingosina (C,4/,4.,) por CGL-EM.
El pico a 9,68 min (DOC) corresponde al acido desoxicélico.
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El pico a 9,68 corresponde al acido desoxicolico utilizado como detergente en el
tratamiento con PI-PLC. Los tiempos de retencion coincidieron con los de testigos
comerciales y las estructuras de las ceramidas se confirmaron por CGL-EM (Figura 26).
Los fragmentos de masa se compararon con los valores descriptos en la bibliografia
(Samuelsson y Samuelsson, 1969). Los picos a 15.511 min y 19,394 min mostraron iones
significativos a m/z 243, 311, 336 y 426 presentes en todas las ceramidas de esfingosina
mientras que los picos a 16,095 min y 20,217 min dieron los fragmentos caracteristicos de
la dihidroesfingosina a m/z 313 y 217. En la Tabla 5 pueden verse las fragmentaciones que
dan origen a esos picos. Los fragmentos que dan informacién del acido graso
constituyente de las ceramidas aparecen, para los dos picos de menor tiempo de retencion,
a m/z 370 y 443, correspondiendo al acido palmitico y para los dos picos de mayor tiempo
de retencion aparecen a 398 y 471, desplazados 28 unidades, correspondiendo al acido
estearico. En la Tabla 5 se encuentran los picos diagnosticos dados por la bibliografia que
sirvieron para caracterizar cada ceramida. Como se puede observar en los gréficos,

aparecen la mayoria de estos picos en los espectros (Figura 26).
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Figura 26 — Espectros de masa de las ceramidas obtenidas, por tratamiento con PI-PLC, de
una muestra de IPC de formas epimastigote de T. cruzi.

Espectros de masa correspondientes a los picos obtenidos por cromatografia gaseosa (Figura 25).
A) Espectro de la palmitoilesfingosina (pico a 15,511 min)

B) Espectro de la palmitoildihidroesfingosina (pico a 16,095 min)

C) Espectro de la estearoilesfingosina (pico a 19,394 min)

D) Espectro de la estearoildihidroesfingosina (pico a 20,217 min)
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Tabla 5 — Fragmentos caracteristicos del espectro de masa de las distintas ceramidas
obtenidas.

palmitoilesfingosina  palmitoildihidro- estearoilesfingosina  estearoildihidro-
esfingosina esfingosina
M-(b+1) 426 428 426 428
M-(b+1+90) 336 336
M-d 311 313 311 313
M-(b+1+e) 243 243
M-(b+1+c) 217 217
M-a 370 370 398 398
M-(a-73) 443 443 471 471
a
a c N d
A N A
'CH3(CHy)1,CH=C H-C H—CH—CH,—OTMS
o [,
e l

b § G—(CHz)nCH;
0

Otros picos que aparecen en la serie homoéloga de las dihidroesfingosinas de 18C
son m/z 232 y 260; y para las esfingosinas, m/z 258.

Es interesante notar que a pesar de que las ceramidas encontradas en las muestras
de parasitos no radioactivos son las mismas que para los lipidos radioactivos las
proporciones de esfingosina a dihidroesfingosina son inversas. En el caso de las muestras
frias las ceramidas mayoritarias corresponden a las de base de cadena larga insaturada
mientras que para las muestras radioactivas estas son las minoritarias. Esto podria indicar
que el parasito incorporaria algunos lipidos del medio.

Por otra parte, el hecho de que el acido [*H)-palmitico sea incorporado en
esfingosina y dihidroesfingosina indica que, por lo menos en parte, las bases de cadena

larga son biosintetizadas por el parasito. La biosintesis de ceramida en mamiferos
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comiecnza con la condensacién de serina y palmitoilcoenzima A para formar 3-
cetodihidroesfingosina (Figura 12). Esta es reducida a dihidroesfingosina la cual se N-
acila dando la ceramida saturada que puede ser a su vez deshidrogenada (Hannun, 1994).
El haber encontrado dihidroesfingosina como base mayoritaria de las IPC provenientes de
células incorporadas con &cido palmitico radioactivo indicaria que este camino
biosintético también es llevado a cabo por los epimastigotes de T. cruzi.

En las IPC de formas trypomastigote de T. cruzi también se encontraron
esfingosina y dihidroesfingosina como bases de cadena larga pero Unicamente se encontrd
palmitico como acido graso (Uhrig et al., 1996).

También fucron identificadas inositolfosfoceramidas en Leishmania spp. En
Leishmania donovani los 4cidos grasos encontrados en forma mayoritaria fueron C,¢q y
C,g0 al igual que en las IPC de T. cruzi; y las esfingosinas y dihidroesfingosinas de C16 y
C18 son las bases de cadena larga predominantes (Kaneshiro et al., 1986). En T. cruzi
solo encontramos las bases de C18. En Leishmania mexicana mexicana la ceramida
mayoritaria tiene la base esfingosina de C16 y el componente minoritario tiene la
dihidroesfingosina de C16. Ambas N-aciladas por acido estearico (Singh et al., 1988).

En T. brucei una IPC fue sdlo tentativamente identificada por su comportamiento
cromatografico pero su naturaleza no fue confirmada (Patnaik ez al., 1993).

Lo mas interesante de destacar en este aspecto es la diferencia con mamiferos
donde no se detectaron inositolfosfoceramidas. En células de mamiferos en lugar de haber
una transferencia de inositolfosfato a la ceramida para formar IPC, hay transferencia de
fosfocolina para formar la esfingomielina, esfingolipido mayoritario en los mamiferos.
También hay adicion de glucosa y galactosa a la ceramida para dar esfingolipidos
complejos, pero no hay formacion de IPC (Figura 12) (Dickson, 1998). Esta diferencia
con mamiferos hace, de la inhibicion de la biosintesis de la IPC, una alternativa atractiva
para la quimioterapia.

En el LPPG, glicoinositolfosfolipido componente mayoritario de la membrana de
formas epimastigote de T. cruzi, se encontrd6 en cantidades apreciables

palmitoildihidroesfingosina junto con lignoceroildihidroesfingosina. El 4cido lignocérico
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no se encontrd en las IPC, por lo tanto, faltaria establecer en que paso de la biosintesis del
LPPG es introducido ese acido graso.

En levaduras la porcidn lipidica de la mayoria de las anclas GPI son ceramidas
diferentes a las encontradas en las IPCs (Fankhauser et al., 1993). La ceramida seria
introducida en el ancla GPI por remodelamiento luego de la adicion a la proteina (Sipos et
al., 1994). No se demostro aun en T. cruzi si el PI es precursor de la IPC por transferencia
del inositolfosfato del PI a la ceramida como se describié para Saccharomyes cerevisiae
(Becker y Lester, 1980) ni si se lleva a cabo una reaccion de remodelamiento en el GIPL
completo.

En este trabajo de tesis se determind por primera vez la presencia de IPC en

Trypanosoma y su biosintesis a partir de [*H]-palmitico.



RESULTADOS Y DISCUSION
CAPITULO 5

Analisis de lipidos libres de formas amastigote y su variacion en el
proceso de diferenciacion morfologica in vitro
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ANALISIS DE LIPIDOS LIBRES DE FORMAS AMASTIGOTE Y SU
VARIACION EN EL PROCESO DE DIFERENCIACION MORFOLOGICA IN
VITRO

Las distintas formas morfologicas del Trypanosoma cruzi tienen diferentes
funciones en su ciclo de vida. La comprension de los mecanismos involucrados en la
diferenciacion de los distintos estadios puede brindar medios efectivos para interferir
en el ciclo de vida del parasito.

Una comparacién de los lipidos presentes en cada cstadio del ciclo de vida
puede ser un camino util en esta direccidn y puede servir también para entender
algunos 'de los mecanismos de la relacion huésped-parasito. Los lipidos pueden servir
como marcadores bioquimicos de la diferenciacién celular (Leon et al., 1989).

En este capitulo se presenta el analisis de distintos lipidos que pueden
encontrarse formando parte de anclas GPI y que pueden originarse por accion de
fosfolipasas enddgenas; y su variacion en el proceso de diferenciacion celular.

Células trypomastigotes de T. cruzi, cepa Y, obtenidas del sobrenadante de
células infectadas LLC-MK, fueron incubadas a 37°C en medio LIT para su
diferenciacion en amastigotes y epimastigotes de acuerdo a lo descripto por Andrews et
al., 1987. Los parasitos (5x108) se mantuvieron en el medio de cultivo 0, 24, 48 o 72
horas para su diferenciacion y luego fueron incorporados metabolicamente con acido
9,10(n)-[’H]-palmitico durante 2 horas. La misma incorporacién se efectué sobre
células epimastigotes. La composicion de las células a los distintos tiempos de

diferenciacion esta dada en la Tabla 6.
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Tabla 6 — Composicion celular a distintos tiempos de diferenciacion in vitro de
Trypanosoma cruzi.

t de diferenciacion Composicion celular
Oh 90% trypomastigotes, 10% amastigotes
24 h 100% amastigotes
48 h amastigotes en transicion a epimastigotes
72 h 50% epimastigotes

Las células de los distintos tiempos, incorporadas con [*H]-palmitico y liofilizadas
fueron extraidas con cloroformo:metanol (1:1, 3 x 1ml) y cloroformo:metanol:agua

(10:10:3, 2 x 1ml). La Tabla 7 muestra la radioactividad extraida para cada tiempo.

Tabla 7 — Radioactividad extraida de las células diferenciadas por distintos
tiempos e incubadas con [*H]-palmitico por 2h.

t de diferenciacion | cloroformo:metanol  cloroformo:metanol:agua
Oh 45 868 400 cpm 430 500 cpm
24 h 174 575 100 cpm 763 650 cpm
48 h 111 442 000 cpm 1551 750 cpm
72h 126 536 800 cpm 902 100 cpm
epimastigotes 141 958 900 cpm 927 600 cpm

En estos extractos se estudi6 principalmente la presencia de lipidos que pueden
encontrarse en anclas GPI. Con todos los puntos se trabajo en paralelo para poder hacer

un analisis comparativo.

Ceramida y alquilglicerol

Los extractos cloroformo:metanol fueron analizados por TLC en el solvente B (Figura
27). Como puede observarse en esta Figura ademas de la mancha mayoritaria

correspondiente a acido graso (debida en parte al precursor adsorbido en la superficie
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de los parasitos), se detectaron otros dos compuestos con Rf similares a una ceramida y

a un alquilglicerol.

Figura 27 — TLC y fluorografia de los lipidos obtenidos de células de 7. cruzi luego de
periodos crecientes de diferenciacion e incorporaciéon con acido [*H]-palmitico.
Trypomastigotes diferenciados 0, 24, 48 y 72 h (canales 1-4) y epimastigotes (canal 5) fueron
marcados metabélicamente con acido [*H]-palmitico durante 2 horas. Los lipidos extraidos
con cloroformo:metanol (1:1) se analizaron por TLC utilizando cloroformo:metanol (38:3)
como solvente de desarrollo. Testigos: AAG, alquilacilglicerol; DAG, diacilglicerol; C,
ceramida; P, acido palmitico; A, alquilglicerol.
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Una mejor separacion de estos lipidos se obtuvo utilizando el solvente E como
solvente de desarrollo (Figura 28). Este solvente, donde la ceramida se separa poco del
origen se utiliz principalmente como paso de purificacién de estos lipidos, presentes

en menor proporcion, respecto al dcido graso.

& - ‘ft? ; A
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Figura 28 —~TLC y fluorografia de los lipidos marcados con acido [*H]-palmitico
obtenidos de células de 7. cruzi luego de periodos crecientes de diferenciacion.

Los lipidos obtenidos de la misma forma que lo indicado en la Fig. 27 se analizaron por TLC
utilizando hexano:acetato de etilo (2:1) como solvente de desarrollo. Testigos: P, acido
palmitico; C, ceramida; A, alquilglicerol.
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La ceramida y el alquilglicerol junto con el origen se eluyeron de la placa para
cada punto y se recromatografiaron en el solvente B donde nuevamente corrieron como
estandares de ceramida y alquilglicerol (Figura 29A). Sélo una pequeila cantidad de
estos lipidos pudo detectarse en formas trypomastigote con una mayor exposicion de la

autorradiografia (canal 1).
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Figura 29 — Analisis de las ceramidas obtenidas de las células luego de los distintos

periodos de diferenciacion, como en la Figura 27.

A) TLC en cloroformo:metanol (38:3) de las ceramidas y alquilglicerol purificados de los
acidos grasos por TLC en hexano:acetato de etilo (2:1) (Fig. 28).

B) RPTLC en cloroformo:metanol:agua (40:100:3) de las ceramidas eluidas de la placa A
canales 2-5.

C) Analisis de los productos obtenidos por metandlisis 4cida de la ceramida. Solvente de
desarrollo: cloroformo:metanol:NH4OH 2,5M (40:10:1).

Testigos: PE, palmitoilesfingosina; PDE, palmitoildihidroesfingosina; EDE, estearoil-

dihidroesfingosina; LDE, lignoceroildihidroesfingosina; C, ceramida; A, alquilglicerol

(hexadecilglicerol); PM, palmitato de metilo; E, esfingosina; DE, dihidroesfingosina.
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La variacion en la cantidad relativa de ceramida para cada punto se obtuvo por
elucion de las manchas a los distintos tiempos. Las cuentas recuperadas se dan en la
Tabla 8.

Tabla 8 — Variacion en la cantidad de ceramida radioactiva a los distintos tiempos
de diferenciacion celular.

t de diferenciacion | Radioactividad
24 h 9570 cpm
48 h 6990 cpm
72 h 3630 cpm
epimastigotes 3802 cpm

Como puede observarse en la Tabla 8 hay una cantidad maxima de ceramida en
formas amastigotes disminuyendo a medida que las células se diferencian a
epimastigotes. Lo mismo ocurre para el alquilglicerol que sélo es detectado en células
de 24 h de diferenciacion.

La diferencia en la cantidad de ceramida libre en formas trypomastigote respecto
de amastigote puede deberse a una menor capacidad biosintética en las células
trypomastigote no replicativas; sin embargo, es interesante notar que el nivel de
ceramida es maximo en las formas amastigotes donde también es maxima la cantidad
de glicoproteina Ssp-4, anclada por GPl, que es progresivamente liberada al medio
durante el proceso de diferenciacion (Andrews ef al., 1987, 1988).

Las ceramidas fueron analizadas también por RPTLC utilizando el solvente O
(Figura 29B). Comno ceramida mayoritaria de detectd la palmitoildihidroesfingosina
junto con trazas de estearoildihidroesfingosina y palmitoilesfingosina. Puede
observarse en esta figura que todas disminuyen luego de las 24 horas de cultivo
coincidiendo con el porcentaje decreciente de formas amastigote. Unicamente los
componentes minoritarios aumentan ligeramente en las formas epimastigotes.

Para confirmar la identidad de la ceramida mayoritaria, ésta se eluy6 de la fase

reversa y se someti0 a metandlisis acida. De acuerdo a lo esperado encontramos
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dihidroesfingosina y una traza de esfingosina como bases de cadena larga (Figura
29C).
El alquilglicerol también se eluy6 de la Figura 29A y se lo identificd por

RPTLC (solvente P) como el 1-O-hexadecilglicerol.

Acidos grasos

Los extractos cloroformo:metanol originales fueron también analizados por
RPTLC en el solvente R (Figura 30).

Los compuestos I-1II fueron identificados como écidos grasos por TLC en el
solvente J, por lo tanto, fueron metilados y recromatografiados en fase reversa (Figura
31) antes (canales 1-3) y después de ser hidrogenados (canales 4-6) (solvente S). El
unico que cambio la movilidad con la hidrogenacidn fue el compuesto 1.

De esta forma se pudo identificar los compuestos I, 11 y III como &cido
palmitoleico (Cy.1), acido palmitico (C,e) y 4acido estearico (C,g). El acido [3H]-
palmitico radioactivo utilizado como precursor fue principalmente elongado a acido
estearico y una menor proporcion fue desaturado para dar palmitoleico. Es interesante
que en formas trypomastigote no detectamos acido estedrico ni palmitoleico, el tnico
acido graso encontrado es acido palmitico.

Lo que se pudo observar es un aumento en la relacion de estearico a palmitico
durante el proceso de diferenciacion de trypomastigotes a amastigotes y una
disminucién durante la diferenciaciéon de amastigotes a epimastigotes. Esteves et al.
(1989) informaron también cambios en la composicién de acidos grasos durante la
diferenciacion de epimastigotes a trypomastigotes metaciclicos indicando que estos
podrian ser buenos marcadores bioquimicos de la diferenciacién celular.

El compuesto V de la Fig. 30 no alteréd su movilidad por saponificacién ni por
hidrogenacion y se metil6 por tratamiento con BF3.MeOH. Estos datos y su movilidad
en RPTLC nos permiten sugerir que el compuesto V es un dcido graso saturado de por

lo menos 22 carbonos.
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I -Ci40

11 -Cis:0
111 -Cis:0
A% -PDE
v -EDE
VI -AAG
VII

1 2 3 4 5

Figura 30 — RPTLC y fluorografia de los lipidos marcados con acido [*H]-palmitico
obtenidos de células de 7. cruzi como se describe en la Fig. 27.

Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol:agua (40:80:1). Testigos: Cigo y Cigo, metil
ésteres de los acidos palmitico y estearico respectivamente; PDE, palmitoildihidroesfingosina;
EDE, estearoildihidroesfingosina; AAG, alquilacilglicerol.
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- -C14:0, C16:1
. sl -C16:0
. . -C18:0

Figura 31 — Analisis de los acidos grasos eluidos de la placa de la Fig. 30.

Los compuestos I-III (Fig. 30) se eluyeron, metilaron y los ésteres se analizaron antes (canales
1-3) y después (canales 4-6) de hidrogenarlos cataliticamente. Solvente de desarrollo: acido
acético:acetonitrilo (1:1). Testigos: Cia0, Cis:1, Cie0, Cis:0, €steres metilicos de los acidos
miristico, palmitoleico, palmitico y estearico respectivamente.
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Alquilacilglicerol

La estructura del compuesto VI (Fig. 30) con un Rf igual al del 1-O-hexadecil-
2-O-palmitoilglicerol fue confirmada por saponificaciéon y metilacion. El analisis de los
productos obtenidos puede observarse en la Figura 32A. El alquilglicerol se eluyé de la
placa y se lo identifico como el hexadecilglicerol por RPTLC en el solvente P (Figura

32B).

Figura 32 — Analisis de los productos obtenidos por saponificacion del alquilacilglicerol

(compuesto VI, Fig. 30) y posterior metilacion.

A) TLC en silica. Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol (38:3).

B) Analisis en RPTLC del alquilglicerol eluido de la placa A. Solvente de desarrollo:
cloroformo:metanol:agua (20:55:3).

Testigos: PM, palmitato de metilo; A, alquilglicerol; H, hexadecilglicerol; D, dodecilglicerol;

0, octadecilglicerol.
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Inositolfosfolipidos y precursores de GPI

Los compuestos mas polares que quedaron en el origen en la placa de la Fig.
29A fueron eluidos y recromatografiados en el solvente A junto con los IPLs
previamente caracterizados de formas epimastigote (Figura 33A). Como puede
observarse se detectd un componente con el mismo Rf que la banda superior de la IPC
de epimastigotes (base: dihidroesfingosina), que también disminuye con la
diferenciacion de amastigotes a epimastigotes.

Para descartar la presencia de esfingomielina, que en el solvente A tiene Rf
cercano a los IPLs, este compuesto se eluyé y se analizé por RPTLC en el solvente R
junto con el testigo de IPLs (Figura 33B). Como puede observarse, en esa figura no se
detecto radioactividad con el Rf de la esfingomielina. Esto indicaria que en T. cruzi no
hay incorporacién de acido palmitico radioactivo en esfingomielina.

En concordancia con esto Aeberhard et al., (1980) observaron en epimastigotes
de T. cruzi (cepa Tulahuén) escasa radioactividad como esfingomielina por
incorporacion metabolica de 1-[”C]-acetato. En esta misma cepa Racagni et al., (1992)
no informan la presencia de esfingomielina en epimastigotes incorporados con *?P.
Antunes y Oliveira (1981) encuentran en epimastigotes alrededor de un 4% de
esfingomielina respecto a los fosfolipidos totales pero esta no es detectada entre los
fosfolipidos incorporados con *'P. Tampoco se detecté esfingomielina por
incorporacién de [*H]-palmitico en formas trypomastigotes de T. cruzi (cepa Y) (Uhrig
etal., 1997).

La ausencia de esfingomielina en estas células excluye la especulacion sobre el

origen de la ceramida por accion de una esfingomielinasa.
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Figura 33 — Anilisis de los lipidos més polares obtenidos por incorporacién de [*H]-

palmitico en células diferenciadas.

A) El origen de la placa de la Fig. 29A se eluy6 y cada punto se volvié a cromatografiar en
cloroformo:metanol:NH;OH 2,5M (15:10:2). Los IPLs radioactivos (canal 6) se
obtuvieron de células epimastigotes por incorporacién metabdlica de dcido [*H]-palmitico.

B) El compuesto con Rf similar a la IPC se eluy6 de la placa A (canales 2-5) y se analiz6 por
RPTLC (canal 1) junto con los IPLs de epimastigotes (canal 2). Solvente de desarrollo:
cloroformo:metanol:agua (40:80:1). Testigo: EM, esfingomielina.
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Una alicuota del extracto cloroformo:metanol de células amastigotes se separd
en lipidos acidos y lipidos neutros por cromatografia de intercambio anidnico débil
(DEAE-Sephadex) de acuerdo al método ya descripto para las formas epimastigote. La
relacion de LN a LA encontrada fue de 19:1. Los IPLs presentes en la fraccion de
lipidos acidos se cromatografiaron junto con los lipidos acidos radioactivos de formas
epimastigotes. Como se puede observar en la Figura 34 en este analisis comparativo
llama la atencion la poca cantidad de PI respecto de IPC en amastigotes. Mientras que
en epimastigotes la relacion encontrada es cercana a 2:3, en amastigotes es de 1:9. Esto

mismo se puede observar en la Fig. 33A.

-PI
-IPC

Figura 34 — TLC y autorradiografia de los lipidos acidos incorporados con H]-
palmitico extraidos de células epimastigotes (canal 1) y de amastigotes (canal 2).
Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol:NH4OH 2,5M (15:10:2).




Lipidos libres de formas amastigote Resultados y discusion106

La IPC eluida de estas placas se traté con PI-PLC y como era de esperar el
lipido extraido con butanol corrié en TLC como una ceramida (solvente B). En fase
reversa se pudo detectar mayoritariamente la palmitoildihidroesfingosina junto con una
pequeiia cantidad de palmitoilesfingosina (Figura 35).

Los productos del tratamiento con HCl/metanol/agua de esta ceramida se
analizaron por TLC en el solvente C, donde se pudo detectar dihidroesfingosina como

base mayoritaria.

Figura 35 — Analisis de las ceramidas obtenidas por tratamiento de las IPCs de
amastigotes (canal 1) y epimastigotes (canal 2) con PI-PLC.

Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol:agua (40:100:3). Testigos: PE, palmitoilesfin-
gosina; PDE, palmitoildihidroesfingosina; EDE, estearoildihidroesfingosina.
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Los extractos cloroformo:metanol:agua de las células de distintos tiempos de
diferenciacion, fueron también analizados por TLC en el solvente H (Figura 36A).
Cuando el extracto de 24 h se tratd con PI-PLC se pudo observar la presencia de por lo
menos tres compuestos sensibles a esta enzima (Figura 36B). Uno de ellos, la IPC, y

otros dos de menor Rf que se llamaron o y B.

B

1 2 3 4 5 6 1 2
PILPLC -  +

Figura 36 — TLC y fluorografia de los extractos cloroformo:metanol:agua de las células a

distintos tiempos de diferenciacion.

A) Las células de distintos tiempos de diferenciacién incorporadas con [*H]-palmitico
previamente extraidas con cloroformo:metanol, se extrajeron con cloroformo : metanol :
agua (10:10:3). Estos extractos se analizaron por TLC (canales 2-6) junto con testigos de
IPLs (canal 1), utilizando cloroformo:metanol:agua (10:10:3) como solvente de
desarrollo.

B) Extracto de células amastigotes (24h de diferenciacion) sin tratar (canal 1) y tratado con
PI-PLC (canal 2). Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol:agua (10:10:3).




Lipidos libres de formas amastigote Resultados y discusion108

Para el analisis de la porcién lipidica, o y B se eluyeron de la placa, se trataron
nuevamente con PI-PLC y los lipidos extraidos con éter se analizaron en el solvente B.
Ambos corrieron con el Rf de un glicerolipido disustituido (Figura 37A) Al ser
reanalizados en el solvente D se detectaron en ambos casos los isomeros 1,2- y 1,3- del
AAG (Rf 0,48 y 0,37 respectivamente). Como se menciond anteriormente este ultimo
se formaria por migracion del acilo de la posicidon —2. Para el compuesto o también se
detectaron otros dos componentes con Rf 0,54 y 0,42 que no fueron identificados
(Figura 37B).

Estos precursores de GPI son mas abundantes en amastigotes, disminuyen a las
48 h de diferenciacion aumentando nuevamente hacia las 72 h y en los epimastigotes.

Es de sefialar la ausencia de ceramida en estos compuestos.



RESULTADQOS Y DISCUSION

CAPITULO 6

Porcién lipidica del ancla de la glicoproteina Ssp-4 de
Trypanosoma cruzi
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-AAG, DAG
- -1,3-AAG
= -1,3-DAG
dgy dhy =1 ,2'AAG
-1,2-DAG

Figura 37 — Analisis de los lipidos liberados por tratamiento de los compuestos o y 8

con PI-PLC.

A) oy B se trataron con PI-PLC y los lipidos extraidos con éter se analizaron en TLC
(canal 1 y canal 2, respectivamente) utilizando cloroformo:metanol (38:3) como
solvente de desarrollo.

B) TLC de la porcidn lipidica de los compuestos o y B eluidos de la placa A, canal 1 y 2,
respectivamente. Solvente de desarrollo: hexano:acetato de etilo (4:1).

Testigos: 1,2-AAG, 1-O-hexadecil-2-O-palmitoilglicerol; 1,3-AAG, 1-O-hexadecil-3-O-

palmitoilglicerol; 1,2-DAG, 1,2-dipalmitoilglicerol; 1,3-DAG, 1,3-dipalmitoilglicerol; C,

ceramida.
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PORCION LIPIDICA DEL ANCLA DE LA GLICOPROTEINA Ssp-4 DE
TRYPANOSOMA CRUZI

ANCLAS GPIs EN TRYPANOSOMA CRUZI

Frecuentemente, se encuentran, en tripanosomatidos, GPIs como anclas de
glicoconjugados a membrana (McConville & Ferguson, 1993).

La porcion lipidica de estos GPIs varia significativamente entre las distintas
especies y entre las formas de diferenciacion dentro de una especie (Tabla 3, pag. 24).
En particular en T. cruzi se encontr6 AAG y una pequeiia proporcion de ceramida en el
ancla de la glicoproteina 1G7 de formas metaciclicas (Heise et al., 1995). La porcion
lipidica del ancla de la glicoproteina Tc85 de formas trypomastigote (Couto et al.,
1993) que esta involucrada en el proceso de invasidn a la célula huésped (Alves et al,,
1986) es el 1-O-hexadecilglicerol. El ancla GPI de las mucinas de epimastigotes
contienen exclusivamente 1-O-alquil-2-O-acilglicerol mientras que mas del 70% de las
mucinas de formas metaciclicas tienen una ceramida como lipido (Acosta Serrano ef
al., 1995) (Figura 7, pag. 26).

Este cambio que ocurrc en la porcidn lipidica de las mucinas, cuando los
epimastigotes se diferencian a trypomastigotes metaciclicos, es muy interesante ya que
no ocurre lo mismo con la porcion oligosacaridica que se mantiene invariable. Su
significado no esta del todo claro pero podria correlacionarse con la habilidad de las
mucinas de las formas infectantes, de insertarse en la membrana de la célula huésped
durante la invasion (Ferguson, 1997). Otras glicoproteinas de formas metaciclicas
ancladas por GPI, como la 1G7 que tiene predominantemente AAG, no son secretadas
al medio (Schenkman et al., 1993b).

La ceramida y el alquilglicerol se encontraron en relacion 3:1 en el ancla de la

trans-sialidasa de trypomastigote de cultivo celular (Agusti ef al., 1997) mientras que
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en los trypomastigotes metaciclicos sélo se encontr6 ceramida (Agusti et al., 1998). En
ambos casos la glicoproteina se secreta al medio.

En el LPPG, componente mayoritario de la membrana plasmatica de formas
epimastigote se encontrd hexadecilpalmitoil-glicerol o ceramida unidos al mismo
glicano en células en la fase exponencial de crecimiento (Lederkremer ef al., 1993).
También se encontr ceramida en anclas de Dictyostelium discoideum (Stadler et al.,
1989; Haynes et al., 1993) y en Saccharomyces cerevisiae (Conzelmann et al., 1992;
Fankhauser er al., 1993) pero no fue descripta en anclas de glicoproteinas de

mamiferos.

ANTIGENO DE SUPERFICIE Ssp-4 DE FORMAS AMASTIGOTE DE T.
CRUZI

La glicoproteina Ssp-4 es un antigeno de superficie especifico y mayoritario de
las formas amastigote y es un marcador del proceso de diferenciacion, ya que es
detectada con anticuerpos monoclonales sélo en amastigotes recién diferenciados
(Andrews et al., 1987). Su masa molar es de 70-85 kDa y esta anclada por GPI. La
Ssp-4 hidrofdbica puede convertirse por tratamiento con fosfolipasa C de T. brucei en
la forma hidrofilica conteniendo el epitope CRD (Andrews ef al., 1988).

En experimentos realizados con Ssp-4 marcada con [*H]-miristico no se
encontré marca radioactiva en la glicoproteina inmunoprecipitada del medio de
incubacidon. Esto sugiere que la liberacion de Ssp-4 que se produce progresivamente
durante la diferenciacion de amastigotes a epimastigotes es mediada por hidrdlisis de
un ancla GPI por acciéon de una PI-PLC endogena (Andrews et al, 1988).

En contraste con estos resultados no hay evidencia de liberacion de
glicoconjugados mediados por PI-PLC en Leishmania o en el Trypanosoma africano
(Mc Conville & Ferguson, 1993).
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La liberacion de la Ssp-4 generaria en la superficie celular un glicerolipido o
una ceramida que podrian actuar como segundos mensajeros. La identificacion de este
lipido es importante ya que se han descripto efectos opuestos en la regulacion celular
para el DAG y la ceramida (Hannun, 1994; Sweeley, 1994). Esto nos llevé a estudiar la

porcion lipidica de esta glicoproteina.

LIPIDO DEL ANCLA DE LA GLICOPROTEINA Ssp-4

Un lisado de amastigotes (1,5 x 10%°) marcados con acido [*H]-palmitico se
inmunoprecipitd con anticuerpos monoclonales anti Ssp-4. El inmunoprecipitado se
extrajo con éter (2x0,5 ml) para remover los lipidos adsorbidos. Luego se traté con PI-
PLC de Bacillus thuringiensis y se reextrajo con éter (4x0,5 ml). El 83% de la
radioactividad se liberd por accion de la enzima. El lipido extraido con éter luego del
tratamiento enzimatico se analiz6 por TLC en el solvente I (Figura 38). En esta Figura
se puede observar un compuesto con movilidad cromatografica igual a una ceramida
(Rf0,34) y otro con un Rf de 0,61.

Para descartar que el compuesto de mayor Rf sea un glicerolipido, se lo eluyé de
la placa y se lo re-analizd en el solvente B donde éste se separa bien del acido graso.
Como se puede observar en el perfil de radioactividad (Figura 39) se descartd la

presencia de diacil o alquilacilglicerol en esta ancla.
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Figura 38 — TLC y fluorografia de los lipidos liberados por accién de la PI-PLC de B.

thuringiensis sobre la glicoproteina Ssp-4.
Un inmunoprecipitado de la glicoproteina Ssp-4 radioactiva fue tratado con PI-PLC y

posteriormente extraido con éter. El extracto se analizé6 en hexano:2-propanol (9:1).
Testigos: AAG, alquilacilglicerol; DAG, diacilglicerol; P, 4cido palmitico; C, ceramida
(palmitoildihidroesfingosina); A, alquilglicerol (1-O-hexadecilglicerol).
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Figura 39 — Analisis en TLC del compuesto de la placa de la Figura 38 con movilidad
cromatogrifica igual al acido palmitico.

Solvente de desarrollo: cloroformo:metanol (38:3). Testigos: P, acido palmitico, DAG,
diacilglicerol; AAG, alquilacilglicerol..

El acido graso detectado es probablemente parte del precursor original que no se
eliminé completamente en la primera extraccion.

El compuesto con igual movilidad que la ceramida (Fig. 38) se hidroliz6 con
HCl:metanol:agua y luego de neutralizar se extrajo con éter. Los productos de la
hidrolisis se analizaron por RPTLC en el solvente S y se midié la radioactividad de la
placa obteniéndose el perfil de la Figura 40. De esta manera se detectaron dos picos,

uno correspondiente a dihidroesfingosina y otro al éster metilico del 4cido palmitico.
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Figura 40 — Analisis en RP-TLC de los productos obtenidos por metanolisis acida de la
ceramida eluida de la TLC de la Figura 38.

Solvente de desarrollo: acido acético:acetonitrilo (1:1). Testigos: Es, acido estearico; P, acido
palmitico; DE, dihidroesfingosina; E, esfingosina.
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También se encontré palmitoildihidroesfingosina en el ancla de la trans-
sialidasa (SAPA) de formas metaciclicas (Agusti et al., 1998). Las ceramidas
encontradas en las mucinas metaciclicas (Acosta Serrano et al., 1995) y en el LPPG de
formas epimastigote (Lederkremer et al., 1990) son la lignoceroildihidroesfingosina y
la palmitoildihidroesfingosina. En el presente estudio no se encontrd el acido graso de
Cy40 (lignocérico). De todos modos hay que tener en cuenta que la incorporacién con
[*H]-palmitico puede no reflejar la composicion real de las especies no radioactivas.

La palmitoildihidroesfingosina es también la ceramida libre mayoritaria de
formas amastigote y el hecho de que sea maxima la cantidad de esta ceramida a las 24
horas de diferenciacion (Resultados, Parte 2, pag. 97) estaria de acuerdo con un origen
relacionado con la Ssp-4 que también es mas abundante en ese punto de la
diferenciacion. Estos resultados abren la posibilidad de que la ceramida pueda jugar un
rol en la diferenciacion y proliferacion celular en T. cruzi como se sugirio previamente
para mamiferos (Olivera et al., 1992).

Es interesante notar que las proteinas activamente liberadas al medio,
probablemente por accién de fosfolipasas C enddgenas, estan ancladas a la membrana
por ceramida. Este es el caso de las mucinas de trypomastigotes metaciclicos que se
mencioné anteriormente. Estas mucinas de 35/50-kDa estarian involucradas en la
invasion a la célula huésped. Una prueba de esto es que anticuerpos monoclonales
dirigidos contra estas mucinas son capaces de inhibir la entrada del parasito a la célula
(Yoshida et al., 1989; Ruiz et al., 1993). Los epimastigotes, que no pueden penetrar las
células de mamifero, contienen, en las mucinas, 1-O-hexadecil-2-O-
hexadecanoilglicerol como lipido del ancla. Este cambio en el lipido podria
correlacionarse con la creciente infectividad de las formas metaciclicas y con la
habilidad del parasito para liberar las mucinas en la invasion a la célula huésped.

La trans-sialidasa, enzima responsable de transferir acido sidlico desde
glicoproteinas o glicolipidos del huésped a aceptores sobre la superficie del parasito, es

liberada al medio de cultivo o al plasma de pacientes infectados. Esta enzima anclada
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por GPI (Pollevick et al., 1991) tiene como lipido, tanto en formas trypomastigotes
como en trypomastigotes metaciclicos, una ceramida (Agusti et al., 1997, 1998).

Otras proteinas que contienen glicerolipidos en el ancla GPI en lugar de
ceramidas, como el antigeno 1G7 de T. cruzi, no son liberadas espontaneamente por el
parasito.

Es interesante resaltar también que en T. brucei o en Leishmania no se ha

determinado hasta el momento ningun ancla GPI que contenga ceramida.



RESULTADGOS Y DISCUSION
CAPITULO 7

Actividades de fosfolipasas y lipasas en membranas de
Trypanosoma cruzi
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ACTIVIDADES DE FOFOLIPASAS Y LIPASAS EN MEMBRANAS DE
TRYPANOSOMA CRUZI

Las fosfolipasas tiene un rol importante en la generacion de segundos
mensajeros (Liscovitch, 1992; Hannun, 1994) y una de las mas estudiadas es la
fosfatidilinositol fosfolipasa C especifica (P1-PLC) (Meldrum et al., 1991; Rhee et al.,
1989).

La utilizacion como sustratos de los IPLs, GIPLs y lipidos neutros radioactivos
obtenidos en este trabajo de tesis, y de un sistema de membranas de células
epimastigotes de T. cruzi, permitié demostrar la presencia en la membrana de varias
actividades enzimaticas.

Como se menciond en capitulos anteriores, en las mucinas, el AAG es
reemplazado por ceramida cuando el parésito se diferencia de formas epimastigote a
formas metaciclicas (Acosta Serrano er al., 1995). En los GIPLs de formas
epimastigote AAG y ceramida estan presentes en células en la fase logaritmica de
crecimiento (Lederkremer ez al., 1993), mientras que en el LPPG de células en la fase
estacionaria de crecimiento sélo se encontro ceramida (Lederkremer et al., 1990). Estas
y otras variaciones sugieren que estarian ocurriendo en T. cruzi mecanismos de
remodelacion, como se ha descripto para Saccharomyces cerevisiae (Conzelmann et
al., 1992; Sipos et al., 1997; Reggiori et al., 1997; Reggiori & Conzelmann, 1998).

Con el objeto de identificar las lipasas que podrian estar involucradas en
reacciones de remodelacion en 7. cruzi se utilizaron como sustratos exogenos los IPLs
y GIPLs radioactivos aislados previamente, los que se incubaron con membranas de
formas epimastigotes (Esquema 6). En una primera incubacion se utiliz6 como sustrato
una mezcla de IPLs y membranas obtenidas de 5x10® células. La formacion de lipidos
de menor polaridad que los IPLs (Figura 41), los cuales analizados por TLC en otros
sistemas de solventes, presentaban movilidades de ceramida, AAG y 4cido graso; nos
llevo a estudiar la presencia de fosfolipasas de tipo C y A en la preparacion de

membranas. Con los sustratos purificados se realizaron nuevas incubaciones, a
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tiempos y en presencia de distintos reactivos, potenciales inhibidores o cofactores de
las enzimas. Los lipidos extraidos luego de la incubacion con cloroformo:metanol:agua

(10:10:3) y sometidos a particion con agua/butanol se analizaron por TLC.

-DAG, AAG
-A,C
-AG
PI-
IPC-

Figura 41 — TLC y autorradiografia de los lipidos extraidos luego de la incubacion de los
IPLs con membranas de células epimastigotes de T cruzi (canal 2).

En el canal 1 se cromatografio como testigos una muestra de IPLs radioactivos. Solvente de
desarrollo: cloroformo:metanol:NH,OH 2,5M (15:10:2). Testigos: AAG, alquilacilglicerol;
DAG, diacilglicerol; A, alquilglicerol; C, ceramida; AG, acido graso.
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PREPARACION DE MEMBRANAS DE T. cruzi
INCUBACION CON INOSITOLFOSFOLIPID PL

CELULAS EPIMASTIGOTES
Lisis hipoténica
15" -0°C

\
LAVADOS

CENTRIFUGACION A 100 000 g, 1h a 4°C

INCUBACION CON 600 000 cpm de IPL
Buffer incubacion: Tris-HClI 50 mM pH 7,4; TLCK 0,1 mM;
leupeptina 2,5 pg/ml; 0,1% Triton X-100

cloroformo:metanol:agua (10:10:3)

Extraccion de lipidos con:
2 h de agitaciéon a T. amb.

CENTRIFUGAR
RESIDUO EXTRACTO ORGANICO
Extraccion de lipidos con: Llevar a seco
cloroformo: metanol: agua Particion agua/
(10:10:3) butanol
Y

RESIDUO . &

AGUA BUTANOL

Analisis por
TLC

Esquema 6



Actividades de fosfolipasas y lipasas de T. cruzi Resultados y discusion 121

ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA C EN MEMBRANAS DE 7. CRUZI

Para investigar una actividad de PI-PLC en membranas de T. cruzi los PI (Figura
42A) e IPC (Figura 42B) radioactivos se incubaron a 30°C con las membranas (5x10’
células) a distintos tiempos (15 min, 60 min, 120 min, 18h). Los lipidos se extrajeron y
se analizaron por TLC en el solvente A donde se pudo comprobar la formacién de
lipidos menos polares que los IPLs en todos los canales menos en el control (IPLs
incubados en el buffer sin membranas, Figuras 42A y 42B, canal 10).

Los compuestos de mayor movilidad I, II y VI de la Figura 42 se eluyeron de la
silica y se recromatografiaron en el solvente B (Figura 43A). El compuesto [ present6
movilidad similar al DAG y AAG (éstos no se diferencian en este solvente) (canal 1).
El lipido II se identificé como alquilglicerol (canal 2) y el lipido VI, liberado de la IPC,
se identific como ceramida (canal 3).

Para confirmar la identidad de los lipidos, el glicerolipido disustituido obtenido
del PI, se cromatografié en el solvente D que discrimina AAG de DAG. En este
solvente se pudo identificar el lipido I como AAG detectandose sélo trazas de DAG
(Figura 43B). Este resultado se confirmé por saponificacion del AAG y posterior
analisis de los productos obtenidos (Figura 43C).

El hecho de que el isdmero 1,3- sea mas abundante se debe a una migracién
intramolecular del acilo de la posicion 2 durante la manipulacién de las muestras,

fenomeno observado con frecuencia (Sjursnes & Anthonsen, 1994).
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23 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 45 6 7 8 9

Figura 42 — (A) Actividades de PLA, PLA,, PI-PLC y (B) de IPC-acido graso hidrolasa e
IPC-PLC en membranas de 7. cruzi.

PIs (600 000 cpm) (A) e IPCs (600 000 cpm) (B) marcados con 4cido [*H]-palmitico y
purificados de células epimastigotes de 7. cruzi, se incubaron con membranas de 7. cruzi
(5.107 células). Las incubaciones se realizaron a distintos tiempos (15 min, canal 1; 1h, canal
2; 2h, canal 3 y 18h, canal 4) a 30°C. El efecto de distintos reactivos en concentraciéon 10 mM
se estudid en las incubaciones de 18h (CMPSA, canal 5; EDTA, canal 6; o-fenantrolina, canal
7; CaCl,, canal 8 y MgCl,, canal 9). Como control los PI e IPC se incubaron 18h en el buffer
sin las membranas (canal 10). Luego de la incubacion los lipidos radioactivos se extrajeron
con cloroformo:metanol:agua (10:10:3), se llevaron a seco y se sometieron a particién con
agua/butanol. La fase organica se analiz6 por TLC utilizando cloroformo : metanol : NH,OH
2,5M (15:10:2) como solvente de desarrollo. Testigos: DAG, diacilglicerol; A, alquilglicerol;
MAG, monoacilglicerol; AG, acido graso; C, ceramida.

10

-PI
-IPC
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Figura 43 — Analisis de los lipidos liberados por accién de una fosfolipasa C endégena
durante la incubacién de los PI e IPC con membranas de epimastigotes de Trypanosoma
cruzi.

A) Los compuestos I, Il y VI de la Fig. 42 se eluyeron y recromatografiaron en cloroformo :
metanol (38:3) (canales 1, 2 y 3 respectivamente).

B) Analisis del glicerolipido eluido de placa A, canal 1; en hexano : acetato de etilo (4:1).

C) El compuesto mayoritario con movilidad de alquilacilglicerol en placa B se eluy6 y fue
saponificado en NaOH 0,IM en metanol 90%. Solvente de desarrollo: cloroformo :
metanol : NH,(c) (100:10:1).

Testigos: AAG, alquilacilglicerol (1-O-hexadecil-2-O-palmitoilglicerol); DAG, diacilglicerol

(1,2-dipalmitoilglicerol); C, ceramida (palmitoildihidroesfingosina); A, alquilglicerol (1-O-

hexadecilglicerol); P, 4cido palmitico.
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La naturaleza de la ceramida liberada por incubacidén de la IPC con las
membranas, se analiz6 por cromatografia en fase reversa (RPTLC) (solvente Q). Como
se puede observar en la Figura 44A el componente mayoritario es
palmitoildihidroesfingosina con menores cantidades de estearoildihidroesfingosina y
palmitoilesfingosina (canal 3).

Las ceramidas obtenidas por tratamiento con PI-PLC de Bacillus thuringiensis
de la IPC remanente luego de 18 h de incubacion (Figura 42B, canal 4) y de la IPC
control (Figura 42B, canal 10), se analizaron en la misma placa (Figura 44A, canales 1
y 2 respectivamente). Como puede observarse no hay ninguna diferencia en la
composicion de las mismas, lo que demuestra que todas las ceramidas son igualmente
liberadas por la IPC-PLC.

La estructura de las ceramidas liberadas por acién de la [PC-PLC enddgena se
confirmé por metanolisis acida y analisis de los productos obtenidos en TLC utilizando
el solvente C (Figura 44B). Se detectaron DHS y trazas de esfingosina junto con los
ésteres metilicos de los acidos grasos (canal 3). Los mismos resultados se obtuvieron al
analizar las ceramidas liberadas por la PI-PLC bacteriana de la IPC remanente luego de

la incubacién con las membranas (canal 1) y de la I[PC control (canal 2).
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Figura 44 — La ceramida liberada de la IPC por la PLC endégena tiene la misma

composicion que la ceramida encontrada originalmente en la IPC, pero el acido graso

radioactivo es intercambiado en parte por acido graso frio.

A) Las IPCs incubadas con las membranas de 7. cruzi 18h (Fig. 42, canal 4) y la IPC
control (Fig. 42, canal 10) se trataron con PI-PLC de Bacillus thuringiensis. Los lipidos
se extrajeron con butanol y una alicuota se analiz6 por RPTLC (canales 1 y 2
respectivamente) junto con la ceramida liberada de la IPC por la PLC enddgena (canal 3).
Solvente de desarrollo: cloroformo : metanol : agua (40:100:3).

B) Las ceramidas analizadas en el panel A, canales 1, 2 y 3 se sometieron a metandlisis
acida y los productos se analizaron por TLC (canales 1, 2 y 3 respectivamente). Solvente
de desarrollo: cloroformo : metanol : NH,OH 2,5M (40:10:1).

Testigos: PE, palmitoilesfingosina; PDE, palmitoildihidroesfingosina; EDE, estearoil-

dihidroesfingosina; PM, palmitato de metilo; E, esfingosina; DE, dihidroesfingosina.
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Cuando se utilizé como sustrato la fraccion conteniendo los GIPLs también se
pudo comprobar una actividad de PI-PLC que genera ceramidas y AAG (Figura 45).
Luego de incubar 18h con el sistema de membranas se puede observar, al
cromatografiar en el solvente H los lipidos extraidos, la aparicion de un lipido menos
polar (Figura 45A, canal 3) que también se pudo visualizar a la hora de incubacion en
una autorradiografia expuesta un periodo mas prolongado. Para determinar la
composicion del lipido generado, se lo eluyd y analizé en el solvente G. En la Figura
45B se pueden observar dos compuestos con Rf coincidentes con testigos de
palmitoildihidroesfingosina y lignoceroildihidroesfingosina respectivamente y otro
compuesto con la movilidad de un glicerolipido disustituido (canal 1). También se
realiz un control de los lipidos liberados de los GIPLs por tratamiento con PI-PLC
comercial de origen bacteriano (canal 2). La naturaleza de las ceramidas se confirmé
analizando las mismas por cromatografia cn fase reversa en el solvente Q (Figura 46A).
Como era de esperar se detectaron la palmitoildihidroesfingosina y la
lignoceroildihidroesfingosina. Esta ultima se sometié a metandlisis acida y el analisis
de los productos obtenidos se observa en la Figura 46B. La unica base detectada es
dihidroesfingosina.

Estos resultados ponen en evidencia la presencia, en la membrana de
epimastigotes de 7. cruzi, de una fosfolipasa C que actua sobre los PI liberando AAG,
DAG vy alquilglicerol; sobre las IPC liberando ceramida y sobre los GIPLs liberando
ceramida y AAG. El hecho de que estos sustratos se degraden solo parcialmente puede
atribuirse al efecto de dilucion producido por cantidades significativas de IPLs y GIPLs
enddgenos en las preparaciones de membranas.

Estas son las primeras evidencias de la presencia de fosfolipasas en membranas
de epimastigotes de T. cruzi, activas sobre los IPLs, en particular de una IPC-PLC.
Anteriormente se detectaron actividades enzimaticas que solubilizan la mfVSG de T.

brucei en membranas de trypomastigotes y en lisados de formas epimastigote y

metaciclicas (Schenkman et al., 1988b, Cardoso de Almeida & Heise, 1993).
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Figura 45 - Analisis de los lipidos liberados en la incubacién de los GIPLs con las

membranas de T. cruzi.

A) Los GIPLs marcados con [*H]-dcido palmitico (500 000 cpm) purificados de células de T.
cruzi se incubaron a distintos tiempos (15 min, canal 1; 1 hora, canal 2 y 18 horas, canal 3)
y los lipidos se extrajeron como se describe en la Figura 42. La TLC se desarrollé en
cloroformo:metanol:agua (10:10:3). En el canal 4 se muestra un control incubado sin
membranas.

B) El compuesto de mayor movilidad en el canal 3 (placa A), se eluyd y se recromatografié
utilizando cloroformo:metanol:NH,OH(c) (300:25:2) como solvente de desarrollo (canal
1). En el canal 2 se muestra un control de los lipidos liberados de los GIPLs por accién de
la PI-PLC bacteriana. Testigos: A, alquilglicerol; AAG, alquilacilglicerol; C, ceramida;
LDE, lignoceroildihidroesfingosina; PDE, palmitoildihidroesfingosina; P, 4cido palmitico.
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Figura 46 — Andlisis per TLC y fluorografia de las ceramidas obtenidas por tratamiento

con PI-PLC bacteriana de los GIPLs marcados con 4cido [*'H]-palmitico.

A) Las ceramidas obtenidas de los GIPLs se separaron del AAG por cromatografia en
columna de silica y se cromatografiaron en fase reversa. Solvente de desarrollo:
cloroformo:metanol:agua (40:100:3).

B) La lignoceroildihidroesfingosina se eluyd de la placa, se someti6é a metanolisis acida y los
productos de este tratamiento se cromatografiaron en placa de silica utilizando
cloroformo:metanol:NH,OH 2,5M (40:10:1).

Testigos: PDE, palmitoildihidroesfingosina; LDE, lignoceroildihidroesfingosina; PM,

palmitato de metilo; DE, dihidroesfingosina.
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La ceramida es un componente del ancla de las glicoproteinas de T. cruzi que se
liberan del parasito. La glicoproteina Ssp-4 caracteristica de formas amastigotes esta
anclada por una ceramida (Bertello et al., 1996). También la trans-sialidasa de formas
trypomastigote que es activamente liberada durante el periodo agudo de la infeccion
(Affranchino et al., 1989) esta anclada por una ceramida (Agusti ef al., 1997, 1998).
Esto sugiere que la actividad de IPC-PLC encontrada puede ser responsable de la
hidrélisis de estos antigenos con la consecuente liberacion de ceramida. Por esto, los
niveles de esta enzima podrian ser mayores en amastigotes y trypomastigotes que en

epimastigotes.

Efecto de inhibidores sobre la actividad de PI-PLC y de IPC-PLC

Utilizando PI como sustrato, se investigo el efecto de distintos reactivos sobre la
actividad de PLC (Figura 42A). Esta actividad se inhibi6 (40%) con 10mM pCMPSA
(canal 5). El pCMPSA es un reactivo que también inhibe la GPI-PLC de T. brucei
(Billow & Overath, 1986; Hereld et al., 19806; Biitikofer et al., 1996) y las PI-PLC
bacterianas (Ikezawa & Taguchi, 1981). La maxima actividad se obtuvo con adicion de
Ca** (canal 8) aunque el EDTA (canal 6) no causé inhibicién y no se observé ningin
efecto con MgCl, (canal 9).

Cuando se utilizd IPC como sustrato (Figura 42B) la actividad de fosfolipasa C
fue completamente inhibida por concentraciones milimolares de pCMPSA (canal 5) y
parcialmente inhibida (45%) con EDTA (canal 6). Se observé muy poca activacién con
Ca®* (canal 8) mientras que el Mg** inhibi6 en un 60% (canal 9). Como esta descripto
para otras PI-PLC (Low & Prasad, 1988; Biitikofer & Brodbeck, 1993) la o-
fenantrolina no inhibio la liberacién de ceramida (canal 7).

De acuerdo con los datos obtenidos, la misma enzima podria estar actuando
sobre el PI y la IPC. Las pequefias diferencias encontradas en los efectos de los
inhibidores podria deberse a una distinta interaccion con los sustratos. Sin embargo no

puede descartarse la posibilidad de que estén actuando dos enzimas.
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ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASAS A, Y A, Y DE ACILTRANSFERASA

Como se puede observar en la Figura 42A, la mayor degradacion que ocurre por
incubacion de los PI radioactivos con membranas de T. cruzi, es la liberacién de acido
graso.

El compuesto con el Rf de un acido graso (AG) se eluyd de la silica, se metilé y
se analizo por RPTLC en el solvente S antes y después de hidrogenarlo cataliticamente
(Figura 47, canales 1 y 2 respectivamente). Se observa que el compuesto principal tiene
la movilidad de acido estearico. La variacion del perfil cromatografico con la
hidrogenacién sugirié la existencia de 4cidos grasos insaturados. Para confirmar esto
los compuestos a y b del canal 1 se eluyeron separadamente, se hidrogenaron y se
volvieron a analizar (canales 5 y 6 respectivamente). Al hidrogenar el compuesto a se
obtuvieron los acidos grasos C,so y C,s0 indicando la presencia en el compuesto
original de palmitoleico (C,s,) y linoleico (C,g,). El compuesto b se hidrogené
parcialmente a C,4,indicando la presencia de palmitico (C,¢,) y oleico (Cg.,) en partes
aproximadamente iguales. En conclusidn, el acido graso liberado de los PI es
mayoritariamente acido estearico (acido graso componente principal de los
glicerolipidos). También hay palmitico, acido oleico y trazas de acido palmitoleico y

linoleico.
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Figura 47 - Analisis de los acidos grasos liberados en la incubacion de los IPL con
membranas de Trypanosoma cruzi por acciéon de una PLA,, PLA, e IPC-acil hidrolasa
endogenas.

Los AG de las Fig. 42A y 42B se cluyeron de las placas, se metilaron y los ésteres metilicos se
analizaron antes (canales 1 y 3 respectivamente) y después de hidrogenar cataliticamente
(canales 2 y 4 respectivamente). El compuesto a del canal 1 y el compuesto b de los canales 1
y 3 se eluyeron por separado, se hidrogenaron y se volvieron a cromatografiar (canales 5, 6 y
7 respectivamente). Soivente de desarrollo: 4cido acético : acetonitrilo (1:1). Testigos: C,,,,
Cis1s Cisas Cieor Cign ¥ Cigo son los ésteres metilicos del 4cido miristico, palmitoleico,
linoleico, palmitico, oleico y estearico respectivamente.
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Esta actividad de PLA endogena debe generar /isoPls. Para su identificacion el
lipido V proveniente de los canales 1-3 de la Figura 42A y el lipido 11l de los canales 2,
3, 5y 6 se eluyeron y trataron con PI-PLC de B. thuringiensis. Los lipidos obtenidos en
este tratamiento se extrajeron con 1-butanol y se analizaron por TLC en el solvente F.
Como se puede observar en la Figura 48A el lipido V gener6 un compuesto con la
movilidad del alquilglicerol (canal 1) mientras que del compuesto III se obtuvo
monoacilglicerol (canal 3). El tratamiento con PI-PLC de la triple banda (canales 4 y 9)
generd alquilglicerol y monoacilglicerol (canal 2) indicando que el compuesto 1V
corresponde a la forma isomérica del monoacilglicerol ya que sélo puede estar presente
el 1-O-alquilglicerol.

Para confimnar la presencia de dos monoacilderivados alicuotas iguales de los
lipidos I1I-V se sometieron a saponificacion o a tratamiento con PLA,. Los productos
de ambos tratamientos se cromatografiaron en placa y los resultados se muestran en la
Figura 48B. La liberacion de acido graso por tratamiento con PLA; (canal 2) confirma
la accion de una PLA, endogena sobre los PI, que genera el 2-O-
acilglicerofosfoinositol. El hecho de que al saponificar se obtenga una mayor cantidad
de acido graso radioactivo indica que el 1-O-acilderivado también esta presente. El
lipido III se pudo identificar como el 2-O-acilderivado ya que fue degradado por
tratamiento con PLA, comercial (Figura 48C).

Estos resultados pueden resumirse en lo siguiente:

Compuesto Estructura
1 2-O-acilglicerofosfoinositol
1\Y 1-O-acilglicerofosfoinositol
\% 1-O-alquilglicerofosfoinositol
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Figura 48 — Analisis de los liso-PIs obtenidos en las incubaciones de los PI con

membranas de 7. cruzi

A) Los compuestos III, IV y V de la Fig. 42 se trataron con PI-PLC bacteriana, los lipidos
radioactivos se extrajeron con butanol y se analizaron por TLC en cloroformo : metanol :
NH,OH(c) (100:10:1). Canal 1, lipido liberado del compuesto V; canal 2, lipidos liberados
de los compuestos III-V y canal 3, lipido liberado del compuesto III.

B) Los compuestos III-V de la Fig. 42 se saponificaron (canal 1) o se trataron con PLA,
(canal 2), los lipidos se extrajeron con butanol y se analizaron por TLC en cloroformo :
metanol : NH,OH 2,5M (15:10:2). '

Testigos: A, alquilglicerol; MAG, monoacilglicerol; P, acido palmitico.
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Para investigar la composicion de los lipidos presentes en los Pl remanentes
luego de la incubacton con las membranas, se eluyé el PI del canal 4 de la Figura 42A,
se trato con P1-PLC bacteriana y el lipido se analizd junto con el lipido del PI control
(Figura 42A, canal 10). Como puede observarse en la Figura 49A, en el PI incubado 18
h con las membranas sélo se detecté AAG (canal 1), mientras que en el control se
detectaron AAG y DAG (canal 2) en concordancia con lo que se habia encontrado
previamente (Bertello et al., 1995).

Luego de saponificar el AAG (Figura 49A, canal 1) la mayor parte de Ia
radioactividad se encontré en el grupo alquilo (Figura 49B, canal 1). La relacién
alquilglicerol/acido graso obtenida por elucién y cuantificacion de la radioactividad
fue de 12,4 para el AAG obtenido del PI remanente luego de 18 horas de incubacién,
mientras que fue de 1,3 para el AAG obtenido del PI utilizado como control (Figura
49B, canal 2). La poca radioactividad encontrada en el acido graso del AAG luego de la
incubacion indica la presencia de una aciltransferasa, que introduciria acido graso no
radioactivo, luego de la accion de la PLA, sobre el (AAG)-Pl. Esto estd en
concordancia con la relacion de radioactividad encontrada en los productos de
saponificacion del AAG liberado por accion de la PI-PLC endoégena (Fig. 43C).

Lo mismo estaria ocurriendo sobre el (DAG)-PI. En este caso los dos acidos
grasos removidos por accion de una PLA, y una PLA, estarian siendo intercambiados
por acidos grasos frios, ya que no se detecta DAG radioactivo en los PI luego de la
incubacidn. Por otra parte no se observa una cantidad de /iso-Pls acorde con la cantidad
de acido graso liberado. Esto refuerza la idea de que una aciltransferasa introduce acido
graso no radioactivo proveniente de las membranas.

La remocion del acido graso radioactivo del (AAG)-Pl demuestra la accidn,
sobre éste, de una fosfolipasa A,. Por otra parte, la hidrdlisis completa del DAG
radioactivo durante la incubacion, confirma la accién sobre los (DAG)-PI de una
fosfolipasa A, y de una fosfolipasa A,. Probablemente, sea la misma PLA, la que da

origen al 1-O-alquilderivado y al 1-O-monoacilderivado.
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Figura 49 — El 4cido graso radioactivo del glicerolipido es intercambiado por acido graso

frio durante la incubacion de los PI con las membranas de T. cruzi.

A) Los PI remanentes luego de 18h de incubacion con las membranas (Fig. 42A, canal 4) y
los PI control (Fig. 42A, canal 10) se eluyeron de la silica y se trataron con 0,35 unidades
de PI-PLC de B. thuringiensis. Los lipidos se extrajeron con butanol y se analizaron en
hexano : acetato de etilo (4:1) (canales | y 2 respectivamente).

B) Los glicerolipidos de la placa A se eluyeron, se saponificaron y analizaron con
cloroformo : metanol : NH,(c) (300:25:2). Canal 1, productos obtenidos del AAG del
canal 1, panel A; canal 2, productos obtenidos del AAG del canal 2, panel A y canal 3,
productos obtenidos del DAG de canal 2, panel A.
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La incubacion de los GIPLs, permitié demostrar que éstos también son sustratos
de la PLA,, ya que la mancha cercana al origen, en la Figura 45B, canal 1, se pudo
identificar como acido graso en otro sistema de solventes. Por otra parte, se puede
observar en la Figura 45B, que la radioactividad en el AAG (canal 1) es
significativamente menor que en el mismo glicerolipido obtenido de los GIPLs por
accion de la PI-PLC comercial, y no se detectd alquilglicerol a pesar de que se produce
la liberacion de acido graso del AAG. Estos resultados indican que una aciltransferasa
que introduce acido graso no radioactivo esta actuando también sobre los GIPLs.

También se logrd incorporar acido palmitico radioactivo en los GIPLs utilizando
este sistema de membranas. Se incubd [*H]-palmitico con membranas de formas
epimastigote de T. cruzi. Luego de la incubacion los lipidos se extrajeron con
cloroformo:metanol:agua (10:10:3) y se sometieron a particion agua/butanol. El
extracto acuoso se llevo a seco y se resuspendid en cloroformo:metanol:agua (10:10:3).
Este extracto se cromatografio en el solvente H, y como se puede observar en la Figura
50, a las 18 horas (canal 3) se detectan por autorradiografia lipidos mas polares
radioactivos. De esta manera se confirmaria la accion de una aciltransferasa en nuestro
sistema de membranas que intervendria en el remodelamiento o intercambio de 4cidos
grasos en los precursores de los GPI.

La actividad de PLA, se describid en otros trypanosomatidos (Hambrey ef al.,
1981), pero no hemos hallado menciones de tal actividad en T. cruzi. Los resultados
obtenidos por los investigadores indican para las especies patogenas un nivel
relativamente alto de PLA, con niveles muy bajos o no detectables de PLA,. Por su
parte, Opperdoes & van Roy (1982) también caracterizaron y localizaron una
fosfolipasa A, en T. brucei; mas del 90% en forma soluble y el resto unida a
membrana. Esta enzima fue incapaz de hidrolizar la unién éster de la mfVSG
(Hambrey et al., 1986). En T. brucei también se ha descripto una PLA, asociada a la
membrana, que genera acido graso libre a partir de liso-fosfolipidos, y una

aciltransferasa (Bowes et al., 1993).
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Figura 50 — Incorporacion de acido [*’H]-palmitico en precursores GPI de membrana.
Membranas de T. cruzi se incubaron con acido [*H]-palmitico a distintos tiempos (15 min,
canal 1; 1 hora, canal 2 y 18 horas, canal 3). Los lipidos radioactivos extraidos se analizaron
por TLC y autorradiografia utilizando cloroformo:metanol:agua (10:10:3) como solvente de
desarrollo. Testigos: P, acido palmitico.
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A diferencia de lo que ocurre en T. brucei, en T. cruzi no se encontro DAG ni en
los GIPLs libres, ni en las anclas de proteinas. Por otra parte, el AAG presente en los
GIPLs siempre se identifico como hexadecil-2-O-palmitoilglicerol, mientras que en los
precursores Pl radioactivos el hexadecilglicerol esta esterificado principalmente con
acido estedrico tanto en epimastigotes (Bertello et al., 1995) como en trypomastigotes
(Uhrig et al., 1996) y en las muestras frias de epimastigotes se determinaron oleico y
linoleico. Estos resultados sugieren que se esta llevando a cabo un intercambio de acido
graso. Aunque este intercambio de acido graso fue extensamente estudiado en T. brucei
(Masterson ef al., 1990, Buxbaum et al., 1994, 1996, Webovetz & Englund, 1997,
Morita et al., 2000) no hay publicaciones sobre este mecanismo de remodelamiento en

T. cruzi.

ACTIVIDAD DE INOSITOLFOSFOCERAMIDA-ACIL HIDROLASA Y ACIL-
TRANSFERASA

En la incubacion de las 1PC radioactivas con las membranas de 7. cruzi también
se observa, al igual que para el Pl, liberacion de acido graso (Fig. 42B). Aunque el
sustrato no pudo purificarse completamente del P, la radioactividad de éste no puede
dar cuenta de todo el acido graso libre encontrado.

El compuesto que comigrd con el testigo de acido graso (AG Fig. 42B) fue
eluido, se lo metild y se analiz6 por RPTLC en el solvente S antes y después de
hidrogenarlo cataliticamente (Figura 47, canales 3 y 4 respectivamente). Como puede
observarse en esa Figura, no hubo una variacién significativa del perfil con la
hidrogenacion. Cuando la mancha superior del canal 3 fue eluida e hidrogenada sélo se
detecté una pequeiia cantidad de acido estearico (canal 7), indicando la presencia de
muy poco acido oleico. Este podria provenir de la pequefia contaminacion de la IPC
con PI, (palmitico y estearico se habian encontrado como acidos grasos en las IPC,
Bertello et al., 1995).

La relacién de radioactividad para la base de cadena larga/acido graso es de

1,4 en la IPC original mientras que en la ceramida liberada por la IPC-PLC endégena
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es de 4,8. La menor radioactividad encontrada en el acido graso de la ceramida liberada
en la incubacion sugiere una actividad de aciltransferasa que introduce acido graso frio.
Estas enzimas podrian ser responsables de una reaccion de remodelamiento que
introduzca acido lignocérico, adquirido del medio, en el LPPG, ya que este acido graso
no se encontro en las IPC.
En los Esquemas 7 y 8 se da un resumen de las distintas actividades de
fosfolipasas en membrana de 7. cruzi activas sobre PI e IPC respectivamente y los

productos generados por las mismas.

PLA, PLA;
——— o AG +
aciltransferasa aciltransferasa

OH OC;¢Hs; 0 0

lisoPls R=alquil o acil lisoP1

lPI-PLC l PI-PLC l PI-PLC

AHAH(lL (gH(LH(|)C1(,H33 P cLH_o'_cLR (L;(l)—‘ OH
|

0=C Alquilglicerol |

EShEos AAGYy DAG SNIAG

Esquema 7 — Fosfolipasas en membranas de 7. cruzi activas sobre PI (AG, acido
graso)
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‘ IPC-acilhidrolasa

Pl IPC-aciltransferasa + AG

] H,N OH

&o

PI-PLC

S N O

ceramida

Esquema 8 — Actividades de fosfolipasas en membranas de 7. cruzi activas sobre
IPC.
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ACTIVIDAD DE DAG/AAG Y CERAMIDA LIPASAS

Para evaluar la presencia de deacilasas que liberen acido graso de lipidos neutros
se realizaron dos experimentos independientes incubando [PH]-DAG/AAG y [*H]-
ceramida con membranas. Como se puede ver en la Figura 51, la generacion de acido
graso a partir de estos lipidos neutros es lenta en comparacion a la formacion de acido
graso a partir de los IPLs correspondientes. Sélo una traza de 4cido graso es liberada de
los glicerolipidos y ceramida a la primer hora de incubacién (canales 1 y 4
respectivamente), mientras que una mayor cantidad se detecta a las 18 horas (canales 2
y 5).

En la Figura 42 se puede observar, por otra parte, que el acido graso se genera
antes de que sean detectadas cantidades significativas de lipidos neutros, y que la
presencia de inhibidores de la fosfolipasa C durante la incubacién, no afecta la
liberacion del acido graso de los fosfolipidos. Estos datos confirman que las actividades
de PLA estan involucradas en la generacion de los acidos grasos, aunque no se puede

excluir una pequefia contribucion de las lipasas que actiian sobre los lipidos neutros.



RESULTADOS Y DISCUSION
CAPITULO 8

Biosintesis de glicoinositolfosfolipidos en Trypanosoma cruzi.
Incorporacion de PHJ-GlcNAc en sistema in vitro
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-DAG
-C

Figura 51 - Actividad de lipasa sobre DAG/AAG y ceramida

DAG/AAG (200 000 cpm) o ceramida (500 000 cpm) marcados con [*H]-4cido palmitico
obtenidos a partir de los IPLs se incubaron con las membranas de 7. cruzi durante 1hy 18 h
(canales 1 y 2 para el DAG/AAG; canales 4 y 5 para la ceramida). Los lipidos se extrajeron
como se describe en la Figura 42. Se realizaron controles incubados 18 h sélo con el buffer
(DAG/AAG, canal 3 y ceramida, canal 6). La TLC se desarroll6 en cloroformo : metanol :
NH,OH 2,5M (15:10:2). En el canal 7 se muestra un testigo de IPLs de 7. cruzi radioactivos.
Testigos: C, ceramida; DAG, diacilglicerol; P, acido palmitico.
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BIOSINTESIS DE GLICOINOSITOLFOSFOLIPIDOS EN TRYPANOSOMA
CRUZI. INCORPORACION DE [’H]-GIcNAc EN SISTEMA IN VITRO

La forma mas frecuente de unién de las proteinas a la membrana en el 7. cruzi
es a través de un ancla GPI (Fig. 4). Dado que el parésito depende de interacciones
célula-célula para la supervivencia en el vector o el huésped mamifero, es probable que
una droga que interfiera en el metabolismo de los GPI y por lo tanto en la insercion de
las proteinas en la membrana, pueda ser utilizada exitosamente en quimioterapia.

La biosintcsis de GPI fuec ampliamente estudiada en T. brucei (Masterson et al.,
1989; Doering et al., 1989; Menon et al.,, 1990a, 1990b; Morita et al., 2000) y en
células de mamifero y levaduras (Stevens & Raetz, 1991; Sugiyama et al., 1991;
Hirose et al., 1991, 1992; Costello & Orlean, 1992; Urakaze et al., 1992; Stevens,
1993; Stevens & Zhang, 1994; Doerrler et al., 1996; Smith et al., 1997), y los
resultados obtenidos se compilaron en varias publicaciones (Stevens, 1995; Ferguson,
1999; Ferguson et al., 1999).

En el Trypanosoma cruzi, son muy pocos los estudios realizados (Heise ef al.,
1996). En este parasito, se analizaron los productos formados por incorporaciéon de
manosa a partir de GDP-[*H]Man utilizando un sistema de membranas, pero los
precursores obtenidos no fueron caracterizados en detalle. Tampoco se definid el
primer paso de biosintesis, o sea, la incorporacion de GIcNAc.

Distintos tipos de lipidos estan presentes en las anclas GPI de distintos
organismos. En el T. cruzi la situacidn es peculiar ya que se pueden encontrar dos tipos
de lipidos muy distintos, ceramida y AAG. Muchas veces estos lipidos en el GPI
dificren de la composicion lipidica de los IPLs que sc presentan como los puntos de
partida naturales para la biosintesis de GPI (Biitikofer et al., 1992; McConville &
Ferguson, 1993; Patnaik et al., 1993; Doering et al., 1994, Acosta Serrano ef al., 1995).
Esta diferencia, puede deberse a la cspecificidad de la GIcNAc transferasa que inicia la
biosintesis de los GPI transfiriendo la GIcNAc al IPL. En esc caso, seleccionaria una

poblacion de IPLs que podria no ser la mas abundante.
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En el caso del T. cruzi, donde se han encontrado muchas anclas con ceramida,
resulta interesante investigar en cual etapa de la biosintesis ésta es introducida.

Este mecanismo de introduccién de la ceramida se estudid intensamente en
Saccharomyces cerevisiae, donde se encontrd ceramida en las anclas de GPI de
glicoproteinas maduras pero no en los precursores (Conzelmann et al., 1992; Sipos et
al., 1994, 1997; Reggiori et al., 1997; Reggiori & Conzelmann, 1998). En este caso, se
lleg6 a la conclusion, de que ticne lugar un proceso de remodelamiento que reemplaza,
en el GPI unido a la proteina, el glicerolipido por una ceramida sintetizada “de novo”
(Reggiori & Conzelmann, 1998).

Hasta este momento no se habian realizado estudios sobre los primeros pasos de
la biosintesis del GPI en T. cruzi, que aclararian si la IPC, tan abundante en este
parasito, puede ser aceptora del primer azucar, que es la GIcNH,, o si la ceramida entra
por un proceso de remodelamiento.

Por este motivo, en este trabajo se procedié al estudio del primer paso de la
biosintesis de GPI en el T. cruzi, o sea, la incorporacién de GIcNAc a partir de UDP-
[*H]-GlcNAc.

INCORPORACION DE GIcNH, A PARTIR DE UDP-6-[*H]-GlcNAc

Para estudiar esta primera etapa del camino biosintético de los GPI, se utiliz6 un
sistema de membranas, que permite la incorporacion de azucares radioactivos a partir
de los nucleétidos (como la UDP-6-[*H]-GIcNAc), para los cuales las células vivas son
impermeables. Esto posibilita la sintesis in vitro de precursores radioactivos de estas
anclas.

Las membranas utilizadas en estos experimentos fueron preparadas por lisis
hipoténica de células epimastigotes de T. cruzi, en forma similar a lo descripto para T.
brucei (Masterson et al., 1989, Menon et al., 1990a).

Las incubaciones se realizaron en presencia de inhibidores de proteasas y de

ATP.
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En los casos que se indican, se incubaron los parasitos previamente con
tunicamicina, para impedir la incorporacion de la [*H]-GIcNAc en oligosacéridos
involucrados en la N-glicosilacion de proteinas.

Luego de la incubacion, los glicolipidos radioactivos se extrajeron con
cloroformo:metanol:agua (10:10:3), de acuerdo a lo descripto en la parte experimental
(Esquema 9) y se analizaron por TLC en el solvente A y posterior autorradiografia
(Figura 52).

INCORPORACION DE GIcNH, a partir de UDP-[*H]-GIcNAc

Membranas (1x10® cél).
Lavado con buffer 1

Centrifugado a 100 000 g 1ha 4 °C

INCUBACION c¢/2-5 uCi UDP-[*H]-GlcNAc
Buffer incubacion: (Buffer 1 + ATP 1 mM)
Extraccion de lipidos con:
cloroformo:metanol:agua (10:10:3)
2 h de agitacién a temperatura ambiente

Centrifugado
Residuo Extracto Organico
l Secado
Particién
agua/butanol

JE——

Agua Butanol
lAnélisis por TLC

Esquema 9

Buffer I: Hepes 50mM pH 7,4, MnCl, 5mM; MgCl, 5mM; KCI 25mM; DTT 0,5mM, TLCK 0,ImM y
leupeptina 1pg/ml
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5 30 120 300 900
Tiempo (min)

Figura 52 - Incorporacién de glucosamina en precursores endégenos, en presencia de
membranas de 7. cruzi.

Las membranas de 7. cruzi se incubaron con UDP[3H]GlcNAc a distintos tiempos. Los
glicolipidos radioactivos se extrajeron y analizaron por TLC y fluorografia utilizando
cloroformo:metanol:NE4OH (15:10:2) como solvente de desarrollo.
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CARACTERIZACION DE POSIBLES PRECURSORES DE GPI

En la Figura 52 se observan los productos formados a distintos tiempos, por
incorporacién de [’H]-GIcNH; en aceptores endogenos presentes en las membranas del
parasito.

Los cinco compuestos detectados (I-V) se eluyeron de la silica y en primer lugar
se los traté con PI-PLC para identificar los precursores de GPI. Luego del tratamiento
con PI-PLC se extrajo con butanol y se contd la radioactividad de la fase acuosa y la

fase organica. Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 9 - Distribucion de la radioactividad, luego del tratamiento con PI-PLC y
extraccién con butanol de los posibles precursores GPI marcados con [*H[-
GlCNHz.

Compuesto | Radioactividad fase acuosa (cpm) Radioactividad fase organica (cpm)
I 1050 130
1 560 2500
111 3270 350
IV 1800 4200
\' 5000 250

Estos datos indican que los compuestos I, III y V son sensibles al tratamiento
con PI-PLC, ya que al liberarse la porcion lipidica, el glicano que contiene la GlcN
radioactiva queda soluble en agua. Por lo tanto, estos compuestos son precursores de
anclas GPI. Los compuestos Il y IV, resistentes a la PI-PLC, se identificaron como
glicolipidos intermediarios en la N-glicosilacion de proteinas. Sin embargo, puede
notarse que con el compuesto IV cocromatografia otro compuesto, IV’, que seria
sensible a la PI-PLC y responsable de la radioactividad encontrada también en la fase
acuosa. Con estos resultados se procedi0 a la caracterizacion de estos cinco

compuestos.
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Compuesto 1

Este compuesto se saponificd y luego de extraer la fase acuosa con butanol se
comprob6 que la radioactividad quedaba repartida entre ambas fases (Esquema 10).

Las cuentas de la fase acuosa, debidas a [*H]-GlcN, debian provenir de un
glicolipido con un lipido totalmente saponificable (DAG o MAG). Las cuentas que
permanecieron en el butanol debian provenir de un glicolipido que no se saponifica o
que al saponificarse conserva una porcién hidrofébica que lo retiene en la fase organica
(ceramida o alquilglicerol en el primer caso, AAG en el segundo).

La movilidad cromatografica de este compuesto, muy poco menor que el Pl y
mayor que la IPC, nos permite sugerir, que el componente lipidico debe ser un
diglicérido, DAG y AAG.

El compuesto I por otra parte, no fue sensible al tratamiento con HNO,. Por lo
tanto, en lugar de tener la GIcNH; libre la tiene N-acetilada. La estructura propuesta

para el mismo es:

CH,OH
0] HO
OH
H ¢H 0] OH
‘NAc CI)
HO— IT: 0]
O—DAGAAG

GlcNAc-Inositol-P-DAG/AAG
|
Esta es la primera estructura glicosilada determinada en la biosintesis del ancla de la

VSG de T. brucei.

C’H,0H
o HO HNO
OH — NO REACCIONA
HOQH /Lo OH
NAc ? CJHZ(())H
—P— PI-PLC HO
HO—P=0 oM
O—DAG/AAG ndoH o o
DAG/AAG NAc SN
|
OH
FASE ACUOSA
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O o)
[3H]GlcNAc—Inositol-}L'—oH [3H]GlcNAc—Inositol-i>|_0H
('ZHz(B CH, 6
CIH—OCOR éH—OCOR
CH,-OCOR {h,-oR
NaOH 0,1 M
37°C, 1h
Q 0
[3H]GIcN Ac-Inositol-P—QH [3H]GIN Ac—lnosilol-fﬁl—OH
Clea) Csz)
CH-OH CH-OH
]
CHp-OH CH,-OR!
FASE ACUOSA FASE ORGANICA
Esquema 10

Compuesto II

A este compuesto, resistente al tratamiento con PI-PLC, se lo sometié a una
hidrdlisis acida muy suave. Se lo traté con HCI IN : propanol (1:1), 15 minutos a
50°C, tratamiento que hidroliza la unidén glicosidica-fosfato de los dolicoles fosfato-
azucar (Menon et al., 1990a).

Luego de extraer con butanol se detecto la radioactividad en la fase acuosa. Esta
fase acuosa se cromatografié en capa delgada con testigos de GIcNAc, GlcNH; y N,N,-
diacetilquitobiosa. Como puede observarse en el perfil de radioactividad obtenido al
contar la silica de la TLC (Figura 53), se encontré GlcNAc.

La estructura propuesta para este compuesto, es entonces la de uno de los
precursores de la N-glicosilacion de proteinas (Parodi & Leloir, 1979):

GlcNAc-P-P-dolicol

II
Los dolicoles se describieron inicialmente en tejidos de mamifero. Son familias de

poliisoprenoles que pueden variar en el largo de la cadena. En la Figura 54 se puede
observar la estructura de un glicosil-fosforil-dolicol. En parasitos protozoarios se han
encontrado de 11 a 13 residuos de isopreno (Parodi & Quesada Allué, 1982; Quesada
Allué & Parodi, 1983).
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(GleNAc), i
GlcNH, GlcNAc

4

i ——CII
P |—=—CIV

Figura 53 - Los compuestos Il y IV de la Figura 52 se sometieron a hidrolisis acida suave y
sus fases acuosas se analizaron por TLC en el solvente N. La silica se raspo de la placa y se
conto la radioactividad. C II, compuesto II; C IV, compuesto IV.

CH,0H
OH

H o o CH;

M- IL—O—IL—OCHZCHZCH—CHZ— CH2C=CHCH2) —CHZ—CH=C: ’

3 H; éHs 911 CH3

Figura 54 - Estructura del dolicolpirofosfato unido a N-Acetilglucosamina.
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Compuesto 111

Este compuesto, sensible al tratamiento con PI-PLC, se sometié a condiciones
de saponificacion; y a diferencia de lo ocurrido con el compuesto I, en este caso luego
de la extraccidn, la radioactividad se recuperé mayormente en la fase organica
(Esquema 11). Sélo un 10% de la radioactividad quedd en la fase acuosa. Esto nos
permitié descartar al DAG o al MAG como principales lipidos de este compuesto.
Unicamente hay una pequeiia proporcion de alguno de ellos.

Para obtener mayor informacion, el compuesto III se traté con PLA,. Como se
puede observar en la Figura 55, la variacién de la movilidad cromatografica producida
por este tratamiento (canales 1 y 2) confirmoé la presencia de un glicerolipido con un
acido graso acilando la posicion 2. Por lo tanto, el lipido presente en este compuesto es
principalmente un AAG y sélo hay una pequefia cantidad de DAG.

Por tratamiento del compuesto I1I con HNO, y posterior reduccién con NaBHy,,
se obtuvo AHM radioactivo, como es de esperar cuando tenemos GlcNH, radioactiva
no N-acetilada.

La estructura propuesta para este compuesto es:

CH,0H
0  HO
OH
ot /Lo OH
‘NH, Q
HO—F=0
O—AAG

GleNH,-Inositol-P-AAG
111
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C’H,(())H
HO
OH C’H,0H HO O
OH HNO
H 0 on MO of HO ﬂ ol
NH 1 OH 0 ?
HO_]i:O HO—II’_—_O
O—AAG l S AAG
NaBH,
C’H,0H
0
OH
OH ,OH
2,5-AHM*
@)
[*H]GlNH,~Inositol-b—OH
@)
CH,O
[*H]GlcNH,~Inositol-b—OH |2
CHO NaOH CH-OH
|2 OCOR CH,-OR
(|:H_ 0 FASE ORGANICA
0]
[*H]GNH,~Inositol-b—OH
cind
C':H—OH
CH,-OR
Esquema 11
Compuestos IV y IV’

La resistencia parcial de este compuesto a la PI-PLC, sugiere que esta
constituido por dos componentes distintos que llamamos IV y IV’. Esto, también se ve

reflejado en la forma de doble banda que presenta en la TLC (Fig. 52).
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Luego de su saponificacion y extraccidn con butanol, la radioactividad también
quedo repartida en las dos fases como ocurri6 luego del tratamiento con PI-PLC, (fase
organica: 1600 cpm, fase acuosa: 920 cpm).

El producto extraido en la fase organica se volvié a tratar con PI-PLC, de
acuerdo a lo que se muestra en el Esquema 12, para descartar la presencia de un
precursor GPI con el inositol acilado, resistente a PI-PLC. Luego de este tratamiento,
toda la radioactividad volvié a recuperarse en la fase butandlica, lo que permiti6

descartar esta alternativa.

Compucstos IV y IV’

1) Saponificacion
2) Extraccion con butanol

Fase acuosa | Fase organica 1
(920 cpm) (1600 cpm)
1) PI-PLC

2) Extraccion con butanol

Fase acuosa 2 Fase organica 2
(1500 cpm)
Hidrélisis acida
suave para azucar-1-P

Fasc acuosa 3 Fase organica 3
(1200 cpm)

TLC
Figura 53

Esquema 12

El compuesto IV recuperado en la fase organica 2, se someti6 a hidrdlisis dcida
suave para detectar la presencia de dolicol-fosfato-azicar. Se utilizaron dos

tratamientos alternativos, HCl 1M : propanol (1:1) 15 minutos a 50°C (Menon et al.,
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1990b) o HCI 0,1N, 10 minutos a 100°C (Masterson et al., 1989). En ambos casos la
radioactividad se recupero en la fase acuosa. Para identificar el producto de la reaccion,
éste se cromatografio en capa delgada en el solvente N.

En la Figura 53, se puede observar el perfil de radioactividad obtenido al raspar
y contar la silica de la placa. La muestra mostré la movilidad de la N,N’-
diacetilquitobiosa (GlcNAc-(1-4)GlcNAc).

Por otra parte, el tratamiento con PLA; no afectd la movilidad de este
compuesto, lo que se puede observar en la Figura 55, canales 3 y 4.

Con estos datos y teniendo en cuenta que uno de los precursores en la biosintesis
de glicoproteinas es Dol-P-P-GlcNAc-GleNAc (Parodi & Leloir, 1979) proponemos
esta estructura para el compuesto IV.

El compuesto IV’ sensible a PI-PLC seria un precursor GPl. Dada la poca
cantidad de este compuesto obtenida y su alta impurificacion con el derivado del
dolicol, no se confirmd esta estructura. Como se comentard mas adelante en este

capitulo podria ser un precursor del compuesto V.



]
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PLA, - * - +

Figura 55 - Tratamiento con PLA; de los compuestos III y IV (Fig. 52).

Luego del tratamiento con PLA,, se extrajo con butanol y este extracto se analizé por TLC
(solvente A) y posterior autorradiografia. Los compuestos III y IV se analizaron antes y
después del tratamiento con PLA, de acuerdo a lo que se indica en la Figura. Compuesto III
(canales 1 y 2) y compuesto IV (canales 3 y 4). Testigos: P, acido palmitico; PI,
fosfatidilinositol.
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Compuesto V

Este compuesto, sensible a la PI-PLC, fue también totalmente saponificable.
Dado que el tratamiento con PLA; no afecté su movilidad cromatografica podemos
concluir que la porcién lipidica de este precursor es un MAG.

Una vez hidrolizado el lipido del compuesto V por tratamiento con PI-PLC o
por saponificacion, se tratd la fraccidn soluble en agua con HNO; y posteriormente se
redujo con NaBH,. Luego de eliminar las sales, el producto obtenido se cromatografi
en capa delgada (solvente M) (Figura 56) junto con un testigo de AHM radioactivo
(canal 1), preparado a partir de GIcNH, por tratamiento con HNO, y NaB’H,. Como
puede observarse en el canal 2, la muestra presenté una movilidad menor al AHM.

La mayor polaridad de este compuesto sugeria que estaria fosfatado, por lo cual,
la fase acuosa obtenida luego del tratamiento con PI-PLC, se tratd con fosfatasa
alcalina, seguido de desaminacion reductiva (Esquema 13). Como se puede observar en
el canal 3, luego de este tratamiento, la muestra presentd el mismo Rf que el testigo de

AHM. Con todos estos datos se asignd para el compuesto V la estructura:

HO
OH
P-GIcNH,-O OH
O

|
Ho—1|>=0
O—MAG

P-GlcNH,-Inositol-P-MAG
\%

La presencia de un grupo fosfato unido a la glucosamina en el compuesto V,
sugiere su relacion con el LPPG, muy abundante en epimastigotes, €l cual posee un
grupo aminoetilfosfonico (AEP) unido a esa GIcNH; (Fig. 5) (Lederkremer et al.,
1991). Es posible que in vivo la GIcNHj, se sustituya directamente por AEP a partir del
dador adecuado.

No se determind la posicion del fosfato en la glucosamina. Es posible que esté
en la posicion -6 ya que en el LPPG el aminoetilfosfénico se encuentra sustituyendo

esa posicion.
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Figura 56 — TLC y autorradiografia del compuesto V tratado con HNO,/NaBHj4 (canal 2) y
tratado con fosfatasa alcalina y HNO,/NaBHj4 (canal 3). En el canal 1 se muestra el testigo de
anhidromanitol radioactivo. Solvente de desarrollo: propanol:NH4OH:agua (7:1:2).
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El producto de mayor movilidad que puede observarse en los canales 6,9 y 11
(Fig. 57) podria corresponder a un precursor con el inositol acilado, GlcNH,-acilPI,
como se ha encontrado en levaduras (Orlean, 1990; Conzelmann ef al., 1992), pero no

ha sido caracterizado.

INCUBACION EN PRESENCIA DE VANADATO DE SODIO

Teniendo en cuenta que el vanadato puede influir en la fosfatacidn ya que es
inhibidor de las ATPasas del tipo P, como las Ca**-ATPasas y la Na'/K'-ATPasa
(Finbow & Harrison, 1997), se llevd a cabo una incubacién de las membranas con
UDP[’H]-GlcNAc en presencia de vanadato de sodio.

En la Figura 57 se puede observar que la incubacidén en presencia de vanadato
de sodio, (canal 14) disminuye la sintesis del compuesto V. Por otra parte, también se
observa paralelamente un aumento del compuesto 1V’, lo cual sugiere que éste es un
precursor del compuesto V. Como se menciond anteriormente ambos compuestos son

saponificables y son insensibles al tratamiento con PLA,.

INCORPORACION DE GIlcNH, EN  MEMBRANAS TRATADAS CON
TUNICAMICINA

Para confirmar las estructuras propuestas para los compuestos I y IV se
realizaron nuevas incorporaciones (Figura 57) utilizando membranas de parasitos
previamente incubados con tunicamicina, inhibidor especifico del primer paso de la
sintesis de oligosacaridos unidos a dolicol (Schwarz & Datema, 1982). La tunicamicina
es un antibiético producido por Streptomyces lysosuperficus que inhibe
especificamente la sintesis de dolicol-P-P-N-acetilglucosamina (Parodi & Leloir,
1979).
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La naturaleza de los compuestos 11 y IV qued¢ asi confirmada, ya que su sintesis
se inhibid cuando se utilizaron parasitos incubados previamente con tunicamicina
(Figura 57, canales 2,4, 6 y 9).

Como se puede ver en la Figura 57 el primer compuesto sintetizado a los 5
minutos por las membranas es el dolicol-P-P-GIcNAc. Este disminuye hacia los 30
minutos, tiempo en el que aumenta el dolicol-P-P-GIcNAc,. Esto esta de acuerdo con
el origen de este ultimo a partir del compuesto II seguin esta reaccion (Parodi & Leloir,
1979):

Dolicol-P-P-N-acetilglucosamina + UDP-N-acetilglucosamina —
Dolicol-P-P-N,N’-diacetilquitobiosa + UDP

Se han descripto enzimas que catalizan la sintesis de dolicol-P-P-N-
acetilglucosamina en numerosos tejidos de mamifero, insectos, plantas y en S.
cerevisiae (Parodi & Leloir, 1979).

La funcién de estos intermediarios lipidicos en la glicosilacion de proteinas fue
ampliamente estudiada en el T. cruzi por Parodi y col. (Parodi & Quesada-Allue, 1982;
Parodi & Cazzulo, 1982; Parodi ef al., 1983; Bosch et al., 1988).

En la Figura 57 también se observa a los 120 minutos (canal 11) un aumento en
la intensidad de la doble banda correspondiente a los compuestos IV y IV’. A este
tiempo, aparentemente se formaria con mayor intensidad el precursor GPI IV’, cuya

sintesis no es inhibida por la tunicamicina (Fig 57, canal 12).
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Figura 57 - Incorporacion de GIcNH; en aceptores endogenos presentes en membranas
de T. cruzi.

Membranas de 7. cruzi fueron incubadas con UDP-[*H]GIcNAc a distintos tiempos: 5 minutos
(canales 1 y 2), 15 minutos (canales 3 y 4), 30 minutos (canales 5-7), 60 minutos (canales 8-
10), 120 minutos (canales 11 y 12) y 5 horas (canales 13-15), en presencia de tunicamicina,
GTP o vanadato de sodio de acuerdo a lo que se indica en la Figura. Los glicolipidos
radioactivos fueron extraidos y analizados por TLC en el solvente A.
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INCUBACION EN PRESENCIA DE GTP

En células de mamifero, Stevens describi6 el efecto del GTP como estimulante
de la desacetilacion de GIcNAc-PI (Stevens, 1993). En 7. cruzi, en nuestras
condiciones experimentales no observamos ninguna variacion, por el agregado de GTP

ImM, en la formacion de los productos respecto del control (Fig. 57, canales 7 y 10).

CONCLUSIONES

En la Tabla 10 se puede ver un resumen de los resultados obtenidos al
incorporar UDP-GIcNAc utilizando un sistema de membranas y las estructuras

propuestas.

Tabla 10 - SENSIBILIDAD DE LOS INTERMEDIARIOS MARCADOS CON
[’H]-GIcNAc A TRATAMIENTOS QUIMICOS Y ENZIMATICOS

Banda PI-PLC HNO, PLA, Saponificacién  Acido suave Estructura sugerida

I + - + GIcNAc(AAG,DAG)PI
I1 - - +(GIcNAC) DPPGIcNAc

11 + +(AHM) on + GIcNH.(AAG)PI

1Y - - +(GlcNAc), DPP(GlcNACc),

A% + - + GleN(lysoacil)PI ?
\% + +P-AHM) - + P-GleNH,-(lysoacil)PI

AAG, alquilacilglicerol; DAG, diacilglicerol; DPP, dolicolpirofosfato, PI. fosfatidilinositol, P. fosfato

Los datos obtenidos hasta el momento, nos permiten descartar a la IPC como
aceptora de GIcNH, para la formacion de anclas GPI con ceramida, en contraposicion a
la hipétesis postulada por Cardoso de Almeida y col (Heise ef al., 1996). La ceramida,

de acuerdo a nuestros resultados, debe introducirse en una etapa posterior del camino
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biosintético de los GPI por medio de un remodelamiento lipidico, como se describié en
S. cerevisiae (Conzelmann ef al., 1992; Sipos et al., 1994, 1997, Reggiori et al., 1997,
Reggiori & Conzelmann, 1998).

Avala esta hipétesis también, el hecho de que en los precursores encontrados en
el extracto cloroformo:metanol:agua de células amastigotes, susceptibles al tratamiento
con PI-PLC, no se encontr6 ceramida sino glicerolipidos unidos al glicano (pag. 108).

Aparentemente la GIcNAc transferasa seria selectiva hacia los PI, ya que en el
compuesto I tanto AAG como DAG estarian presentes. El hecho de encontrar sélo
AAG y MAG en los siguientes intermediarios y solo trazas de DAG en el compuesto
III, podria explicarse considerando la presencia de una PLA; que actie con mayor
afinidad por el precursor diacilado.

Es importante recalcar en este punto que no se han encontrado en T. cruzi anclas
GPI conteniendo DAG en su porcion lipidica como es el caso de la VSG, la

glicoproteina mas importante de T. brucei (Ferguson ef al., 1985).
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CAPITULO 9

Sintesis quimica y enzimatica de alquilacilgliceroles
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SINTESIS QUIMICA Y ENZIMATICA DE ALQUILACILGLICEROLES

Los lipidos del tipo 1-O-alquil-2-O-acilglicerol fueron descriptos como
componentes de GIPLs y de anclas GPI unidas a proteinas (McConville & Ferguson,
1993) (Esquema 14). En particular, se detectd 1-O-hexadecil-2-O-hexadecanoilglicerol
en los GIPLs de formas epimastigote (Lederkremer ef al., 1993) y en varias anclas de
1. cruzi, como la del antigeno 1G7 de formas metaciclicas (Heise et al., 1995) y de las
mucinas aceptoras de acido sialico de formas epimastigote (Acosta Serrano et al.,
1995).

(o =0
. \
NH

~N

o1
e OEO

1
Manal — 2Manal—— 6\ OH
Manal——4Glc NH,a 1—O OH
(o)

CH,OCOR
CHLOR

Esquema 14

La necesidad de tener testigos de este tipo de lipidos para nuestros estudios
estructurales de los IPLs y de GPI de T. cruzi, nos llevé a encarar la sintesis de estos

compuestos que no son comerciales. Se utilizé6 un método enzimatico, que no habia
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sido utilizado anteriormente para monoacilar alquilglicerol, cuyo mayor beneficio fue
la simplicidad del procedimiento; y un método quimico que permitié obtener un mayor

rendimiento del isdmero deseado.

USO DE LIPASAS EN SOLVENTES ORGANICOS

Las enzimas son proteinas altamente especializadas con actividad catalitica. Si
se las compara con otros catalizadores, la principal ventaja de éstas es su gran
versatilidad, selectividad y eficiencia. Las velocidades de reaccion pueden acelerarse
en varios ordenes de magnitud ain trabajando en condiciones de reaccidn suaves,
temperatura ambiente y pH cercano al neutro. Las lipasas estin entre los
biocatalizadores mas versatiles y ampliamente empleados en quimica organica
(Klibanov, 1990).

En la literatura se puede ver el incremento en los dltimos afios de la utilizacion
de enzimas como catalizadores en solventes organicos (Zaks & Klibanov, 1984, 1985,
Kirchner et al., 1985; Klibanov, 1986). El sentido de la reaccion de las enzimas
hidroliticas se invierte en un medio organico y el equilibrio termodinamico se
desplaza, favoreciendo la sintesis por sobre la hidrolisis (Klibanov, 1990; Dordick,
1992).

El reemplazo del agua por un solvente orgénico favorece la solubilidad de los
sustratos y productos organicos y hace posible llevar a cabo numerosas reacciones que
no pueden competir con la hidrélisis, cuando se realizan en medio acuoso. También
permite aislar y purificar con mayor facilidad los productos orgéanicos y la
recuperacion de la enzima, que se mantiene insoluble en la mayoria de los solventes.

AlGn en un medio orgéanico el agua es necesaria, ya que participa en las
interacciones no covalentes que mantienen la conformacion catalitica activa nativa de
la enzima (Gubicza & Szakacs-Schmidt, 1994), pero sélo es realmente necesaria la

presencia de una monocapa de agua alrededor de la enzima, que se denominé agua
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esencial (Klibanov, 1986, 1989). Los solventes de grado analitico son adecuados.
Mientras no sean completamente anhidros no es necesario medir el contenido de agua
del solvente (Faber & Riva, 1992). En este sentido, los solventes hidrofdbicos,
favorecen que el agua esencial permanezca asociada al biocatalizador (Klibanov,
1986).

Como una medida de la hidrofobicidad del solvente se propuso el parametro log
P, coeficiente de particion del solvente entre octano y agua (Laane ef al., 1987). En
general se observo que la actividad enzimatica es alta para solventes con log P mayor
de 4 y baja para los que tienen log P menor de 2. Si bien este parametro ha resultado
satisfactorio para numerosas reacciones enzimaticas, es un tanto rigido y limitado, ya
que no considera las interacciones del solvente con la enzima y el efecto de la
constante dieléctrica.

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas) utilizadas en este trabajo, pertenecen
al grupo de enzimas hidroliticas que no requieren de cofactores. Estas enzimas
catalizan la hidrolisis de lipidos formados por glicerol y acidos grasos, pero al
utilizarse en un ambiente carente de agua pueden actuar como enzimas sintéticas
catalizando reacciones de esterificacion y transesterificacion.

Las lipasas aceptan como sustratos no naturales un amplio rango de estructuras
(Chen & Sih, 1989) y en solventes organicos pueden ser tan activas como en sus
entornos bioldgicamente naturales (Zaks & Klibanov, 1985).

Actualmente hay una gran cantidad de lipasas de diversos origenes, que han
encontrado aplicacidn a nivel industrial y que son comercialmente accesibles a bajo
costo.

Ademas las lipasas se han utilizado ampliamente en la sintesis e hidrolisis de
ésteres de acidos grasos (Bornscheuer, 1995; Kwon e al., 1995; Millqvist et al.,
1994).

En este trabajo utilizamos como sustrato el 1-O-hexadecil-rac-glicerol para
esterificarlo con distintos acidos grasos. Se sabe que el compuesto que se encuentra en

los productos naturales es el isomero sn, Opticamente activo. A pesar de esto
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A distintos tiempos se tomaron alicuotas de la mezcla de reaccidn, las cuales se

analizaron por cromatografia gaseosa. Se prepararon los trimetilsililderivados de los
compuestos y se analizaron utilizando una columna capilar no polar corta (HP-1, 12
m). Se desarroll6 un método en el que se logré una dptima separacion de los 2-O-acil y
de los 3-O-acilderivados (condiciones Aii). En los casos en que fue necesario
cuantificar los productos, se utilizé el Sa-colestano como estandar interno. Una corrida
cromatografica tipica se puede observar en la Figura 58. La ausencia del 2,3-di-O-acil-
derivado se controldo por TLC pues no se puede detectar por CGL dado su alta
retencion en la columna.
Como se puede observar en la Figura 58, el isdmero 3-O-acilado fue el producto
principal- de la reacciéon. Ambos isomeros se purificaron en forma preparativa por
cromatografia en columna de acido silicico (Unisil), lo que permiti6é también recuperar
el reactivo utilizado en exceso y reciclarlo.

Los dos isémeros de posicion para los derivados monopalmitoilados se
caracterizaron por 'H-RMN (Figura 59) y 'C-RMN vy los datos cromatogréficos se

obtuvieron para todos los andlogos preparados (Tabla 11).
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Figura 58- Cuantificacion por cromatografia gaseosa capilar de los productos de la
sintesis enzimatica. Las muestras tomadas a los distintos tiempos de reaccioén se analizaron
como trimetilsilil derivados en una columna capilar HP-1 (12m x 0,20mm). Las condiciones
de corrida fueron las siguientes: T,;=245°C (1 min), aumentando a 3°C/min hasta 255°C y
luego a 9°C/min hasta 320°C. Los picos corresponden a: acido palmitico (1,626min), 1-O-
hexadecilglicerol (3,650min), 5-a-colestano (6,575min), 1-O-hexadecil-2-O-palmitoilglicerol
(13,791min) y 1-O-hexadecil-3-O-palmitoiiglicerol (14,185min).
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Figura 61 — Espectro de "H-RMN del 1-O-hexadecil-2-O-hexadecanoilglicerol (A) y del
1-O-hexadecil-3-O-hexadecanoilglicerol (B).
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Tabla 11 - Datos cromatograficos de los monoésteres del 1-O-hexadecilglicerol

Monoéster del 1-O-hexadecilglicerol® CGL tr (min)° TLC (Rf) RPTLC (Rf)°

2-0-Cia0 13.213 0.50 0.31
3-0-Cla:0 13.565 0.63 0.31
2-0-Ci60 15.196 0.50 0.26
3-0-Cis0 15.671 0.63 0.26
2-0-C1322 17.470 n.d. 0.30
3-0-Cig 18.115 n.d. 0.30
2-0-Cy.1 17.475 n.d. 0.27
3-0-Cg.1 18.140 nd 0.27
2-0-Ciz0 17.798 0.50 0.23
3-0-Ci8:0 18.455 0.63 0.23

? 2-0-Cy4:0 = 2-O-miiristoil-1-O-hexadecilglicerol, ctc.

® Cromatografia gaseosa (CGL) de los trimetilsilil derivados usando una columna capilar HP-
1 (0.2mm x 12 m). Programa de temperatura del horno: 245°C (1 min) hasta 255°C a 3°C/min
y hasta 320°C a 9°C/min. tr= tiempo de retencion.

¢ Cromatografia en capa delgada (TLC) en silica gel 60 (Merck) usando como solvente
hexano/acetato de etilo (4:1, v/v).

d Cromatografia en capa delgada de fase reversa (RPTLC) en RP-18 Fjs4s (Merck) usando
como solvente cloroformo/metanol/agua (40:100:3, v/v/v).

Como se puede ver en la Tabla 11 por TLC en silica es posible diferenciar los
dos isomeros. El 3-O-acilderivado siempre presenta mayor movilidad que su isdmero
2-O-acilado, sin embargo, no es posible diferenciar entre homologos de distinta
longitud de cadena. Esto si es posible en RP-TLC, donde no es posible diferenciar
entre los dos isomeros, 0 sea, que ambos métodos se complementan. Para caracterizar
los derivados insaturados es necesario cromatografiarlos antes y después de su

hidrogenacion.
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Por CGL, en las condiciones utilizadas se logro separar los isdémeros de todos
los homélogos. Previamente, Rosenberry y col. analizaron por CGL y como
trimetilsililderivados, los AAG del ancla GPI de la AChE de eritrocitos bovinos; pero
no se informan los tiempos de retencion de las distintas especies individuales (Roberts
et al., 1988b). En ese caso se encontr6 l-estearil-2-estearoilglicerol, 1-estearil-2-
oleoilglicerol y 1-oleil-2-estearoilglicerol.

La diesterificacion del 1-O-alquil-sn-glicerol con éacido eicosapentanoico y
docosahexadecanoico fue descripta por Haraldsson y Thorarensen (1994). Estos
autores utilizaron la lipasa de Candida antarctica y en las condiciones experimentales
que utilizan no detectaron el 1-O-alquil-2-acilglicerol.

El presente, es el primer trabajo en el cual se preparan y caracterizan monoacil

derivados de hexadecilglicerol por accidn de lipasas (Bertello et al., 1997).

Efecto del solvente

La actividad y selectividad de una enzima pueden ser influenciadas
modificando propiedades del solvente.

En la busqueda de las condiciones mas efectivas para la esterificacion del 1-O-
hexadecilglicerol con acidos grasos, esta reaccion se realizé en distintos solventes. Las
dos lipasas utilizadas fueron capaces de catalizar la reacciéon de esterificacion con
distintos acidos grasos, pero se utilizo la lipasa de Pseudomona sp y el 4cido palmitico
en los analisis cuantitativos. Los solventes empleados fueron tolueno, diclorometano y
diisopropiléter. Los primeros ensayos se realizaron en hexano, pero como no se
lograba obtener una buena solubilizacion del sustrato, a pesar de observarse un alto
rendimiento por cromatografia en capa deilgada se descarté este solvente para el
analisis cuantitativo. La enzima fue capaz de esterificar al sustrato en los tres solventes
pero como se puede observar en la Figura 60, resultdé ser més efectiva en
diclorometano, donde se logr6 alcanzar un 75% de rendimiento. También se lograron

buenos rendimientos en tolueno a 55°C.
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En diisopropiléter, no se alcanzaron rendimientos mayores del 30%. Esto estaria
de acuerdo con los trabajos que relacionan la polaridad del solvente con una
disminucién de la actividad enzimatica (Miller er al., 1988). Lo que no se puede
explicar de esta forma es la mayor actividad en CH,Cl, en comparacién con el tolueno.
Probablemente en este caso tenga alguna influencia las caracteristicas del reactivo y su
solubilidad.

Klibanov y col. utilizaron la lipasa de Cdndida cylindracea para esterificar
distintos acidos carboxilicos con butanol. Entre los solventes utilizados, tolueno y
hexano fueron igualmente efectivos. En cloroformo, la reaccién fue significativamente
mas lenta y en butiléter mas aun (Kirchner et al., 1985).

En concordancia con nuestros resultados, la esterificacion del 1-O-
octadecilglicerol con 4cido oleico catalizada por la lipasa pancreatica porcina es muy
inhibida en dietiléter, y en contraste con nuestros datos, no se produce la esterificacion
en diclorometano (Meusel et al., 1992). Esto probablemente se deba al corto periodo
de incubacion (5h) utilizado por estos autores.

Sin embargo, la lipasa de Mucor miehei resultd activa en un solvente clorado.
En tricloroetano, la sintesis de miristato de propilo se lleva a cabo con una velocidad
inicial comparable a la observada para el benceno o tolueno (Miller et al., 1988). Estos
autores observan, que los solventes en los cuales las lipasas son activas son inmiscibles
con el agua, mientras que, en los solventes miscibles con el agua no son activas.

Como se dijo anteriormente, el agua mantiene la integridad conformacional de
la proteina. Por lo tanto, se puede suponer que al extraer el solvente, el agua esencial
de la proteina, se produce un cambio estructural resultando en una conformacion no-

activa.
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En nuestras condiciones experimentales, luego de 72 horas de rcaccion con la
lipasa de Pseudomona sp, se obtuvo una mezcla de los 2- y 3-monoglicéridos en
relacion 1:5, 1:6 y 1:13 cn diisopropiléter, tolueno y diclorometano respectivamente.
Esto demostraria la influencia del solvente en la regioselectividad de esta enzima.
Gubicza y Szakéacs-Schmidt (1994) demostraron la influencia del solvente sobre la
actividad y la enantioselectividad de una lipasa, en la esterificacion de acidos
propidnicos sustituidos en la posicion 2. La seleccién del solvente mas adecuado
resulta importante entonces, a la hora de optimizar una reaccidn enzimatica.

El rendimiento dcl 1,3-derivado sicmpre cs mayor que el del 1,2. Esto esta de
acuerdo con el hecho de que las lipasas normalmente demuestran una fuerte
preferencia por alcoholes primarios como sustratos, mas que por los secundarios,
debido al impedimento estérico. Por lo tanto, la acilacion en las posiciones terminales,
es considerablemente mas vcloz que la de las posiciones medias (Haraldsson ef al.,
1995).

En la Figura 61 se pueden observar los rendimientos parciales de cada isomero
a 2 temperaturas y en dos de los solventes utilizados. A pesar de que para la sintesis
total se obtiene un mayor rendimiento en CH,Cl,, para la sintesis del isémero 2-O-

acilado es mas favorable el uso de tolueno.
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Efecto de la temperatura de reaccion

La Figura 62, muestra el efecto de la temperatura de reaccién, sobre la
esterificacion catalizada por la lipasa de Pseudomona sp, en distintos solventes. Hasta
los 55°C, que fue la mayor temperatura utilizada, el rendimiento de la reaccién
aumento con la temperatura, excepto en CH,Cl, donde la velocidad inicial es mayor a
55°C pero luego de las 30 horas alcanza su valor de saturacion (Figura 62A).

Una caracteristica importante de las enzimas es la gran estabilidad de las
mismas en solventes organicos, donde los procesos que inactivan las enzimas se ven
minimizados (Aldercreutz & Mattiason, 1987). La mayor estabilidad térmica permite
operar a temperaturas superiores a las utilizadas en medio acuoso (Zaks & Klibanov,
1984).

En concordancia con nuestros resultados, el rendimiento de la esterificacion de
glicerol con etil estearato en acetonitrilo o heptano, usando la lipasa de Cdndida
antarctica aumento con la temperatura, encontrandose entre 60-80°C el rango optimo
de reaccion; 80°C para el acetonitrilo y 70°C para el heptano (Pastor et al., 1995).

Klibanov y col., también observaron que las lipasas pueden utilizarse en un
amplio rango de temperatura. Para distintas reacciones de transesterificacion,
utilizando una lipasa pancreatica porcina, observaron que la reaccion se acelera al

aumentar la temperatura de 25 a 60°C (Kirchner ef al., 1985).
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Figura 62 - Efecto de la temperatura de reaccion en el rendimiento total de

monopalmitoilderivados del 1-O-hexadecilglicerol. La esterificacion fue catalizada por la
lipasa de Pseudomona sp en distintos solventes A) CH;Cl,, B) tolueno y C) diisopropiléter.
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SINTESIS QUIMICA DEL 1-O-HEXADECIL-2-O-HEXADECANOIL-rac-
GLICEROL Y DEL 1-O-HEXADECIL-3-O-HEXADECANOIL-rac-GLICEROL

Estos compuestos se prepararon de acuerdo al Esquema 16. Como reactivo de partida
se utilizo el 1-O-hexadecilglicerol al igual que para la sintesis enzimatica. En este
caso, el alcohol primario fue protegido selectivamente por tritilacion con cloruro de
tritilo, en trietilamina y 4-N,N-dimetilaminopiridina (4-DMAP) (Chaudhary &
Hemandez, 1979).

?HZ_OCI()H}J CH,—O0C,¢H;; CH2_0C|6H33
C,sHyCOOH
CH—0H e CH—on Thec HOC0CisHy,
CH,—OH CH,—OCPh; CH,—OCPh,
l 2 3

TFA:Tolueno (1:6)

0°C, 5 min.
'CH2—0C|6H33 ?Hz—OCmHJ:
Cle_OCDCISHH + (le_OH
CHZ—OH CHZ— OCOC”H:”
4 5

Esquema 16
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Luego de 18 horas no se detecté material de partida por TLC. En el solvente K
el compuesto 2 presentd un Rf = 0,46. Este derivado tritilado cristaliz6 en etanol
obteniéndose con un 96% de rendimiento. Luego de recristalizarlo en el mismo
solvente, se determindé su punto de fusion (p.f. 48-49°C) y se lo caracterizd por
espectroscopia de RMN.

El compuesto 2 se acild a temperatura ambiente con acido palmitico en
presencia de 1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 4-DMAP (Hassner & Alexanian,
1978). De esta forma se obtuvo el compuesto 3, amorfo, con un 83% de rendimiento
(Rf = 0,80, en el solvente K), que también fue caracterizado por espectroscopia de
RMN. La acilacién enzimatica del compuesto 2 no fue efectiva con ninguna de las
lipasas utilizadas en este trabajo. Probablemente, esto se deba al impedimento estérico
provocado por el voluminoso grupo tritilo. Estos resultados difieren con los obtenidos
por Kim y Choi (1992), quienes logran acetilar por transesterificacion el derivado 1-
tritilado del 3-Cl-1,2-propanodiol, utilizando la lipasa de Pseudomona sp, en tolueno.
Este caso y el nuestro se diferencian en el tamaiio de los sustituyentes del alcohol
(CH,CI vs OC ¢H33) y en el volumen del acilante (acetato vs acido graso de cadena
larga).

Para destritilar el compuesto 3 se intentaron distintos métodos con el fin de
minimizar la migracion del grupo acilo al alcohol primario, fendmeno bien conocido
en la preparacion de 2-monoglicéridos (Sjursnes & Anthonsen, 1994). Se utilizé6 TFA
en butanol (1:3), para detener la reaccion se diluyd con butanol y luego se evapord.
También se utilizaron resinas de intercambio anidnico débil y fuertemente basicas para
llevar a neutralidad (MacCoss & Cameron, 1978).

El mejor rendimiento de 1-O-hexadecil-2-O-hexadecanoilglicerol (4) se obtuvo
por tratamiento del compuesto 3 con TFA en tolueno (1:6, v/v) a 0°C. A los 5 minutos
se completo la destritilacion, obteniéndose una mezcla de los isémeros 1,2 y 1,3 en
relacion 2 a 1. Esta relacion se obtuvo al analizar la mezcla de reaccion por CGL.

1-O-Hexadecil-2-O-hexadecanoil-sn-glicerol fue sintetizado por otro método

por Ogawa & Horisaki (1983), quienes utilizaron el 3-O-bencil-sn-glicerol como
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compuesto de partida. Este fue tratado con Bu,SnO a reflujo en tolueno:metanol (10:1)
y el producto de esta reaccion fue alquilado (71% rendimiento), acilado con cloruro de
palmitoilo en piridina y sometido a hidrogendlisis (98% rendimiento). Los
desplazamientos quimicos, sélo informados para la posicion 2 del glicerol (8 4,99 (m)
y 8¢ 72,91) son similares a los encontrados para el compuesto 4 en este trabajo de
tesis.

1-O-Hexadecil-3-O-hexadecanoilglicerol ~ fue aislado de un coral
(Subrahmanyam et al., 1992). Los datos de espectroscopia de RMN estan de acuerdo
con nuestros resultados obtenidos para el compuesto 5, aunque los autores no asignan
las sefiales del espectro de 13C-RMN.

El método enzimatico como se dijo anteriormente, es un método de un tnico
paso muy sencillo, para lograr la monoesterificacion del hexadecilglicerol. Con este
método se obtienen, el 2-O-acil y el 3-O-acil derivado con un alto rendimiento total;
sin embargo, en este caso es mucho mayor el rendimiento del derivado no natural (1,3)
frente al natural (1,2). Es el método mas adecuado cuando se quieren obtener ambos
isomeros. De acuerdo a los resultados obtenidos, las sintesis de estos compuestos se
realizaron en tolueno a 55°C ya que en estas condiciones, ademas de tener un buen
rendimiento total, se obtuvo una relacion del derivado 1,3- a 1,2- mas favorable hacia
el 1,2- en comparacion con lo que ocurre en CH,Cl,.

El método quimico desarrollado, permite obtener una mayor proporcion del 2-
O-acil derivado, aunque en un mayor numero de pasos. Este método seria mas
adecuado en el caso que se necesite obtener una gran cantidad del derivado natural.

También desarrollamos en nuestro laboratorio un método quimio-enzimatico
para la sintesis de estos compuestos, que no se incluye en esta tesis (Salto er al., 1997).
En este método se diacila el 1-O-hexadecilglicerol en presencia de DCC. Luego, por
alcohdlisis enzimatica, se remucve selectivamente el acido graso de la posiciéon 3
utilizando una lipasa 1,3-regioespecifica de Mucor miehei. Este método permite
obtener el isdbmero 1-O-hexadecil-2-O-acilglicerol con mayor rendimiento y en una

forma muy sencilla.
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Es de sefialar que en el aislamiento del compuesto natural que es el 1-O-alquil-
2-O-acilderivado generalmente se detecta también el isomero 3-O-acilado que se
forma por migracién a la posicién primaria mas favorecida, por lo cual, es util contar

con ambos isOmeros para su caracterizacion.



PARTE EXPERIMENTAL

CAPITULO 10
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INSTRUMENTAL UTILIZADO

El instrumental de laboratorio utilizado fue el siguiente:

o La radioactividad se midi6 en un contador de centelleo liquido RackBeta (Wallac).

o Las evaporaciones de solventes se llevaron a cabo bajo presién reducida en un
evaporador rotatorio, bajo corriente de nitrégeno o en un Speed Vac plus, Savant.
Para muestras acuosas también se utilizé un liofilizador Freeze Mobile 6 (Virtis).

o Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga Dynac (Becton Dickinson), en
una microcentrifuga Microfuge 12 (Beckman), en una centrifuga refrigerada
Damon IEC B-20A o en una ultracentrifuga Beckman.

o Los tratamientos enzimdticos y en general las incubaciones a temperatura
controlada se realizaron en un baifio termostatico Electrotem o en un agitador con
control de temperatura New Brunswick Science, INNOVA 4000.

o Las hidrogenaciones cataliticas se llevaron a cabo en un equipo PARR, Instrument
Company, Inc.

o Los poderes rotatorios se midieron en polarimetros Perkin Elmer 141 o Perkin
Elmer 343 en microceldas de 1 dm de longitud a temperatura ambiente utilizando
cloroformo como solvente y la concentracidn que se indica en cada caso.

o Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) y de carbono
13 (RMN "C) se realizaron utilizando un espectrémetro Brucker AC200. Las
constantes de acoplamiento aparentes (expresadas en Hz) se determinaron por
medicién directa de la separacién de las lineas en el espectro de RMN 'H. Los
desplazamientos quimicos (0) se expresan en partes por millén (ppm) respecto del
tetrametilsilano (TMS). Los espectros de RMN "C se adquirieron por
desacoplamiento de banda ancha. Todos los espectros se realizaron en Cl;CD a
menos que se indique lo contrario.

o Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estin

corregidos.



Parte Experimental 184

a Para facilitar la disoluciéon o extraccién de muestra se utiliz6 un baiio ultrasénico

Branson o un vortex Roto Mix Thermolyne.

SOLVENTES

Todos los solventes se purificaron por destilacién. Algunos requirieron un

tratamiento especial para ser utilizados en determinadas reacciones.

o La piridina se reflujé sobre KOH, se destilé y conservé sobre tamices moleculares
de 0,4 nm.

o El tolueno seco se obtuvo por destilacién y posterior tratamiento con sodio
metalico.

o El diclorometano anhidro se obtuvo por reflujo sobre P,Os y posterior destilacion.
Se guard6 sobre tamices moleculares de 0,4 nm.

Las mezclas de solventes estdn expresadas en relacién de volimenes (v/v).

SOLUCIONES CENTELLEADORAS

Para la determinacién de radioactividad por centelleo liquido se utilizaron las
siguientes soluciones centelleadoras:
a Para muestras no acuosas: PPO (2,5-difeniloxazol), 4g; POPOP (1,4-bis[4-metil-5-
fenil-2-oxazolil] benceno, 0,1g; tolueno, 11.
o Para muestras acuosas: PPO, 4g; POPOP, 40 mg; Tritén X-100 o Arcopal X-100,
250 ml; tolueno, 750 mi.



TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografia en capa delgada

Cromatografia de adsorcion en fase normal (TLC):
Se utilizaron placas de silica gel 60 (Merck) sobre soporte de vidrio o de
aluminio y los siguientes solventes de desarrollo:
. cloroformo : metanol : NH,OH 2,5M (15:10:2)
cloroformo : metanol (38:3)
cloroformo : metanol : NH,OH 2,5M (40:10:1)
hexano : acetato de etilo (4:1)
hexano : acetato de etilo (2:1)
cloroformo : metanol : NH,OH(c) (100:10:1)
cloroformo : metanol : NH;OH(c) (300:25:2)

cloroformo : metanol : agua (10:10:3)

T o0mmYU 0w

Py

hexano : 2-propanol (9:1)
hexano : 2-propanol (93:7)
tolueno : acetato de etilo (20:1)
1-propanol : NHj; : agua (5:4:1)
. 1-propanol : NHj; : agua (7:1:2)

z 25 R =

1-propanol : NH; : agua (7:3:2)

Cromatografia en fase reversa (RP-TLC)
Se realizé en placas RP-18 F,s45 (Merck) sobre soporte de aluminio utilizando
los siguientes solventes de desarrollo:
O. cloroformo : metanol : agua (10:25:1)
P. cloroformo : metanol : agua (20:55:3)
Q. cloroformo : metanol : agua (40:100:3)

R. cloroformo : metanol : agua (40:80:1)
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S. é4cido acético : acetonitrilo (1:1)

Elucion de muestras de la silica

En el caso de las muestras lipidicas la silica de las placas se extrajo con 1 ml de
cloroformo:metanol:agua (10:10:2) o cloroformo:metanol (1:1) segin el caso; se
sonicd durante 5 minutos y se centrifugd. El sobrenadante se separé y se volvié a
repetir el procedimiento. En el caso de las muestras solubles en agua se realizé una
primera elucién con cloroformo:metanol:agua (1:10:10) y una segunda con metanol :

agua (1:1).

Métodos de revelado
Los reveladores utilizados para muestras no radioactivas fueron los siguientes:

e Revelador de Mo/Ce: Se rociaron las placas con este revelador que contiene H,SO4
10%; (NH4)¢M07024.4H,0, 0,04M; Ce(SO4),, 3mM y se calentaron en plancha
eléctrica hasta ver la aparicién de manchas color azul.

e Vapores de yodo.

e Revelador de anisaldehido / sulfiirico: Las placas se sumergieron en una solucién
de H,SO4 5% - anisaldehido 0,01% en etanol y se calentaron en plancha eléctrica.

e Ninhidrina: Para detectar compuestos aminados se rociaron las placas con una
solucién de ninhidrina 0,2% en acetona conteniendo 0,2% de piridina. Las placas se
secaron a temperatura ambiente bajo campana y se calentaron a 100-110°C durante
10 minutos.

e Para fosfatos: Se prepar6 una solucién disolviendo 3 g de (NH4)Mo0,07.4H,0 en 50
ml de agua. Se agregd 5 ml de HCI 6N y 13 ml de HCIO4 70%. Se pulverizaron las

placas con esta solucién y se calentaron a 80°C.
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Autorradiografias
Las placas conteniendo muestras radioactivas se rociaron con EN’HANCE
(NEN), se expusieron a films de rayos X (Kodak-X-Omat AR) en la oscuridad y se
mantuvieron a -70°C de 2 a 30 dias de acuerdo a la cantidad de radioactividad presente.
Para su revelado las placas fotograficas se sumergieron durante 2-3 minutos a
temperatura ambiente y en la oscuridad sucesivamente en:
(a) Solucién reveladora: Na,SOs, 72 g; Metol, 2,2 g; hidroquinona, 8,8 g; KBr,
4g; Na,COs; (anhidro), 48 g; agua destilada, 11.
(b) Solucién de lavado: 4cido acético 2% en agua.
(c) Solucién fijadora: Se utilizaron soluciones fijadoras comerciales Romek o
Kodak.

(d) Lavado final en agua y agua destilada.

Cuantificacion de las muestras radioactivas

La muestra a cuantificar se eluyé de la silica, se tomd una alicuota del material
eluido, éste se mezcld con la solucion centelleadora adecuada y se someti6é a contaje.
También se contd directamente la silica raspandola de la placa en porciones de 0,2-0,5
cm. Esta se sonic6 con la solucién centelleadora antes del contaje.

Como alternativa se realizé una densitometria de las autorradiografias.

Cromatografia en columna

Acido silicico o silica

Se utilizé 4cido silicico UNISIL (200-325 mesh, Clarkson Chem. Co., South
Williamsport, PA, USA) o silica (200-400 mesh, Aldrich) como fases de separacién
para el fraccionamiento de los lipidos d4cidos y la purificacién de los

alquilacilgliceroles. Los solventes de elucién se indican en cada caso.
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Columnas de fase reversa C18

Se utilizaron pequefias columnas (1 ml) de fase reversa (Worldwide Monitoring,

PA, USA o Supelclean de Supelco) para desalar la fraccién de lipidos dcidos eluida de

la columna de DEAE Sephadex. La muestra suspendida en agua se pasé a través de

estas columnas. Luego de lavar con agua para eliminar las sales, los IPLs que quedaron

retenidos se eluyeron con metanol y cloroformo:metanol (1:1).

Cromatografia de intercambio iénico

Como resinas de intercambio i0nico se utilizaron:

DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia), de capacidad total 3-4 mmol/g de peso seco,
para la separacién de lipidos dcidos y neutros. La fase se equilibré por agitacién
durante 20-30 minutos con 50-100 ml de metanol:cloroformo:NaAcO 0,8M
(30:15:4). Esta solucién se renové 4 veces durante un periodo de 18 horas. Luego
se reemplazé el sobrenadante por una solucién de metanol:cloroformo:agua
(30:15:4). Se hicieron 3 lavados con esta solucidn, se deaereé y se empacé en una
columna de vidrio. En la columna la fase se continué lavando hasta comprobar la

eliminacién completa de NaAcO libre (Leeden & Yu, 1982).

AG-50 (H") (Bio Rad) para descationizar. La muestra disuelta en agua se pasé por
una columna de entre 0,4 — 1 ml de resina. Tanto el lavado previo de la fase como

la elucién de la muestra se realizé con agua.

Resina mixta Amberlite MB3. Se utiliz6 para desalar algunas muestras

provenientes de hidrélisis. La muestra se sembro y se eluy6 con agua.



Parte Experimental 189

Cromatografia gaseosa capilar (cgl)

Las cromatografias gaseosas se realizaron en un cromatégrafo de gases Hewlett-
Packard 5890, equipado con un detector de ionizacién de llama (FID) y un integrador
Hewlett-Packard 3395. Se utilizé nitrégeno como gas portador.

Las columnas y condiciones utilizadas fueron las siguientes:

A. Para la separacidn de alquilacilgliceroles, diacilgliceroles y ceramidas se utilizé una
columna capilar HP-1 (0.20 mm x 12 m) con los siguientes programas de

temperatura del horno:

i. T inicial, 250 °C; gradiente, 6°C/min; T final, 320 °C

i. T inicial, 245 °C (1 minuto); gradiente, 3°C/min hasta 255°C y 9°C/min
hasta 320 °C.

B.Para el andlisis del alquilglicerol, de las bases esfingosinicas y los acidos grasos

sililados o metilados se utilizé una columna capilar HP-5 (0,32 mm x 50 m) con el
siguiente programa de temperatura: T inicial, 219°C (7 minutos); gradientes,

1°C/min hasta 230°C y 5°C/min hasta 250°C.

C. La presencia de inositol se analiz6 en una columna capilar SP-2330 (0,25 mm x 30

m) a 230°C.

Cromatografia gaseosa / espectrometria de masa (cgl-em)

Se utilizé6 un equipo TRIO-2VG MASSLAB a 70 eV en las siguientes

condiciones:
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D. Columna capilar HP-1 (0,20 mm x 12 m) con la siguiente programacién de
temperatura del horno: T inicial, 140 °C (2 minutos); gradiente, 20°C/min; T final,

310°C.

E. Columna capilar DB-5 (0,25 mm x 30 m) con la siguiente programacién de
temperatura del horno: T inicial, 180°C (5 minutos); gradiente, 2°C/min hasta

230°C y 5°C/min hasta 250°C.

PREPARACION DE DERIVADOS

Trimetilsilil derivados: Las fracciones lipidicas conteniendo alquilglicerol, bases
esfingosinicas o 4cidos grasos se analizaron por CGL como trimetilsilil derivados.
Como reactivo sililante se utilizé bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA). Las
muestras se llevaron a seco y se derivatizaron por agregado de BSTFA:piridina (1:2)

calentando durante 10 minutos a 70°C.

Metilacion: Los ésteres metilicos de acidos grasos se prepararon por tratamiento de las
muestras disueltas en 200 pl de tolueno anhidro, con 200 pl de BF; 14% en metanol
bajo atmésfera de nitrégeno. La mezcla se calenté a 80°C durante 45 minutos en tubo

cerrado. Luego se agregaron 0,5 ml de agua y los lipidos se extrajeron con tolueno (3 x
0,5 ml) (Manku, 1983).

Acetatos de alditoles: Los aziicares neutros se analizaron como acetatos de alditoles.
La muestra se llevé a seco y se redujo con NaBH, (1-2mg) en NH,OH 0,2 M durante
16 horas a 4°C. El exceso de reductor se destruyé luego por agregado de dcido acético
10% hasta pH 5 y las muestras se evaporaron sucesivas veces con agregados de

metanol. Estas se secaron y se acetilaron con 0,5 ml de anhidrido acético:piridina (1:1)
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durante 1 hora a 80°C. Los agentes acetilantes se eliminaron por sucesivas
evaporaciones con metanol y tolueno y los acetatos de alditoles se disolvieron en

cloroformo para su andlisis.

HIDROLISIS BASICAS

Saponificaciéon

Los lipidos se hidrolizaron con NaOH 0,1 M en 90% de metanol o etanol
durante 60-90 minutos a 37°C. Luego de neutralizar con AcOH 10% o HCI 0,2N, se
extrajo con tolueno o se llevé a seco y el residuo se resuspendi6 en agua. Los lipidos se

extrajeron con éter etilico o butanol para ser analizados.

Tratamiento con NaOH 1M a 105°C

Este tratamiento alcalino fuerte se utilizé para hidrolizar ceramida. Las muestras
se trataron con NaOH 1 M (0,5 ml) durante 24 horas a 105°C en tubos cerrados de
Teflon. La muestra de reaccién se neutralizé con HCI 2N y los lipidos se extrajeron

con éter etilico.

Tratamiento con propanol/NH;

Los IPLs se trataron con propanol 40% : NH; 13M (1:1) 18 horas a 37 °C
(condiciones que no hidrolizan la ceramida). Luego se evaporé en corriente de
nitrégeno y la muestra se disolvié en cloroformo:metanol (1:1) para su anélisis por

TLC en el solvente A.

NH,OH M
La muestra fue tratada con 200 u1 de NH;OH 9M durante 40 min a 45°C. Luego
se hicieron agregados de agua y se llevé a sequedad repetidas veces. Finalmente la

muestra se disolvi6 en cloroformo:metanol (1:1) para su anélisis.



HIDROLISIS ACIDAS

HCl 4N

Esta hidrélisis acida se utilizé para confirmar la presencia de inositol en los
IPLs. La fase acuosa obtenida luego del tratamiento enzimdtico de los IPLs con PI-
PLC se hidrolizé en tubo cerrado con HCl 4N durante 18 horas a 105°C. El 4cido se
elimind por sucesivas evaporaciones a presion reducida con agregados de agua y las
sales se eliminaron pasando la muestra por una resina de intercambio iénico MB3. El

inositol se eluyd con agua, se llevd a seco y se acetild para su anélisis por CGL.

Metanolisis

Para confirmar la presencia de ceramida y analizar las bases esfingosinicas los
lipidos se hidrolizaron con HCI (c):metanol:agua (3:29:4) durante 18 horas a 70-78°C
en un tubo cerrado (Weiss et al., 1958). Se realizaron sucesivas evaporaciones bajo
corriente de nitrégeno con agregados de tolueno hasta eliminar todo el 4cido, el residuo
se resuspendi6 en agua y se extrajo con éter etilico. Alternativamente, se neutralizé con

NaOH 1M hasta pH 9 y se extrajo con éter etilico.

Hidrélisis acida suave para azicares-1-fosfato

La muestra se calenté a 50°C durante 15 min con 200pl de HCl 1N:propanol
(1:1) (Menon et al., 1990b). Luego se agregd agua, se evaporé el propanol bajo
corriente de N, y se realiz6 una particién agua/butanol.

Alternativamente, la muestra se hidroliz6 con HCI 0,IN, 10 min a 100°C y

luego se extrajo con butanol (Masterson et al., 1989).

Tratamiento con HNO,
La muestra se disolvié en 30 pl de buffer acetato de sodio 0,1M, pH 4,0 y se
traté con 30 pl de NaNO; 0,5 M, 3 horas a 37°C. En los casos en que se trat el

glicolipido completo (sin la eliminacién previa de la porcién lipidica) se agregaron
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también 40 pl de Zwittergent 0,1%. A cada hora se repitieron los agregados de buffer y
de NaNQ,. Luego de la desaminacién se agregaron 135 pl de H;BO; 0,4 M y se
alcalinizé6 con NaOH 1M hasta pH 10. Las muestras radioactivas se redujeron con
NaBH, durante 18 horas a 4°C. Para las muestras no radioactivas se utilizaron 18,5
MBq (500 pCi) de NaB’H,. Luego de 2-4 horas se agregé NaBH, frio, el cual se dej6
18 h a 4°C, para asegurar la completa reduccién de la muestra. En ambos casos el
exceso de NaBH, se destruy6 por agregado de édcido acético y el Na* se eliminé por
pasaje a través de 0,4-0,6 ml de resina AG 50. La muestra se eluyé con 3 ml de agua,
se llevo a seco y se realizaron sucesivas evaporaciones con agregados de dcido acético
al 5% en metanol (2 x 0,5 ml), metanol (2 x 0,5 ml) y tolueno (3 x 0,5 m) con el fin de

eliminar el borato y el 4cido (Ferguson, 1993).

Tratamiento con HF

Las muestras secas se suspendieron en 50 pl de HF 50% en agua y se
mantuvieron a 4°C durante 72 horas (Mayor et al., 1990a). La reaccién se detuvo por
agregado de solucién saturada fria de LiOH hasta neutralidad. El precipitado de LiF se
eliminé por centrifugacién a 10 000 rpm durante 10 minutos. Tanto el precipitado
como el sobrenadante se extrajeron con éter para obtener los lipidos liberados en la

hidrdlisis.

HIDROLISIS ENZIMATICAS

Tratamiento con fosfatidilinositol fosfolipasa C (PI-PLC)

Muestras de IPL secas se resuspendieron en 100ul de buffer Tris-HCI 50 mM,
pH 7,4 conteniendo 0,1% de desoxicolato de sodio y se incubaron con 0,35 unidades de
PI-PLC de Bacillus thuringiensis durante 90 minutos a 37°C. Los lipidos liberados se

extrajeron con éter etilico o butanol (4 x 0,5 ml). Los lipidos radioactivos se analizaron
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por TLC mientras que las muestras frias se analizaron como trimetilsilil derivados por
CGL y CGL-EM.

Tratamiento con fosfolipasa A, (PLA,)

Las muestras secas se resuspendieron en buffer Tris-HC! 50 mM, pH 74
conteniendo 0,1% de desoxicolato de sodio y CaCl, 2,5 mM; y se incubaron con 25
unidades de fosfolipasa A, de veneno de Apis mellifera (Sigma, 1200 U/mg de sélido,
1350 U/mg de proteina) durante 2 a 4 horas a 37°C. Luego de la incubacién la mezcla

de reaccidn se extrajo con n-butanol.

Tratamiento con fosfatasa alcalina

La muestra a ser tratada se incub6 con 0,5 U de fosfatasa alcalina de Escherichia
coli (Sigma, Tipo III, 60 U/mg de proteina) a 30°C durante 3 horas, en buffer Tris-HCI
0,IM, pH 8. Se realiz6 un control de la enzima y de las condiciones de incubacién

utilizando p-nitrofenilfosfato como sustrato.

Tratamiento con o-manosidasa

La muesta a tratar se incub6 durante 17 horas a 37°C, con 1U de a-manosidasa
de Jack bean en 50 pl de buffer acetato de sodio 0,1M, conteniendo 0,1% de
desoxicolato de sodio. Luego de extraer con éter etilico (2 x 250 pl) la fase acuosa se
extrajo con cloroformo:metanol (2:1) (3 x 200 pl). Los extractos organicos se

analizaron por TLC en el solvente A.

HIDROGENACION CATALITICA

Los ésteres metilicos de los dcidos grasos radioactivos se sometieron a

hidrogenacién, con el fin de confirmar o descartar la presencia de insaturaciones. A las
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muestras disueltas en 0,5 ml de acetato de etilo, se les agregé 1-2 mg del reactivo de Pd
sobre carbén activado (Aldrich, contenido de Pd 10%). Estas se sometieron a una
presion de 3 atm durante 4-5 horas a temperatura ambiente y con agitacién. Luego de
la hidrogenacién las muestras se extrajeron del carbén con acetato de etilo y
cloroformo. Como control de la reaccién se utilizé una muestra de linoleato de metilo

(C,3:2) comprobando su completa transformacién en dcido estearico C,g por RP-TLC.

PREPARACION DE [*H]-2,5-ANHIDROMANITOL

Este testigo se prepar6 por tratamiento de una muestra de GIcNH, con HNO, de

acuerdo a la técnica descripta. La reduccién se realizé por agregado de NaB’H,.

PARASITOS

Formas epimastigotes de T. cruzi, cepa Y y cepa CL, fueron cultivadas en medio
LIT (Castellani et al., 1967). Las células en la fase exponencial (2 dias) o en la fase
estacionaria de crecimiento (4 dias) se colectaron por centrifugacién a 6000 rpm. El
sedimento se lavé 3 veces con solucién salina tamponada PBS, (fosfato de sodio
0,01M, pH 7,2; NaCl 0,15M). Estos parasitos fueron cultivados en el laboratorio del
Dr. W. Colli (USP, Brasil).

Para el andlisis de los lipidos durante el proceso de diferenciacién de
trypomastigotes a epimastigotes, se utilizaron formas trypomastigote de la cepa Y
mantenidas en monocapas de células LLC-MK,. Estas células epiteliales se incubaron
en placas de vidrio a una densidad de 2 x 10* células/cm?, en medio DME conteniendo
10% de suero fetal bovino. Luego de 24 horas de incubacién a 37°C en una atmdsfera

con 5% de CO, las células fueron expuestas a una suspensién de 5 x 10°
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trypomastigotes/ml en DME conteniendo 2% de suero fetal bovino. A las 3 horas las
placas fueron lavadas 3 veces con HBSS y en medio DME conteniendo 2% de suero
fetal bovino. Los trypomastigotes liberados de las células infectadas, obtenidos por
centrifugacién en el sobrenadante, se incubaron en medio LIT a 37°C durante 24-72
horas para su diferenciacién extracelular en amastigotes y luego en epimastigotes. Los
trypomastigotes y sus formas diferenciadas fueron obtenidos por la Dra. Norma

Andrews (Yale University, USA).

INCORPORACIONES METABOLICAS DE PRECURSORES RADIOACTIVOS

Los epimastigotes de T. cruzi, luego de cultivados dos dias en medio LIT,
fueron transferidos a medio TAU-3AG (Contreras et al., 1985), conteniendo 0,2% de
suero fetal bovino (BSA) (8x107-2x10® células/ml). Los pardsitos se mantuvieron con
agitacién durante 6 horas a 28°C en este medio y a continuacién se agreg6 acido [9,10-
3H]-palmitico (1,11-1,85 MBg/ml (30-50 pCi/ml); 1998 GBg/mmol (54 Ci/mmol)) y se
agit6 durante 18 horas més. Los parésitos se centrifugaron y lavaron 2 veces con NaCl
0,9% y luego de filtrar el medio por membrana Millipore fueron liofilizados. Por
observaciéon microscépica se confirmd la viabilidad de los paréasitos luego de la

incorporacion.

Para el andlisis de los lipidos durante el proceso de diferenciaciéon de
trypomastigotes a epimastigotes los parésitos (2 x 10°) fueron lavados en medio RPMI
e incubados durante 2 horas a 37°C en 0,8 ml de RPMI conteniendo 7,4 MBq (200
uCi) de acido [9,10 *H] palmitico (NEN Research Products, 1443 GBg/mmol (39
Ci/mmol)), previamente complejado con BSA deslipidado. Los parésitos fueron
lavados 4 veces en PBS y el sedimento de la centrifugacién final fue rdpidamente

congelado y liofilizado.
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INMUNOPRECIPITACION DE LA GLICOPROTEINA Ssp-4 DE FORMAS
AMASTIGOTE

Amastigotes marcados con 4cido [9,10 *H] palmitico fueron lavados y lisados en
buffer Tris-HCl 10 mM, pH 8, conteniendo EDTA 5mM y 1% de SDS a 100°C,
condicién que inactiva la PI-PLC enddégena de T. cruzi. Este lisado se sonicé en un
bafio de agua durante 10 minutos y se diluy6é el SDS al 0,02% en el mismo buffer
conteniendo 1% de NP-40. El lisado se clarificé por centrifugacién a 100 000g durante

5 minutos y se incubd toda la noche a 4°C con 50 pg/ml de anticuerpo monoclonal 2C2

anti Ssp-4. La inmunoprecipitacién se realizé incubando 1 hora con 20 pl de una

suspension 25 % (p/v) de proteina A-Sepharosa.

EXTRACCION Y PURIFICACION DE INOSITOLFOSFOLIPIDOS (IPLs)

Las células epimastigotes de T. cruzi (5 x 10°) marcadas metabSlicamente con
[’H]-palmitico fueron liofilizadas y extraidas con cloroformo:metanol 2:1, (20 ml) y
1:1, (2 x 20 ml). Los extractos reunidos se llevaron a seco por evaporacién a presién
reducida y el residuo se redisolvié en 1 ml de metanol:cloroformo:agua (30:15:4), y se
sembré en una columna de DEAE-Sephadex A25 (forma acetato). En algunos casos,
previamente se realiz6 una extraccién con éter o hexano (2 x 3 ml) para eliminar el
exceso de palmitico presente proveniente de la incorporacién. Los lipidos neutros se
eluyeron con aproximadamente 50 ml de metanol:cloroformo:agua (30:15:4) y los
lipidos 4cidos con aproximadamente 50 ml de metanol:cloroformo:AcONa 0,8M
(30:15:4). La fraccién de lipidos dcidos, donde se encuentran los IPLs se evaporé a
presién reducida y se desalé por didlisis o pasando la muestra a través de pequeiias
columnas de fase reversa C18. La separacion de los lipidos dcidos se llevé a cabo por
cromatografia en columna de Unisil. Una vez armada la columna, ésta se lavé con

cloroformo, y los lipidos 4cidos se sembraron y eluyeron primero con
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aproximadamente 30 ml de cloroformo:metanol (4:1) y luego con una cantidad similar
de cloroformo:metanol (1:1). De esta forma se obtuvieron dos fracciones llamadas Frl
y Fr2. Cuando no se logré una buena separacién por cromatografia en columna, se

realiz6 una purificacién final por TLC en el solvente A.

UTILIZACION DE SISTEMAS LIBRES DE CELULAS PARA ESTUDIOS DE
BIOSINTESIS DE PRECURSORES DE GPI

Preparacion de lisados de membrana

Células epimastigotes de T. cruzi, cepa Y, fueron sometidas a una lisis
hipoténica en Hepes, 10mM, pH 7,9; TLCK, 0,ImM; DTT, 0,5mM; EGTA, ImM y
NaHCOs;, 0,5mM durante 15 minutos a 0°C. Para lograr una destruccién completa de
las células, éstas se homogeneizaron en un homogeneizador y posteriormente se
sonicaron 6 veces durante 10 segundos cada vez, a intervalos de 30 segundos. La lisis
de los parasitos fue confirmada por observacién microscépica y en algunos casos el
homogenato se centrifugd 15 min a 1000 g. El sobrenadante se centrifugé a 80 000 g
durante 1h y el sedimento se resuspendid y se almacend en alicuotas a -70°C en el
Buffer 1 (Hepes, 50mM, pH 7.4; MnCl,, 5mM; MgCl,, 5mM; KCl, 25mM; DTT,
0,5mM; TLCK, 0,1mM; leupeptina 1pg/ml) con 20% de glicerol. Cuando se utilizaron
membranas recién preparadas, el sedimento se resuspendié directamente en el buffer de

incubacion.

Extraccién de los lipidos radioactivos del sistema de membranas

Luego de las incubaciones, las membranas se extrajeron con 0,7 ml de

cloroformo:metanol:agua (10:10:3), agitando durante 2 h a temperatura ambiente.
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Luego se centrifugé a 10 000 g durante 15 minutos, se separ$ el sobrenadante y el
sedimento se reextrajo de la misma forma con 0,5-1 ml de cloroformo:metanol:agua
(10:10:3). Ambos extractos se juntaron para cada tiempo de incubacién y se llevaron a
seco bajo corriente de nitrogeno o en un evaporador Savant. El residuo se suspendi6 en
agua y ésta se extrajo con butanol saturado en agua (3 x 0,5 ml). El extracto butanol se
lavé con agua y se llevé a seco para su andlisis por TLC en el solvente A.

Para los estudios de estructura los distintos compuestos se eluyeron de la silica

con cloroformo:metanol:agua (10:10:2).

ESTUDIO DE ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASAS EN MEMBRANAS DE T. CRUZI

Los PI e IPC radioactivos, purificados como se describié anteriormente, se
utilizaron como sustratos para las incubaciones en presencia de membranas de T. cruzi.
Alicuotas de membranas fueron descongeladas y lavadas dos veces por centrifugacion
con 8 ml de buffer 2 (Tris-HC], 50mM, pH 7,4; TLCK, 0,1mM y leupeptina, 2,5pg/ml)
a 100 000 g durante 1 hora a 4 °C. El sobrenadante se descarté y se repiti6 el lavado.
La mezcla estdndar de incubacién consistié en el sustrato radioactivo (600 000 cpm) y
el equivalente a 5 x 10 células de T. cruzi, en 100 ul de buffer 2 conteniendo Triton X-
100 al 0,1%. El sustrato disuelto en cloroformo:metanol (1:1) se colocé en los tubos de
incubacién, se llevé a seco bajo presiéon de N, y se agregaron las membranas,
suspendidas en el buffer 2. Se agité y luego de incubar a 30°C la reaccién se cort6 a
distintos tiempos (15, 60, 120 min y 18h) por agregado de 660 pul de
cloroformo:metanol (1:1). Se prob6 la accién de varios reactivos, descriptos como
inhibidores o cofactores de fosfolipasas, incubando 18h los sustratos con las
membranas en presencia de una concentracion 10mM de CMPSA, EDTA, o-
fenantrolina, CaCl, o MgCl,. Como control, se incubaron 18h los sustratos con el
buffer, sin las membranas.

Los lipidos se extrajeron como se indica en el item anterior.



Parte Experimental 200

INCORPORACION DE UDP-[’H]-GIcNAc EN SISTEMAS LIBRES DE CELULAS

Alicuotas de membranas fueron descongeladas y lavadas dos veces por
centrifugacion con 8 ml de buffer 1 (sin glicerol) a 100 000 g durante 1 hora a 4°C. El
sedimento conteniendo las membranas se suspendié en el buffer 3 (Buffer 1 + ATP
ImM). El equivalente a 1 x 10° - 1 x 10° células de T. cruzi se incubé a distintos
tiempos en 100ul de buffer 3 conteniendo 0,074-0,185 MBq (2-5 uCi) de UDP-[’H]-
GlcNAc (1287,6 GBg/mmol, (34,8Ci/mmol), Du Pont, NEN). La UDP-[’H}-GlcNAc
se colocd en los tubos de incubacién disuelta en etanol:agua (7:3), se llevo a seco bajo
presién de N, y se agregaron las membranas suspendidas en el buffer 3. Luego de
incubar a 30°C la reaccién se corté a distintos tiempos (5, 15, 30, 60, 120 min, 5h y
18h) por agregado de 660 u! de cloroformo:metanol (1:1).

También se realizaron incubaciones de 30 y 60 min agregando GTP 1mM al
medio de incubacidn; y de 5 horas en presencia de vanadato de sodio 0,2mM.

En los casos en que se indica, se utilizaron para preparar las membranas células
previamente incubadas durante 1h con 0,2pg/ml de tunicamicina.

En todos los casos los lipidos se extrajeron de acuerdo a lo descripto

anteriormente.

PREPARACION DE ESTANDARES DE ALQUILACILGLICEROL
Esterificacion de 1-O-hexadecilglicerol por medio de lipasas

Una suspensién de 0,1 mmol de 1-O-hexadecil-rac-glicerol, 0,05 mmol de dcido
graso (4cido miristico, palmitico, dcido estedrico, dcido oleico o dcido linoleico) y 1
mg de lipasa de Cdndida cylindracea (905 U/mg de sélido, 4570 U/mg de proteina) o
de Pseudomona sp se agité a 37°C en distintos solventes orgdnicos. El avance de la

reaccién se monitore$ por TLC y CGL.
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Determinacion del solvente y de la temperatura optima de reaccion

A una solucién de 0,05 mmoles de 1-O-hexadecil-rac-glicerol, 0,025 mmoles de
dcido palmitico y 0,01 mmol de 5-a-colestano, utilizado como estandar interno, en 1
ml de solvente se le agregé 35 unidades de lipasa de Pseudomana sp. La mezcla se
agitd a distintas temperaturas y se utilizaron distintos solventes orgdnicos como medio

de reaccién. El avance de la reaccion se monitoreé por TLC y CGL.

Purificacion de los alquilacilgliceroles por cromatografia en columna
Los productos de reaccién se purificaron por cromatografia en columna de

Unisil o de silica gel (Merck) eluyendo con hexano:acetato de etilo (9:1).

Sintesis quimica de 1-O-hexadecil-2-O-hexadecanoilglicerol (4) y 1-O-hexadecil-3-

O-hexadecanoilglicerol (5) (Esquema 16)

Preparacion del tritil derivado del 1-O-hexadecilglicerol (2)

Una solucién de 1-O-hexadecilglicerol (95 mg, 0,3 mmoles), cloruro de tritilo
(0,33 mmoles), trietilamina (0,45 mmoles) y 4-DMAP (0,01 mmol) en 2 ml de
diclorometano, se agité durante toda la noche a temperatura ambiente. La solucién se
volcé en agua con hielo y se extrajo 3 veces con diclorometano. El extracto orgdnico se
lavé con agua y se sec6 con sulfato de sodio. Luego de remover el solvente, el
compuesto 2 cristalizé en etanol (rendimiento 161 mg, 96%) y se recristaliz en el
mismo solvente, p.f.48-49°C, Rf=0,46 en el solvente K. En este solvente el material de
partida, 1-O-hexadecilglicerol, se mantiene en el punto del origen.

Datos de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (Se omiten los Hy C
de la cadena alquilica):

'H RMN (CDCly): 6 7,45 (m, 6H, anillo aromdtico), 7,25 (m, 9H, anillo
aromdtico), 3,95 (m, 1H, -CHOH-), 3,59-3,41 (m, 4H, -CH,-O-CH>-), 3,21 (d, J=54
Hz, 2H, -CH,0OCPh;), 2,42 (d, J=4,7 Hz, OH, desaparece al agregar D,0).
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BC RMN (CDCly): & 143,99, 128,77, 127,88, 127,11 (CsHg), 86,75 (OCPhy),
72,14, 71,74, 69,96 (CH, OCH;R, CH,0), 64,75 (CH,OCPh,).

Acilacion del 1-O-hexadecil-3-O-tritilglicerol

Para la acilacién, una solucién del compuesto 2 (28 mg, 0,05 mmoles), acido
palmitico (0,055 mmoles), DCC (0,055 mmoles) y 4-DMAP (0,01 mmol) en 1 ml de
diclorometano se dej6 18 horas a temperatura ambiente. La N,N-diciclohexilurea
formada se filtré, el filtrado se lavé con agua y se evapord la fase organica hasta
obtener un jarabe que se purific6 por cromatografia en columna eluyendo con
tolueno:acetato de etilo (49:1). Se obtuvieron 32 mg de 1-O-hexadecil-2-O-
hexadecanoil-3-O-tritilglicerol (3) con un rendimiento de 83%. El producto resulté
homogéneo por cromatografia en capa delgada, Rf=0,8 (solvente K).

Datos de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (Se omiten los Hy C
de la cadena alquilica):

'H RMN (CDCly): & 7,45 (m, 6H, anillo aromitico), 7,3 (m, 9H, anillo
aromdtico); 5,22 (m, 1H, -CHOCOR); 3,61 (m, 2H), 3,44-3,27 (m, 2H), 3,24 (d, J=4,7
Hz, 2H), -CH,0OCPh;, -CH,-O-CH,-, -O-CH,-CH>-; 2,36 (t, J=7,3Hz, 2H, CH,COO)

3C RMN (CDCl,): § 143,94, 128,75, 127,82, 127,05 (CsHg), 86,75 (OCPhs),
71,73, 71,60, 69,56 (CH, OCH,R, CH,0), 62,73 (CH,OCPhs;).

Destritilacion del 1-O-hexadecil-2-0-hexadecanoil-3-O-tritilglicerol (3). Obtencion
del 1-O-hexadecil-2-0-hexadecanoilglicerol (4) y del 1-O-hexadecil-3-0O-
hexadecanoilglicerol (5).

Se probaron varios métodos de destritilacién con el objeto de minimizar la
migracién intramolecular. Los mejores resultados se obtuvieron tratando el compuesto
tritilado 3 con una solucién de icido trifluoroacético (TFA):tolueno (1:6) durante 5
minutos a 0°C.

La solucién se diluy6 luego con tolueno y se realizaron sucesivas evaporaciones

a presién reducida con agregados de tolueno hasta eliminar el 4cido presente.
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La destritilacién se confirmé por TLC en el solvente D. Luego de 5 minutos no
se observd material de partida y se detectaron dos manchas con Rf=0,5 (la mayoritaria)
y Rf=0,63 (la minoritaria) correspondientes a los 2-O y 3-O acil derivados
respectivamente. El dltimo, probablemente formado en este paso de destritilacién. La
relacion entre ambos se establecié por CGL. Una vez purificados por cromatografia en
columna se caracterizaron por sus espectros de 'H-RMN y "*C-RMN. La purificacién
en columna se realizé en un cuarto frio y los solventes de elucién utilizados fueron:
tolueno:acetato de ctilo (49:1) y (95:5).

El compuesto 4 presenté los siguientes Rf y poder rotatorio: Rf = 0,1 (solvente
J) y 0,5 (solvente D); [a]2°D - 1,2° (c,1;CHCl,). Este dato de poder rotatorio coincide
con el informado en la literatura (Ogawa & Horisaki, 1983).

Datos de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (se omiten los H y C
de la cadena alquilica):

Compuesto 4: 'H RMN (CDCly): § 5,04-4,95 (m, 1H, -CHOCO-), 3,81 (d, J=4,5 Hz,
2H, -CH-CH,0R), 3,65 (dd, J=10,6 Hz, J=4,8 Hz, 1H, CH,-OCH,-), 3,58 (dd, J=10,6
Hz, J=5,1 Hz, 1H, CH,-OCH,-), 3,45 (t, J=6,6 Hz, 2H, OCH,-CH,), 2,35 (t, J=7,35 Hz,
2H, -CH,-COO-).

13C RMN (CDCl,): § 173,70 (C=0), 72,88, 71,93, 70,00 (CH, OCH,-R, CH,0), 63,03
(CH,OH).

Compuesto 5: 'H RMN (CDCly): § 4,21 (dd, J=11,5Hz, J=4,8Hz, 1H, -CH-CH,0CO-),
4,12 (dd, J=11,5 Hz, J=5,0 Hz, 1H, -CH-CH,0CO-), 4,07-3,95 (m, 1H, -CHOH-),
3,55-3,38 (m, 4H, -CH,-OCH,).

13C RMN (CDCl): § 174,00 (C=0), 71,80, 71,42, 68,93 (CH, OCH,R, CH,0), 65,44
(CH,0OCO).
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Cuantificacion de alquilacilgliceroles.
La cuantificacién de los AAG se realiz6 utilizando 5-ot-colestano como estandar
interno. Alicuotas de los productos de reaccién se llevaron a seco bajo una corriente de

nitrégeno, se trimetilsililaron y se analizaron por CGL utilizando las condiciones Aii.
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RESUMEN

El anclaje de proteinas a la membrana a través de un glicosilfosfatidilinositol
(GPI) es muy utilizado por los parasitos protozoarios y cn particular es muy frecucnte
en Trypanosoma cruzi.

Muchas de las glicoprotcinas ancladas por GPI estan involucradas ¢n procesos
de diferenciacidn celular, en el reconocimiento cé¢lula-huésped y también participarian
en procesos de adhesion y penetracion celular. Este hecho, sugiere que la inhibicién del
anclajc de estas glicoproteinas a la membrana del parasito es una alternativa atractiva
para la quimioteraptia de la enfermedad de Chagas.

Una manera de inhibir el anclaje es interfiriendo la biosintesis de las
anclas GPI. Es necesario, por lo tanto, conocer los caminos biosintéticos y las
estructuras de estas anclas y de sus precursores, con el fin de encontrar posibles
diferencias entre el parasito y el huésped. Como una contribucidn en esta dircccion, en
este trabajo de tesis se realizd un estudio estructural de las distintas especies
moleculares de inositolfosfolipidos (IPLs) disponibles para la construccion de las
anclas GPIL.

Los IPLs extraidos con cloroformo:metanol (2:1) y (1:1) de células
epimastigotes de 7. cruzi, incorporadas metabdlicamente con [*H]-palmitico, se
aislaron por cromatografia en columna de intcrcambio anidnico en la fraccion de
lipidos acidos. Por cromatografia en columna de acido silicico de esta fraccion se
obtuvieron dos componentes denominados Frl y Fr2.

La estructura general de los 1PLs se confirmé mediante el tratamiento
enzimatico con fosfatiditinositol fosfolipasa C (PI-PLC) de Bacillus thuringiensis. Los
lipidos liberados de esta forma se analizaron por cromatografia en capa delgada de
silica y de fase reversa y posterior fluorografia. Para confirmar los resultados obtenidos
se rcalizaron hidrolisis acidas y alcalinas y se analizaron los productos de reaccion

formados.
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En el caso de muestras no radioactivas, los lipidos se analizaron por
cromatografia gaseosa (CGL) y cromatografia gaseosa — espectrometria de masa
(CGL-EM).

Los componentes de Frl se caracterizaron como glicerofosfoinositoles (PIs) con
dos tipos de glicerolipidos, diacilglicerol (DAG) y alquilacilglicerol (AAG). En las
muestras no radioactivas, los acidos grasos se analizaron por CGL luego de la
saponificacion de los lipidos. En ambos glicerolipidos se detectaron acido oleico (Cg.)
y linoleico (Ci3.) y en el AAG también se detcctd 1-O-hexadecilglicerol como tdnico
alquilglicerol.

Los componentes de Fr2, en cambio, se identificaron como
inositolfosfoceramidas (IPCs). Por CGL-EM se caracterizaron 4 ceramidas distintas,
palmitoilesfingosina, palmitoildihidroesfingosina, estearoilesfingosina y cstearoildi-
hidroesfingosina. Los espectros de masa fueron comparables con los publicados
anteriormente (Samuelsson & Samuclsson, 1969).

En el analisis por RP-TLC de las [PCs marcadas radioactivamente también sc
detectaron las mismas ccramidas, aunque en distinta proporcidon. La metanodlisis dcida
de Fr2 dio como productos de reaccidén dihidroesfingosina como base mayoritaria y
una menor cantidad de esfingosina.

Para ambos compuestos se identifico inositol en la fase acuosa remanente luego
del tratamiento con PI-PLC.

En este trabajo se demostrd que el T. cruzi sintetiza preponderantemente IPC a
partir de [’H]-palmitico siendo la palmitoildihidroesfingosina la especie mayoritaria.
En la muestra fria sc encontro, por el contrario, mayor proporcion de la base
insaturada, lo que indicaria quc el parasito incorpora lipidos del medio. El hecho de
que [*H]-palmitico se incorpora en esfingosina y en dihidroesfingosina indica que, por
lo menos en parte, las cadenas de bases largas son biosintetizadas por el parasito. En
las IPC analizadas no se detectd el acido graso de C,4,, €ncontrado en la ceramida
componente del LPPG, por lo cual este debe ser introducido en una etapa posterior de

la biosintesis.
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En estc trabajo de tesis se analizaron los distintos lipidos extraidos de células de
T. cruzi en las diferentes etapas de diferenciacidn de trypomastigotes a amastigotes y a
epimastigotes, con el fin de poder correlacionar posibles diferencias encontradas, con
la infectividad y la habilidad para invadir tas células huésped.

Para csto, células trypomastigotes incubadas 0, 24, 48 y 72 horas en medio de
diferenciacion y células epimastigotes se incorporaron metabolicamente con acido
[*H]-palmitico, se extrajeron con cloroformo:metanol y los extractos se analizaron por
TLC en distintos solventes para caracterizar los lipidos encontrados en mayor
proporcion.

Los acidos grasos detectados se analizaron como ésteres metilicos por
cromatografia en fase reversa e hidrogenacion y se identificaron como acido palmitico
(Ci6:0), palmitoleico (Cyg.1) y estedrico (Cis,0). En amastigotes y epimastigotes el acido
[*H]-palmitico utilizado como precursor fue principalmente elongado a acido estearico
y una menor proporcion fue desaturado para dar palmitoleico indicando que estas
formas celularcs tienen las enzimas necesarias para realizar ambas funciones.

Entre los lipidos encontrados, las ccramidas son mas abundantes en células
obtenidas después de 24 horas de diferenciacion, disminuyendo hacia las 72 horas.
Esto coincide con la disminucion en el porcentaje de amastigotes. Palmitoildihidro-
esfingosina represent6 mas del 90% de la ccramida libre.

Se encontraron también glicerolipidos (hexadecilglicerol y hexadccilpalmitoil-
glicerol) pero en mucha menor proporcion.

En amastigotes se analizaron los IPLs. La relacion PI a IPC fue de 1 a 9. Al
igual que la ceramida libre, la IPC esté constituida por palmitoildihidroesfingosina y su
cantidad disminuye durante la diferenciacion de amastigotes a epimastigotes.

También se analiz6 la porcion lipidica del ancla de la glicoproteina Ssp-4. Esta
es la glicoproteina mayoritaria de células amastigotes de 7. cruzi y es un antigeno de
superficie especifico de este estadio de diferenciacion. Se encuentra anclada a la
membrana a través de un GPI y es liberada progresivamente durante la diferenciacion

de amastigotes a epimastigotes. Esta liberacion ocurre por accion de una PI-PLC
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enddégena (Andrews ef al., 1988) que cliva el ancla generando en la superficie celular
un lipido que pucde actuar como scgundo mensajero.

El lipido de la Ssp-4 se obtuvo por tratamiento de un inmunoprecipitado de esta
glicoproteina con PI-PLC dec Bacillus thuringiensis y se identific6 como ceramida, la
palmitoildihidrocsfingosina. Este resultado y el aumento en el nivel de ceramida libre
que acompaiia la diferenciacién a amastigotes abren la posibilidad de que la ceramida
juegue algun rol en la diferenciacion y proliferacion celular en T. cruzi como se sugirié
previamente para mamiferos (Olivera e al, 1992).

Es intercsante remarcar, que las protcinas que son activamente liberadas al
medio, estan ancladas a la membrana por ceramida.

La biosintesis de GPI fue ampliamente estudiada en T. brucei, en células de
mamifero y en levaduras (Stevens, 1995; Ferguson, 1999; Ferguson et al., 1999), pero
son muy pocos los estudios realizados en Trypanosoma cruzi (Heise et al., 1996). En
este parasito donde sc han encontrado muchas anclas con ceramida, resulta interesante
analizar en cual etapa de la biosintesis €sta es introducida.

Como parte de los estudios de biosintesis realizados, se analiz6 la accion de
distintas enzimas de membrana sobre los IPLs radioactivos aislados y caracterizados
previamente.

Para los cstudios de biosintesis se utilizd un sistema de membranas preparado
por lisis hipotdnica de células epimastigotes de T. cruzi. Estas membranas se incubaron
a distintos tiempos con los Pl y las IPC. El anélisis de los lipidos extraidos luego de la
incubacion permitid demostrar la asociacion a membrana de por lo menos cinco
actividades enzimaticas.

Una fosfolipasa A, y una fosfolipasa A, que liberan acido graso de los PI
generando los /iso-Pl. Una aciltransferasa responsable de la acilacion, con acido graso
frio enddgeno, dec los monoacil y monoalquilglicerolipidos formados. También se
detectaron dos actividades de fosfolipasa C, una quc hidroliza las IPC liberando

ceramida y la otra hidroliza los PI liberando los glicerolipidos correspondientes.
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La actividad de fosfolipasa C fue inhibida por el 4cido p-cloromercuri-
fenilsulfonico de acuerdo a lo publicado para otras PI-PLCs. También se observd una
inositolfosfoceramida-acido graso hidrolasa que libera ¢l acido graso de las IPC
radiaoctivas.

Estas actividades enzimaticas podrian estar actuando en reacciones de

remodelacion en las anclas de glicoproteinas de T. cruzi.

Por otra parte s¢ incubaron las membranas con UDP-[’H]GIcNAc con el fin de
estudiar la primera etapa de la biosintesis de los GPI, es decir, la adicion de GIcNH, a
los IPLs. Los lipidos extraidos con butanol se purificaron por TLC.

Por tratamiento con PI-PLC bacteriana de los productos formados por
incorporacion de GlcNH,; en los precursores endogenos, presentes en las membranas,
se identificaron trcs precursores de anclas GPI. Estos se caracterizaron como GlcNAc-
Inositol-P-DAG/AAG;  GlcNHj-Inositol-P-AAG  y  P-GlcNH,-1nositol-P-MAG
(P=fosfato), por tratamiento con PLA,, alcali suave, HNO, seguido de reduccién con
NaBH, y fosfatasa alcalina

La incubacion en presencia de vanadato de sodio inhibi6 en gran medida la
sintesis del compucsto con la GlcNH, fosfatada.

Los datos obtenidos nos permiten descartar a la [IPC como aceptora de GlcNH,
para la formacidon de anclas GPI con ceramida, en contraposicion a la hipotesis
postulada por Cardoso de Almeida y col (Heise et al., 1996). La ceramida, de acuerdo a
nuestros resultados, debe introducirse en una etapa posterior del camino biosintético de
los GPI por medio de un remodelamiento lipidico, como se describi6 en S. cerevisiae
(Conzelmann et al., 1992; Sipos et al., 1994, 1997; Reggiori et al., 1997; Reggiori &
Conzelmann, 1998).

Aparentemente la GlcNAc transferasa seria selectiva hacia los PI ya que tanto
AAG como DAG estarian presentes en los precursores.

También se identificaron dos precursores involucrados en la N-glicosilacion de

proteinas: GlcNAc-P-P-dolicol y GlcNAc-GlcNAc-P-P-dolicol. La naturaleza de cstos
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precursores s¢ pudo confirmar utilizando membranas previamente tratadas con
tunicamicina.

Los testigos de alquilacilgliceroles utilizados en este trabajo de tesis se
sintetizaron por dos métodos distintos; un método enzimatico y uno quimico. En el
método enzimatico se utilizaron lipasas para monoacilar el 1-O-hexadecilglicerol en
distintos solventes organicos y a distintas temperaturas. Por este método se obtienen en
un unico paso los dos isomcros, el 2-O-acil y el 3-O-acil derivado, con un alto
rendimiento total.

En el método quimico se protege sclectivamente el alcohol primario del 1-O-
hexadccilglicerol por tritilacion con cloruro de tritilo. Este derivado sc acila con acido
palmitico en presencia de DCC y 4-DMAP y por ultimo se desprotege con TFA cn
tolueno (1:6) a 0°C. Este método permite obtener, con un buen rendimiento, una mayor

proporcidn del isomero natural 2-O-acilado, aunque en un mayor nimero de pasos.

Parte de este trabajo de tesis ha contribuido a las siguientes publicaciones:

o “Structural analysis of inositolphospholipids from Trypanosoma cruzi epimastigote
forms”. Bertello, L.E., Gongalves, M. F., Colli, W. & Lederkremer, R.M. (1995) Biochem.
J., 310, 255-261.

a “Developmentally rcgulated expression of ceramide in Trypanosoma cruzi” Bertello, L.E.,
Andrews, N. & Lederkremer, R. M. (1996) Mol. and Biochem. Parasitol., 79, 143-151.

o “Lipase-catalyzed monoesterification of 1-O-hexadecylglycerol in organic solvents”
Bertcllo, L. E., Salto, M. L. & Ledcrkremer, R. M. (1997) Lipids, 32, 907-911.

a “Evidencc for phospholipases from Trypanosoma cruzi active on phosphatidylinositol and
inositolphosphoccramide” Bertello, L. E., Alves, M. J. M., Colli, W. & Lederkremer, R.
M. (2000) Biochem. J., 345, 77-84.
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