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Inositolfosfolípidos libres y como anclas de glicoproteínas en Trypanosoma
cruzi. Estructura y biosíntesis.

En este trabajo se presenta un análisis detallado de los inositolfosfolípidos
(IPLs) de células epimastigotes de T. cruzi y de la variación de lípidos libres durante el
proceso de diferenciación celular de trypomastigotes a amastigotes y a epimastigotes.
Los IPLs están formados por dos componentes que se caracterizaron como
fosfatidilinositol (PI) e inositolfosfoceramida (IPC). El PI está constituido por
diacilglicerol y 1-0-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 enzimático y otro químico.

Durante la diferenciación de trypomastigotes a amastigotes hay un aumento de
la ceramida libre, principalmente palmitoildihidroesfingosina, que coincide con la
liberación progresiva de la glicoproteína Ssp-4, antígeno de superficie específico de
células amastigotes, que se encuentra anclado por GPI. La porción lipídica del ancla de
esta glicoproteína se identificó como la palmitoildihidroesfingosina; lo que abre la
posibilidad de que la ceramida juegue algún rol en la diferenciación celular.

Se determinó la presencia en membranas de T. cruzi de fosfolipasas A¡, A2, C y
de aciltransferasas.

También se estudió el primer paso de la biosíntesis de las anclas GPI, es decir,
la incorporación de GlcNI-l2a partir de UDP-[3H1-GlcNAc y se descartó a la IPC como
aceptora de GlcNHz para la formación de anclas con ceramida. Este resultado indicaría
que las fosfolipasas identificadas estarían involucradas en procesos de remodelación
de los lípidos de los GIPLs que son utilizados para la construcción de anclas GPI.

Este trabajo contribuye al conocimiento de las estructuras y del camino
biosíntético de los GPI de T. cruzi que anclan, a la membrana, glicoproteínas
involucradas en procesos de diferenciación, reconocimiento y penetración celular. La
inhibición del anclaje de estas glicoproteínas a la membrana constituye una alternativa
atractiva como quimioterapia contra la enfermedad de Chagas.

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



r r 'r" , 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 l-O-alkyl-Z­
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 Al, A2, C and acyltransferases in T. cruzi membranes
was ascertained. The two latter activities were also proved on IPC.

The incorporation of Glch-lz from UDP-[3H]-GlcNAc, the first step of the GPI
anchor biosynthesis, was also studied. The possibility of IPC acting as acceptor of GlcNHz 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



TR YPANOSOMA CRUZI

Trypanosoma cruzí, 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 región, debido a

que la amplia distribución del insecto vector y su relativa resistencia a los insecticidas

más comunes, favorecen su supervivencia. A ello se suman las condiciones de pobreza,

la falta de agentes inmunoprofilácticos y de tratamientos efectivos que logren la cura

de la enfermedad.

El insecto vector es un insecto hematófago perteneciente a la familia Reduviidae

y a la sub-familia Triatominae. Las especies más involucradas en la transmisión del T.

cruzi son Tríatoma infestans, Rhodm'usprolixus y Panstrongylus megistus.



Trypanosoma cruzi Introducción 2

TAXONOMIA

Trypanosoma cruzi, pertenece a uno de los grupos de organismos más primitivos y

especializados del reino animal. En el Esquema l se muestra la clasificación taxonómica más

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

Reino Protista

Sub-reino Protozoa

Phylum Apicomplexa Sarcomastigofora MicrLspora Cillofora

Sub-phylum Opalilnata Mastilgofora Sarclodina

Clase Fítomastigofora Zoomastigofora

Orden Kinetonlastida

Sub-orden Bodonina Trypanosomatina

Familia Trypanosomatidae

Género Crithidae Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Phytomonas Leishmanía

Rhyncho :domong Trypanosoma Endotrypanum

Esquema 1 —Clasificación taxonómica del Trypanosoma cruzi.



Trypanosoma cruzi Introducción 3

ESTADIOS DE DIFERENCIACION Y CICLO DE VIDA

El T. cruzí es un parásito protozoario cuyo ciclo de vida alterna entre huéspedes

vertebrados e invertebrados. Presenta tres estadíos principales de diferenciación:

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

estructuras características del orden kinetoplástido: el kinetoplasto, el cuerpo basal y el

flagelo. La posición del flagelo en relación con el kinetoplasto y el punto por el cual

emerge de la ce'lula es la característica morfológica utilizada como base para la

clasificación de los distintos estadios.

Amastigotes: Son células esféricas de 2,4-6,5 pm de diámetro. Presentan un flagelo

muy corto y representan la forma divisible en el citoplasma de la célula del huésped

mamífero (Colli, 1979).

Epimastigotes: Presenta el kinetoplasto anterior al núcleo y la base del flagelo

próxima al kinetoplasto. Representan la forma divisible dentro del lumen del

intestino medio del insecto vector donde se multiplica por fisión binaria. Miden

aproximadamente 20-40 pm de largo y poseen gran movilidad (Colli, 1979).

Trypomastigotes (formas metacíclicas y sanguíneas): Posee el kinetoplasto

posterior al núcleo, y el flagelo, que también sale de la parte posterior al núcleo,

acompaña al cuerpo del parásito con una membrana ondulante que lo envuelve.

Aparece en el lumen del recto del insecto vector y en la sangre del mamífero. Estas

formas móviles, no pueden dividirse, son invasivas y están dotadas de un

mecanismo aún no conocido de penetración celular y de resistencia contra los

mecanismos de defensa de lisosomas y citoplásmicos. Miden de ll a 30 pm de

largo.



Trypanosoma cruzi Introducción 4

En la Figura l se puede observar un esquema del ciclo de vida del T. cruzi. La

infección se inicia en los mamíferos 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 parásito), en la proximidad de la

picadura. El escozor producido incita al rascado y de esta forma el parásito penetra a

través de las lesiones que así se generan y llega a la circulación sanguínea. En el

huésped vertebrado el T. cruzz'es un patógeno 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 formación de una vacuola

unida a la membrana iniciando el ciclo intracelular que dura entre 4-5 días. Pueden

penetrar en células fagocitarias (macrófagos) y en células de otros tejidos como

fibroblastos, células musculares y epiteliales. La primera organela del parásito 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 invasión y una vez alcanzado el citoplasma los trypomatigotes se

diferencian en amastigotes. Estos luego de un período de aproximadamente 20 h

comienzan su división por fisión binaria. Luego de varias generaciones, 24 horas antes

de que el parásito escape de la célula, las fonnas amastigote se diferencian a

trypomastigotes, la célula huésped se rompe y los parásitos son liberados a la

circulación sanguínea donde pueden infectar otras células (Colli, 1979; Burleigh &

Andrews, 1995). El ciclo se cierra al alimentarse el insecto vector con sangre infectada.

Los trypomastigotes sanguíneos ingeridos se diferencian a epimastigotes en el intestino

medio. Estas células se multiplican y para el tercer o cuarto día aparecen en el recto. Al

quinto día 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
metacíclicos invaden las células del huésped vertebrado, (2) luego se escapan de la
vacuola y se transforman en amastígotes. (3) Estos se replican en el citoplasma y (4) se
diferencian a trypomastigotes sanguíneos, (5) que son liberados por ruptura de la célula
huésped. Un subciclo alternativo puede tener lugar en el vertebrado cuando los
amastígotes, ya sea, (4a, Sa) provenientes de una ruptura prematura de la célula
huésped o (la) por diferenciación extracelular de trypomastigotes, (Za) son ingeridos
por los macrófagos, 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 transformación 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 incubación en ausencia de células se

empiezan a detectar progresivamente formas más anchas. Los cambios se completan a

las 24-48 h de incubación extracelular cuando aparece una población homogénea de

amastigotes. En la superficie de estos parásitos se han identificado cuatro antígenos

diferentes, denominados Ssp-l a Ssp-4 (Andrews et aL, l987).

Los trypomastigotes intracelulares y el 90% de los trypomastigotes alargados

recién liberados de la célula presentan el antígeno Ssp-l. Este antígeno desaparece

progresivamente de la superficie celular. A las 2 h una gran proporción de este

antígeno es liberado y puede inmunoprecipitarse del sobrenadante de incubación y

luego de 12 h de incubación extracelular ya no es detectable.

También se detectó en los trypomastigotes intracelulares y en un 60% de los

parásitos recién liberados la glicoproteína Ssp-Z. A medida que los trypomastigotes se

van diferenciando disminuye la cantidad de células que expresan el antígeno Ssp-2, que

ya no es detectable luego de 24 a 48 h de incubación extracelular.

El antígeno Ssp-3 se detectó principalmente en los trypomastigotes más anchos

y en formas intermedias. A diferencia de lo que ocurre con Ssp-l y Ssp-2, hay un

aumento en la expresión de este antígeno entre las 0-6 h de diferenciación extracelular.

El porcentaje de células positivas disminuye entre las 12-24 h y luego de las 48 h,

cuando sólo hay amastigotes presentes, Ssp-3 deja de ser detectable en la superficie

celular.

Si se efectúa una incubación extracelular a 37°C, se observa que una gran

proporción de los parásitos presenta el antígeno Ssp-4 en paralelo con su

transformación a amastigotes. Luego de 48 h todos los parásitos son redondeados y

expresan esta glicoproteína. Esto indica que Ssp-4 es un antígeno específico de los
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amastigotes. El Ssp-4 se detectó en parásitos intracelulares unas horas después de

infectar las células con trypomastigotes de cultivo celular. A las 96-100 h el Ssp-4 fue

sólo detectado débilmente en escaso número de las células infectadas mientras que

Ssp-l, Ssp-2 y Ssp-3 estaban presentes en los parásitos con morfología de

trypomastigotes (Andrews et aL, 1987).

DIVERSIDAD BIOLOGICA ENTRE CEPAS DE T. CRUZ]

El término cepa se aplica a una dada población de parásitos aislada de un

huésped mamífero 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, duración del ciclo celular,

isoenzimas y constitución antigénica (Brener, 1980). Las cepas Y y CL, por ejemplo,

difieren en la mayoría de estos parámetros por lo que son consideradas cepas ‘polares’

(Brener, 1977). Los trypomastigotes de la cepa Y son más infectivos y presentan una

mayor velocidad de replicación que los de la cepa CL.

INVASION A LA CELULA HUESPED

Una característica del T. cruzí es su capacidad para invadir una gran variedad de

células vertebradas. Los epimastigotes no infectan al mamífero ya que no tienen

capacidad de penetrar las células, excepto a los macrófagos, que los ingieren y

destruyen. Estos fagocitan los parásitos, la vacuola fagocitaria se fusiona con los

lisosomas y los epimastigotes son destruidos rápidamente dentro de los fagolisosomas

mientras que los trypomastigotes escapan y se diferencian en el citoplasma (Mílder &

Kloetzcl, 1980; Nogueira & Cohn, 1976). Los amastigotes también son internalizados
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por los macrófagos dentro de los cuales escapan del fagolisosoma y se replican con

normalidad en el citoplasma (Ley et al., 1988). Así se inicia un modo de propagación

alternativo, que puede ser significativo para la supervivencia del parásito en presencia

de una respuesta citotóxica, donde la lisis de las células infectadas llevaría a la

liberación de amastigotes intracelulares viables (Burleigh & Andrews, 1995).

Dado que ambos, epimastigotes y trypomastigotes, se unen a la célula del

mamífero, pero sólo los últimos la penetran, es posible que las estructuras responsables

de la adhesión e interiorización scan distintas (Andrews & Colli, 1982).

Adhesión a la célula huésped

La invasión celular involucra una interacción entre componentes

complementarios en la célula huésped y la superficie del parásito.

Si se considera que la superficie de las membranas de la célula huésped y la de

los trypomastigotes son las primeras organelas que interactúan, hay que tener en cuenta

las diferencias y similitudes de estas membranas entre los distintos estadíos. In vitro se

han encontrado diferencias en los índices de infección dependiendo de la línea celular y

de la cepa de T. cruzi utilizada. Esto sugiere que la interacción entre el parásito y la

célula huésped es dependiente de las características biológicas particulares de ambas

células interactuantes.

La unión del parásito a la célula de mamífero es sensible a inhibidores de la

fosforilación oxidativa lo que sugiere que este es un proceso dependiente de la energía.

Las Bl-integrinas forman parte de una familia de proteínas que unen la matriz

extracelular al citoesqueleto cortical, y serían los receptores para la unión del T. cruzi,

ya que anticuerpos específicos contra éstas, tienen un efecto inhibitorio significativo en

la invasión (Fernández et al., 1993). Dado que las Bl-integrinas están involucradas en

la transducción de señales (Hynes, 1992) son buenas candidatas para mediar los

cambios celulares que acompañan la invasión del T. cruzi.

Utilizando líneas celulares mutantes deficientes en ácido siálico de superficie,

resistentes a la invasión, se demostró que el ácido siálico del huésped está involucrado
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en la infección (Schenkman et al.,l993a; Ming et al., 1993). La invasión en estas

células mutantes puede restablecerse re-sialilando con la trans-sialidasa de T. cruzí en

presencia de un donor de ácido siálico. El reconocimiento de otros azúcares también

tendría un rol en la unión del parásito.

El hecho de que el T. cruzi puede invadir muy distintos tipos de células in vitro

sugiere que su heterogeneidad de glicoproteínas de superficie le imparte la habilidad

para unirse a muy diferentes receptores específicos. Podría interactuar con varias

moléculas distintas pero con similares características bioquímicas. El tipo de

interacción ligando-receptor podría variar en los distintos tipos celulares.

Interiorización delparásito en la célula huésped

Estudios ultraestructurales han clarificado el mecanismo de invasión del T. cruzi

a células no-fagocíticas. Este mecanismo involucra la formación, alrededor del

trypomastigote, de una vacuola fuertemente unida a la membrana. En principio se creía

que esta vacuola se originaba dc la membrana plasmática de la célula huésped. A través

de micrografias electrónicas se observó a los trypomastigotes entrando en las células

sin formación de pseudópodos ni cualquier otra alteración de la membrana plasmática

del huéSped (Schenkman et al., l988a), características clásicas de la fagocitosis. La

citocalasina D, inhibidor de la fagocitosis, no evitó sino que aumentó 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 intemalización se origine a partir de organelas internas.

En las primeras etapas del proceso de invasión se detectó una asociación inusual

de los lisosomas de la célula huésped con los trypomastigotes. Utilizando distintos

métodos se demostró que los lisosomas se agrupaban muy cerca de la membrana en la

región de contacto con los trypomastigotes. Por otra parte, pudieron detectarse

marcadores lisosomales en vacuolas parcialmente formadas rodeando al parásito, lo

cual sugirió, que la fusión gradual de lisosomas provee la membrana requerida para la

formación de la vacuola (Tardieux et al., 1992).
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El primer factor que asegura la continuidad del ciclo biológico del T. cruzi es su

efectividad para penetrar las células. La penetración 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 transducción de señales. Varios investigadores observaron que para la

fusión de los lisosomas con la membrana plasmática y la invasión se requiere un

aumento en el Ca2+citosólico de la célula huésped (Tardieux et aL, 1994; Moreno et

al., 1994). Este efecto se debería a factores solubles del trypomastigote que también

provocarían la hidrólisis de fosfoinosítidos, y a señales inducidas por el contacto con la

célula huésped. Estas señales disparadas en la célula huésped y en el T. cruzi durante

las primeras interacciones parásito-huésped serían la clave reguladora del proceso de

invasión (Burleigh & Andrews, 1998).

Dado que la entrada del parásito a la célula involucra un proceso de contacto, de

reconocimiento, de unión y de interiorización, los componentes de la superficie celular

deben estar involucrados en estos procesos.

La infección 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 concentración de componentes de superficie que

actúan como receptores para la interiorización del T. cruzí.

Células Vero y macrófagos tratados con tripsina y quimotripsina fueron menos

susceptibles a la infección 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 infección, mostraron una inhibición del 60-70% en la interiorización del parásito

(Piras et aL, 1983). En macrófagos de ratón y mioblastos de rata tratados con o.­

manosidasa se observó una disminución significativa de la adhesión e interiorización

de los trypomastigotes (Villalta & Kierszenbaum,l983). Esto sugiere que las

glicoproteínas y/o glicolípidos de superficie de la célula huésped son necesarios para la

unión y la invasión y que el mantenimiento de la arquitectura de la membrana
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plasmática juega un rol importante en la intemalización del parásito (Zingales & Colli,

1985).

Por otra parte la remoción de moléculas de superficie del parásito provocó una

drástica reducción de la capacidad invasiva (Andrews et al., 1984) y varios de los

anticuerpos monoclonales dirigidos contra la superficie celular del parásito inhiben la

invasión (Alves et al., 1986; Ramirez et al., 1993).

Por otra parte la falta de especificidad del parásito en cuanto a su capacidad de

invadir distintos tipos celulares, implica que probablemente la interacción dependa más

de las propiedades de la superficie celular del parásito, que de la presencia de

estructuras específicas del huésped, a menos que esas estructuras sean ubicuas.



INTRODUCCION

CAPITULO 2
Glicosiü'osfatidilinositolescomo anclas de proteínas de membrana.

Estructura y biosíntesis
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GLICOSILFOSFATIDILINOSITOLES COMO ANCLAS DE PROTEINAS DE

MEMBRANA. ESTRUCTURA Y BIOSINTESIS

ANCLAJE DE PROTEINAS A LA MEMBRANA

Muchas proteínas están unidas a la membrana por interacciones hidrofóbicas entre

el interior de la bicapa lipídíca y una secuencia de aminoácidos hidrofóbicos (Capaldi,

1982). Estas fuerzas no sólo son importantes para unir estas proteínas a la membrana,

sino también para permitir que la proteína adopte su conformación y orientación correcta

para llevar a cabo su función. Pero existen otras formas de anclaje de proteínas de

superficie.

En la Figura 2 hay un resumen de los distintos tipos de interacciones entre las

proteínas y la bicapa lipídíca de la membrana celular. En algunos casos una gran

proporción de la proteína se encuentra enterrada en la membrana (a), mientras que en

otros casos, sólo hay una secuencia corta de aminoácidos hidrofóbicos y grandes

dominios hidrofílicos a uno o ambos lados de la membrana celular.

En ocasiones, este polipéptido hidrofóbico atraviesa la membrana (b); en otras,

con una única región hidrofilica esta secuencia polipeptídica hidrofóbica está localizada

en el extremo COOH- o -NH2 de la proteína y no necesariamente atraviesa la membrana,

pudiendo asumir una orientación relativamente variable (c).

También se ha observado que muchas proteínas tienen un lípido unido en forma

covalente. Por ejemplo, un ácido graso puede estar acilando el amino terminal o un

residuo de cisteína con la formación 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 cisteína (Glomset et al., ¡990, Deschenes et al., 1990, Maltese, 1990)

(d,e).

En los últimos años se ha descripto un nuevo tipo de anclaje de proteínas a través

de un glicosilfosfatidilinositol (GPI) (f). La diversidad de proteínas a las cuales está

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

Figura 2 —Anclaje de proteínas a la membrana.

Los primeros indicios de que el fosfatidilínositol (PI) estaba involucrado en la

unión de las proteínas a la membrana lipídica, se obtuvieron al observarse que la

fosfatasa alcalina de tejidos de mamífero podía ser liberada de la membrana por

tratamiento con fosfolipasa C de Bacillus cereus, parcialmente purificada, que

aparentemente tenía cierta especificidad por Pl (Slein & Logan, 1965). Esto se

confimió posteriormente utilizando fosfolipasa C específica para PI (PI-PLC),

purificada de varias especies bacterianas (Ikezawa, et al., 1976; Low & Finean, l977a,

l977b; Taguchi et al., 1980).

Los estudios realizados sobre la acetilcolinesterasa (AChE) de .Torpea’o

demostraron que el efecto liberador de estas enzimas era causado por la degradación de

una molécula de PI unida covalentementc al sitio de unión a membrana de la proteína

(Futerman et al., l985a).
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La determinación de la hidrofobicidad de la fosfatasa alcalina y la AChE, entre

otras proteínas, indicó que el tratamiento con PI-PLC removía el dominio hidrofóbico

de anclaje. Este dominio hidrofóbico estaba fuertemente asociado a la proteína ya que

la sensibilidad a la PI-PLC era retenida durante la solubilización con butanol o

detergentes.

Estas proteínas, por otra parte, no se re-asociaban a la membrana una vez

hidrolizadas con Pl-PLC y no podían ser liberadas de la membrana por variación del

ambiente iónico.

Estas observaciones confirmaron que la interacción entre PI y la proteína es

irreversible y de carácter no-iónico y llevaron a la conclusión de que estas proteínas

están ancladas a la membrana a través de una interacción covalente con la cabeza polar

del GPI (Low & Zilversmit, 1980; Futerman et al., 1985). Sin embargo, en ausencia de

evidencias químicas directas esta propuesta fue ignorada por mucho tiempo.

La primera evidencia química de una unión covalente entre un fosfolípido y una

proteína surgió del trabajo con el antígeno de rata Thy-l que desarrolló el grupo de

Williams, quienes encontraron cantidades estequiométricas de etanolamina (EtN) y

ácido graso unido al fragmento proteolítico C-terminal (Campbell et al., 1981).

Posteriormente Holder demostró que la EtN está unida en forma de amida al

aminoácido C-terminal de la glicoproteína variable de superficie (VSG) de T. bruceí y

que está asociada a un glicano (Holder & Cross, 1981; Holder, 1983).

l-lasta ese momento la VSG de T. brucei se había aislado en forma soluble

(sVSG) sin evidencia de un sitio de inserción hidrofóbico a la membrana que diera

cuenta de su asociación estable con ella. Cardoso de Almeida y Turner en 1983

aislaron por primera vez la VSG unida a membrana (le SG). Esto sugirió que el ancla

de la VSG era de naturaleza lipídica. Análisis químicos posteriores confirmaron esta

hipótesis (Ferguson & Cross, 1984; Ferguson et al., l985a) y se elucidó una estructura

parcial a la que se le asignó el término glicosilfosfatidílinositol (GPI) (Ferguson et al.,

l985b).
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Al mismo tiempo también se determinó la asociación covalente de componentes

GPl con otras proteínas, AChE de Torpedo (Futerrnan et a1., 1985b), Thy-l (Tse et a1.,

1985) y AChE de eritrocitos (Roberts & Rosenberry, 1985).

PROTEINAS QUE UTILIZAN UN GPI COMO ANCLA A LA MEMBRANA

La Tabla l muestra algunas de las proteínas que se encuentran ancladas

covalentemente a través de un GPI. Como se puede observar este tipo de anclaje está

ampliamente distribuido entre diversos organismos eucariotes, desde mamíferos,

insectos, protozoarios, levaduras y plantas.

Las proteínas ancladas de esta forma son funcionalmente diversas, e incluyen

enzimas hidrolíticas encontradas en varios tipos de tejido, proteínas involucradas en

interacciones célula-célula, en la regulación del complemento, en la protección e

invasión de parásitos y antígenos y moléculas de adhesión.

Excepto algunas proteínas de gránulos secretorios pancreático y adrenal

(Fouchier et al, 1988; LeBel & Beattie, 1988), todas las proteínas 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 l —Proteínas con un ancla glicosilfosfatidilinositol.

I Proteína Fuente

l Enzimas hidrolíticas
Fosfatasa alcalina
5’-nucleotidasa
Acetilcolinesterasa

Fosfodiesterasa alcalina I
proteinasa gp63
Dipeptidasa
proteinasa p76
Lipasa lipoproteica

tejido mamífero, Schístosoma
tejido mamífero
Torpedo órgano eléctrico, cerebro de insecto
y células sanguíneas de mamíferos,
Schistosoma
tejido de ratas
Let's/¡manía mayor
riñón de cerdo, pulmón ovino
Plasmodiumfalciparum
3T3-Ll adipocítos

Antígenos de mamíferos

Thy-l
Thy-3
RT-ó
MEM-43
Antígenos carcinoembrionarios

cerebro y linfocitos de mamíferos
linfocitos de ratón
linfocitos de rata
leucocitos y eritrocitos humanos
células tumorales humanas

Antígenos de protozoarios

Ssp-4
lG7
Glicoproteína variable de superficie (VSG)
Prociclina
Antígenos de superficie
Antígeno de 195 kDa
Receptor transferrínico
P30

Trjypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma bruceí
Trypanosoma brucei
Paramecium primaurelia
Plasmodiumfalcíparum
Plasmodíumfalcíparum
Toxoplasma gondií

Interacción célula-célula

LFA-3
Heparán sulfato proteoglicano
Sitio A de contacto
Fl l

células sanguíneas humanas
hepatocitos de ratas
Dictyostelíum díscoideum
cerebro de pollo

Proteína reguladora del complemento

DAF células sanguíneas humanas



Tabla2 -PresenciadeproteínasancladasporGPIenparásitosprotozoarios.

Especie

Proteína

Propiedades

Referencia

Trypanosoma brucei

Glicoproteínavariablede superficie(VSG) Proteínaligadorade transfern'na PARP/prociclina

Proteinadesuperficiedetrypomastigotessanguíneos Proteínadesuperficiedetrypomastigotessanguíneos Proteínadesuperficiedeformasprocíclicas

Fergusonetal.,1988 Schelletal.,1991 Clayton&Mowatt,1989

Trans-sialidasaProteínadesuperficiedeformasprocíclicasEngstieretal.,1992

ProteínadesuperficiedetrypomastigotesLamontetal.,1987;Rossetal.,1987 sanguíneos

T.congolense/T. equiperdum

Glicoproteínavariablede 5t¿pe¿ficie

Andrewsetal.,1988;Bertelloetal.,1996 Schenkmanetal.,l988b;Gutheretal.,

Proteínamayoritariadesup.deamastigotesProteínamayoritariadesup.detrypomasti­

TrypanosomacruziSsp-4

AntígenolG7 Gp50-55 Antígeno10D8 TCNA/SAPA Tc85 FI-160 Ssp-3 Antígeno35/50kDa

gotesmetacíclicos Antígenodeformastrypo/epi/amastigoteAceptordeácidosiálicodeepimastigotesFamiliadesialidasasde120-200kDa GlicoproteínadesuperficiedetrypomastigotesAntigenodelflagelo AceptordeácidosiálicodetrypomastigotesAceptordesiálicodemetacíclicos

1992. Hemandez-Munainetal.,1991 Schenkmanetal.,l993b Pereiraetal.,1991;Pollevicketal.,1991; Schenkmanetal.,1992;Agustíetal1997 Coutoetal.,1993 VanVoorhisetal.,1991 Camargoetal.,1997 AcostaSerranoetal.,1995

Leishmam'asp.

Gp63 Gp42/M2 PSA-2

Proteínamayoritariadesup.depromastigotesProteínadesuperficiedepromastigotesProteínadesuperficiedepromastigotes

Etgesetal.,1986 Lohmanetal.,1990 Murraletal.,1989

Crithídiaasiculata

groteasa

homólogadegp63deLeishmania

Inversoetal.,1993

Herpetomonas samuelpessoaíe

proteasa

homólogadegp63deLeishmania

Schneider&Glaser,1993

Plasmodium
falciparum

MSA-l Prot.ligadoradetransferrinaMSA-2

Proteínamayoritariadesup.demerozoítosProteínadesuperficiedemerozoitosProteínadesuperficiedemerozoítos

Haldaretal.,1985 Haldaretal.,1986 Smytheetal.,1988
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ESTRUCTURA DE GLICOINOSITOLFOSFOLIPIDOS LIBRES (GIPLS) Y COMO

ANCLAS DE PROTEINAS DE MEMBRANA (GPIs)

El primer glicoconjugado con estructura de glicoinositolfosfolípido que se aisló

de un parásito es el llamado lipopéptidofosfoglicano (LPPG). Este glicolípido

mayoritario de la superficie celular de formas epimastigote de T. cruzí, fue purificado

(Lederkremer et al., 1976) y su posterior análisis demostró que tenía un lípido-inositol­

fosfato unido a un glicano (Lederkremer et al., 1978). También se determinó que el

glicano se encuentra sustituido con ácido aminoetilfosfónico (Lederkremer et al., 1985)

y que el lípido es una ceramida (Lederkremer el al., 1978).

En 1985 se determinó que esa estructura de glicoinositolfosfolípido constituía

un nuevo anclaje de glicoproteínas (Ferguson et al., l985b). Así se elucidó la primera

estructura química completa, la del ancla de la VSG de Trypanosoma bruceí (Ferguson

et al., 1988), a la que siguieron la del antígeno Thy-l de cerebro de rata (Homans et al.,

1988) y de la AChE de eritrocitos humanos (Roberts et al., l988a).

La comparación de las primeras estructuras determinadas permitió sugerir que

todas las anclas GPI tienen una región que se conserva, “core”, que puede estar

variablemente sustituida con azúcares y l o 2 etanolaminas fosfato adicionales (Figura

3).
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H

Ó Etanolaminafosfato o Galactosa

. Manosa . Inositol
O Glucosamina O Fosfato

Ü GalNAc

Figura 3 - Conservación y variación estructural de las anclas
glicosilfosfatidilinositol. En color se presenta la estructura conservada.

La proteína está unida al GPI a través del aminoácido C-terminal. Este

aminoácido varía considerablemente dependiendo de la proteína (Low, 19893). El

grupo oc-carboxilo está unido al grupo amino de una fosfoetanolamina formando una

unión amida y el hidroxilo de la etanolamina está unido por una unión fosfodiester a la

posición 6 de una manosa. Este residuo de manosa se encuentra en el extremo no

reductor de un glicano constituído por 3 manosas y glucosamina (Figura 4).

La presencia de GlcNHz en lugar de glucosamina N-acetilada (GlcNAc) es una

característica particular de las anclas GPI y se convirtió en un elemento de diagnóstico

de este tipo de anclas.
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Esta GlcNHz está unida glicosídicamente en configuración oc-a la posición 6 del

myo-inositol en el inositolfosfolípido (IPL) (Ferguson et aL, 1988; Schmitz et al.,

1987). En la Figura 4 se observa la estructura en detalle de las anclas GPI.

NH2—@—C=O\
NH

¿mz

¿H2 ;

(l) l

04:0
A +/- acilación del

I inositol
6

Manal —-2Mana1— 6 II
O—C—(CHz)14CH3

l +/- fosfato de
CHz etanolamína
l extra

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 lípido

con la proteína ha sido conservada a lo largo de la evolución mientras que las

ramificaciones no esenciales para el anclaje son altamente variables.

La secuencia del “core” es:

etanolamina-PO4-6Man(a1-2)Man(a1—6)Man((xl-4)GlcNH2(a1-6)Inositol

El tetrasacárido puede estar sustituido por otros azúcares de una manera

específica para especie o estadío (McConville & Ferguson, 1993).
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Se encontraron como sustituyentes del “core”, manosa, glucosa, galactosa, N­

acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina y ácido siálico. Las cadenas laterales más

elaboradas se encontraron en dos proteínas de T. brucei, la VSG y la proteína ácida

repetitiva de formas prociclicas (PARP). El ancla de la VSG está 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 ácido siálico

(Ferguson et al., 1993). La ramificación con oligosacárido de a-galactosa encontrada

en la VSG de T. bruceí sería única del trypanosoma Africano (Ferguson, 1991). Se

encontró una unidad de (JL-Galsustituyendo la primer manosa del core en la trans­

sialidasa de T. cruzi (Agustí el aL, 1998).

La presencia de por lo menos una etanolamina fosfato extra aparentemente sería

una característica de los eucariotes superiores.

Los residuos de OL-manosaadicionales son una modificación, encontrada con

frecuencia, en eucariotes superiores e inferiores.

Como se mencionó anteriormente el “core” de GPI también se encontró en

glicolípidos de membrana libres, es decir que no anclan proteinas a la membrana. Estos

glicoinositolfosfolípidos (GIPLs) son muy abundantes en la superficie celular de

algunos trypanosomátidos. Entre los mejor caracterizados se encuentran el

lipopéptídofosfoglicano (LPPG) de formas epimastigotes de T. cruzi (Lederkremer et

al., 1990, 1991; Previato et aL, 1990) y el lipofosfoglicano (LPG) de Leishmam'a

donovani (McConville et aL, 1987; Turco etaL, 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 característica particular de éste

es la presencia de ácido aminoetilfosfónico (Lederkremer et aL, 1985) y de galactosa

furanósica (Lederkremer et aL, 1980). Esta última determinada por primera vez en un

trypanosomatideo por Lederkremer y col. (1980). En cuanto a la porción lipídica, 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 encontró alquilacilglicerol (Lederkremer et aL, 1993).
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AEP(1-6)

alfB (1-3)Mana (1-2)Man a (1-2)Mana (1-6)Mana (1-4)G|cN a (1-6)myolno-1-P-ceramida

Gal{[}(1-3)

Figura 5 —Estructura más abundante del LPPG encontrada en epimastigotes de T.cruzi.

Los lípidos que se han encontrado formando parte de estas anclas son: 1,2­

díacilglicerol (DAG), 1,2-alquílacilglicerol (AAG), los correspondientes lisolípidos

(monoacilglicerol y monoalquilglicerol) y ceramida. Las estructuras de éstos se pueden

observar en la Figura 6.
GLICEROLIPIDOS

Alquilacilglicerol Diacilglicerol

(I:H2-O_R
CH-O-CO-R CH-O-CO-R

CHz-OH CHz-OH

Alquilglicerol Monoacilglicerol

CHz-O—R CH2-0—CO—R

CH-OH CH-OH

CHz-OH CHZ-OH

ESFINGOLIPIDO

Ceramida

CHz-CH—CH—(Cl-IZ)¡4—CH3

OH NH ¿H

¿:0
(CH2)n

CH3

Figura 6 —Lípidos encontrados formando parte de las anclas GPI.
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La porción lipídica es altamente variable. Varía la naturaleza del lípido

(glicérido vs ceramida) (Tabla 3), el tipo de enlace de la cadena carbonada (éster vs

éter) y el número o largo de las cadenas hidrocarbonadas. En este caso también algunas

de las diferencias son especie específicas mientras que otras dependen del estadío de

desarrollo del organismo (Lederkremer et al., 1993; Stevens, 1995).

Como se puede ver en la Tabla 3 se ha encontrado DAG en la VSG de T. bruceí

y en proteínas de mamífero, monoacilglicerol en la PARP de T. bruceí, AAG en anclas

de mamífero, en la gp63 de Let's/¡manía y en el antígeno lG7 y GlPLs de T. cruzí.

La ceramida se determinó por primera vez en el LPPG de T. cruzi (Lederkremer

et al., 1978) y luego se encontró como el lípido más común de las anclas de levaduras

(Conzelmann et al., 1992; Fankhauser et al., 1993) y de Dictyostelium díscoideum

(Stadler et al., 1989; Haynes et al., 1993). También se la encontró en T. cruzi formando

parte del ancla de la glicoproteína Ssp-4 (Bertello et al., 1996), de la trans-sialidasa

(Agustí et al., 1997) y de las mucinas de formas metacíclicas (Acosta Serrano et al.,

1995). En algunas proteínas de parásito se encontró lísoalquilglicerol (Couto et al.,

1993), como así también en el LPG de Leíshmam'a (Turco & Descoteaux, 1992).
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Tabla 3 —Variación lipídica en las anclas GPI.

ANCLAS CON GLICEROLIPIDO ANCLAS CON CERAMIDA

R1 R2 R3 R

T. brucei VSGl acil acil - J: cruzi ssp-414 H

T. brucei PARP2 acil - C16:0 T_cruzi SApA15 H

L. major PSP3 alquil acil — T. cruzi mucinas metacíclicas6 H

Leishmania LPG4 alquil - - T. cruzi LPPG16 H

Leishmanía GIPLs5 alquil acil - S. cerevisiae17 I-I/OH

T. cruzi mucinas (epi,trypo)6 alquil acil - D. discoideum18 OH

T. cruzi 1G77 alquil acil ­

T. cruzi T0858 alquil - +/­

T. cruzi GIPLs9 alquil acil ­

P. falciparum MSPlo acil acil C141)

AchE humanall alquil acil C161)

DAF humana12 alquil acil C169

Fosfatasa alcalina (temero)13 acil acil +/­

Referencias: l. Ferguson et al., 1985; 2. Field et al., 1991; 3. Schneider et al., 1990; 4, Orlandi
& Turco, 1987; 5. Mc Conville & Ferguson, 1993; 6. Acosta Serrano et al., 1995; Previato et
al., 1995; Camargo et al., 1997; 7. Heise et al., 1995; 8. Couto et al., 1993; Abuin et al., 1996;
9. Lederkremer et al., 1993; 10. Gerold et al., 1996; ll. Roberts et al., 1987; 12. Medof et al.,
1986; 13. Armesto et al., 1996; 14. Bertello et al., 1996; ISA Agustí et al., 1997; 16.
Lederkremer et al., 1990; 17. Fankhauser et al., 1993; 18. Haynes et al., 1993.
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En la mayoría de las especies aparentemente no habría un requerimiento

específico rígido de ácidos grasos excepto en la VSG de T. brucei donde únicamente se

encuentra ácido mirístico formando parte del fosfatidilinositol.

Un cambio interesante se observa en el lípido de las mucinas de T. cruzí cuando

los epimastigotes se diferencian a trypomastigotes metacíclicos. El ancla GPI de las

mucinas de epimastigotes tienen exclusivamente AAG mientras que más del 70% de

las mucinas metacíclicas contiene ceramida en su porción lipídica (Acosta Serrano et

aL, 1995). Este cambio en la estructura del lípido puede correlacionarse con la

habilidad de las mucinas de insertarse en la membrana celular del huésped durante la

invasión, ya que el antígeno 1G7, otra glicoproteína metacíclica que contiene AAG

(Heise et al., 1995), permanece unida al parásito (Schenkman et al., 1993).

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

glicoproteínas en los distintos estadíos del ciclo de vida celular del T. cruzí.
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Figura 7 —Representación esquemática de las estructuras de las anclas GPl o GlPLs
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 características de las anclas de tipo GPI son:

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

Las PI-PLC más utilizadas para el estudio de las anclas GPI son las PI-PLCs

bacterianas (Ikezawa, 1991) purificadas de Staphylococcus aureus (Low & Fínean,

l977a, l977b; Low, 1981), Bacillus thuringíensis (Taguchi et al., 1980; Low, et al.,

1988) y Bacillus cereus (Ikezawa et al.,l976; Ikezawa & Taguchi, 1981). Se había

determinado que estas enzimas tienen especificidad hacia el PI y no otro tipo de

fosfolipidos. Cortan el Pl 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 interacción con la membrana de una

proteina anclada por GPI liberando la proteína en una forma soluble. Una forma de

monitorear esta separación de la proteína es utilizando una técnica de partición en

Tritón X-l l4 (Bordier, 1981).

Algunas anclas tienen también un ácido graso adicional acilando el anillo de

inositol. Esta característica dcscripta primero por el grupo de Rosenberry (Roberts et

aL, l988a) le confiere al ancla resistencia frente a la hidrólisis con la enzima PI-PLC.

La hidrólisis con PI-PLC involucra la formación de un 1,2-inositol fosfato cíclico, por

lo tanto, la acilación del inositol en el C2 sería la causa de la resistencia a esta enzima.

Esta hidrólisis es el criterio más común utilizado para la identificación de anclas

GPI, pero como las proteínas con anclas GPI resistentes a la PI-PLC no serían

detectadas por este método, un resultado negativo debe interpretarse con cuidado.

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

porción oligosacarídica en el análisis estructural de precursores y anclas GPI.
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u Sensibilidad al tratamiento con GPI-PLD

Este tipo de fosfolipasa se purificó de suero humano, de rata y de conejo y de

placenta humana (Davitz et 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 fosfolípidos (Esquema 2). Es GPI-específica. Se determinó que el

LPPG de T. cruzi es hidrolizado por la PLD de plasma sanguíneo de rata con

formación de ceramida fosfato (Lederkremer et aL, 1996).

O-Glicano

H O ‘ l

O—il’—O--Lípido
OH OH OH

(R O-Glicano O-Glicano

HO-lï-OH H GPI-PLD PI-PLC H
O + W a + Lípido
IIJ .d OH O\1p1o OHOH H

O O\Il,=o
OH

Esquema 2

¡:1 Tratamiento con ácido nitroso

La desaminación con ácido nitroso es específica para hexosaminas no N­

acetiladas y es útil para separar el glicano de la porción lipídica en anclas resistentes a

la hidrólisis con PI-PLC. Dado que la presencia de GlcNH2 es muy poco común en

otros glicoconjugados, la sensibilidad al HN02 puede utilizarse como un método

diagnóstico de anclas GPI (Ferguson & Williams, 1988).

La reducción con NaB3H4 luego del tratamiento con HNOZ es una forma

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



HO

CH20H OH CHZOH HO
o 0 O HNo2 0 01-1O/ _> O

OH xp=o HO o p. _ |_ _
thano o o GLICANO O CHO \l|,=O

NH2 —

iNaB‘m o

CHZOH

O
O

GLICANO-O CHJHOH

Esquema3

c1 Detección del determinante de reacción cruzada (“cross-reacting

determinant”, CRD)

El determinante conocido como CRD queda expuesto cuando la proteína se

convierte a su forma soluble por tratamiento con PI-PLC. La detección de éste en una

proteína es un criterio útil para diagnosticar la presencia de un ancla GPI.

Inyectando VSG soluble en conejos se generan anticuerpos anti-CRD que

pueden ser utilizados en técnicas de Western blott con distintas proteínas. El suero anti­

CRD reconoce una mezcla de epitopes (Figura 8).

Estudios sobre la naturaleza química de este CRD sugieren que estarían

involucrados el inositol-l,2-fosfato cíclico, la glucosamina no N-acetilada y la cadena
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de galactosas. El principal epitope sería el inositol fosfato cíclico (Zamze et aL, 1988;

Shak et al., 1988) porción que está presente en todas las anclas GPI tratadas con PI­

PLC.

La importancia de la GlcNHz y/o el inositolfosfato cíclico se demostró por la

pérdida de antigenicidad luego de la desaminación con HNOZ y por N-acetilación

(Holder, 1983; Zamze et al., 1988). Para que haya actividad CRD completa el fosfato

tiene que estar en la forma inositol-1,2-cíclica ya que la hidrólisis ácida suave que

rompe el fosfato cíclico causa una reducción sustancial de la antigenicidad. La

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

,_mex-.1

Figura 8 —Epitopes constituyentes del determinante de reactividad cruzada (CRD)
propuestos para el ancla de la VSG de T. brucei.
A - El fosfato cíclico y la glucosamina no acilada.
B - El fosfato cíclico y la ramificación de galactosas.
C - La ramificación de galactosas y el puente de fosfato de etanolamina entre el glicano y la
proteína.



Glicosilfosfalidilinosiloles Introducción 31

Otras técnicas utilizadas son:

El Hidrólisis químicas y enzimática

/ Se utilizan proteasas para separar la proteína del ancla GPI (pronasa, trípsina y

papaína).

v/ La remoción de grupos fosfato se realiza por tratamiento con HF acuoso a 0°C

evitando de esta forma la hidrólisis de uniones glicosídicas.

J La digestión con exoglicosidasas específicas produce cambios en el tamaño del

glicano que pueden monitorearse por métodos cromatográficos (Biogel P4,

DIONEX). La secuenciación con glicosidasas específicas y posterior metilación y

análisis por CGL permite definir los tipos de unión entre los azúcares.

i/ Marcaciones biosintéticas

Las células pueden marcarse metabólicamente con componentes del ancla como

[3H]-ácidos grasos, [3H]-myo-inositol, [3H]-glucosamina o [3H]-etanolamina. La

proteína de interés se inmunoprecipita y se analiza por electroforesis en gel de

poliacrilamida.

El inconveniente de esta técnica sería la falta de selectividad de la marcación

radioactiva; por lo tanto, para brindar evidencia de la presencia de anclas GPI, debe

acompañarse con la detección de estos componentes diagnósticos por análisis

específicos químicos y enzimáticos.
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BIOSINTESIS DE ANCLAS GPI

La alta conservación del “core” EtNP-6Manal-2Manal-6Manal-4GlcNOLl­

6my0-lnositol-l-P-lípid0 en todas las proteínas ancladas a la membrana por GPI

sugiere también la existencia de una cierta conservación en la maquinaria biosintética.

El Trypanosoma brucei se utilizó 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 mamífero y levaduras (Hirose et al., 1992; Puoti & Conzclmann,

1993; Costello & Orlean, 1992; Canivenc-Gansel et al., 1998; Sutterlin, et al.,l998).

Una vez que el polipéptido atraviesa la membrana del reticulo endoplásmico

(RE), la adición del GPI ocurre en 1-5 minutos (Bangs et al., 1985; Ferguson et al.,

1986; Krakow et al., 1986; Conzclmann et al., 1987; Takami el al., 1988). Esta rapidez

con que se une el ancla a la proteína sugirió un modelo biosintético en el que la

proteína se une en bloque a un precursor GPI preformado, en lugar de que los

componentes individuales del ancla se unan a la proteína en distintos pasos.

La adición del ancla es similar a una reacción de transamidación donde el NH;

de la etanolamina ataca nucleofilicamente a la unión peptídica desplazando el péptido

C-terminal, predominantemente hidrofóbico, que actúa como señal (Gerber et al.,

1992).

El estudio de los distintos pasos de la biosintesis de GPI permitió elucidar la

secuencia de reacciones y la mayoría de los donantes endógenos de los distintos

componentes del ancla. Esto ha resultado de gran importancia ya que permitió

encontrar diferencias significativas entre las distintas especies. Los pasos específicos

de la biosintesis de GPI se han identificado como blancos potenciales para desarrollar

agentes antiparasitarios y antifúngicos.
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Biosíntesis de N-acetilglucosaminil-Pl

En la primera reacción de la biosíntesis de los GPI la GlcNAc es transferida

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

Ho HO

.0“ UDP-GlcNAcUDP HZCOH 4.?“HO OH L4 o 0 OH
o oHQI OH I

O=FI’-L¡pido O=lï-Lípido
OH NAC OH

Esta reacción fue estudiada en sistemas libres de células utilizando membranas

de Trypanosoma brucei (Masterson et aL, 1989; Doering et aL, 1989; Menon et al.,

l990a, l990b), lísados de células de mamífero (Stevens & Raetz, 1991; Hirose et aL,

1991) y membranas de levaduras (Costello & Orlean, 1992).

En estos ensayos la [3H]-GlcNAc es transferida desde un donante soluble en

agua a un sustrato proporcionado por las membranas, el Pl. Las membranas a su vez

también contienen la actividad enzimática que cataliza la reacción. De esta forma se

obtiene un producto soluble en cloroformo (GlcNAc-Pl).

La actividad biosintética para GlcNAc-PI en células de mamífero y en

Tiypanosoma bruceí reside en la cara citoplasmática del RE (Vidugiriene & Menon,

1993, 1994).

En células de mamífero esta simple reacción necesita de por lo menos cuatro

proteínas que forman un complejo en la membrana del RE (Watanabe et aL, 1996,

1998). En células de mamífero también se observó que hay un metabolismo

significativo de UDP-GlcNAc a productos no-GPI que disminuye la cantidad de

sustrato disponible para la bíosíntesis de GlcNAc-Pl (Stevens, 1993). Esta competencia

no ocurre en membranas de T. bruceí (Menon et aL, 19903).

Curiosamente las porciones lipídicas de muchos GPIs son distintas del conjunto

de PI mayoritario de la misma molécula. Los distintos lípidos pueden ser adquiridos
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como resultado de la selección inicial de un subconjunto de especies moleculares del Pl

celular o por remodelamiento lipídico anterior o posterior a la unión a la proteína.

Por ejemplo, una proporción significativa de GlcNHz/GlcNAc-PI en células

animales está formada por alquilacil-Pls que también predominan en los GPls unidos a

la proteína pero que sólo dan cuenta de l-5% del total de los Pl (Butikofer et al., 1992).

Un ejemplo extremo de selección de Pls ocurre en Leíshmanía mexicana donde

sólo alquilacil-Pls con cadenas alquílicas largas (C241),Cmo) se incorporan a los GPIs

unidos a proteínas. Estas especies moleculares representan menos del 1% del conjunto

total de PI, pero están ya altamente enriquecidos en los primeros intermediarios GPl

(Ralton & McConville, 1998). Esta incorporación selectiva de especies moleculares de

Pl puede ocurrir si la UDP-GlcNAc-Pl GlcNAc transferasa tiene una especificidad de

sustrato definida para especies moleculares de Pl.

El remodelamiento lipídico se discutirá más adelante en este capítulo.

Des-N-acetilación de GlcNAc-PI

En la segunda reacción de la biosíntesis de GPI, el grupo N-acetilo de la

GlcNAc-Pl es removido para formar GlcNH2—Pl.Esta desacetilación fue primero

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

HO HO
lüCOH OH leOH OH

O AC O
O OH ___¿L. O OH

O O
OH | l

HO O=E—LmMO HO O=H-LmMo
NAc

OH

OH NH2 OH

La formación de GlcNHz-Pl ocurre a partir de GlcNAc-PI y no por transferencia

directa de GlcNHz desde UDP-GlcNHz al PI. Esto se estableció demostrando que el

intermediario N-acetilado era el primero en formarse y que la adición de niveles

elevados de UDP-GlcNHz no afectaba los niveles de síntesis de 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

GPls que fue parcialmente purificada de membranas de T. brucei y caracterizada

bioquímicamente (Milne et al., 1994). Recientemente se clonó el gen de rata

correspondiente a esta enzima y se identificaron sus homólogos en levadura y humanos

(Nakamura et al., 1997).

Estudios realizados utilizando una serie de análogos permitieron caracterizar la

enzima de T. brucei (Cottaz et al., 1995). Sustratos análogos sin ácidos grasos fueron

pobremente des-N-acetilados y no resultaron inhibidores de la enzima, indicando que la

porción lipídica es importante para la presentación del sustrato. Análogos sin la porción

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

enzimático.

La enzima aparentemente no tendría especificidad por las configuraciones de los

hidroxilos del C2 al C5 del inositol ya que el D-myo-inositol puede ser reemplazado

por L-myo-inositol sin pérdida de reconocimiento del sustrato (Stevens, 1995).

GlcNHz-Pl es sólo un inhibidor débil de la des-N-acetilación. Esto sugiere que la

inhibición de esta reacción por el producto final no juega un rol en la regulación de la

biosintesis de los GPIs en T. bruceí.

También se analizó la especificidad de sustrato respecto al tamaño del grupo N­

acilo (R) que puede hidrolizarse de una serie de sustratos GlcNR-PI. Las enzimas de

trypanosoma y humana son activas cuando el R es acetílo o propionilo, pero la

actividad es mucho menor cuando R es butirilo, isobutirilo, pentanoílo o hexanoílo

(Sharma et al., 1997).

Este grupo de investigadores también demostró que las GlcNAc-PI manosiladas

no son sustratos para estas enzimas lo que demuestra que la des-N-acetilación debe

preceder a la manosilación en la biosintesis de GPI.

Utilizando sustratos con sustituyentes O-alquilo en la posición 2 del inositol se

encontraron diferencias entre la enzima de trypanosoma y la humana (Sharma et al.,

1999). La enzima humana sólo actuó sobre GlcNAc-(Z-O-metil)PI mientras que la de
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trypanosoma también actuó sobre GlcNAc-(Z-O-octil)PI y GlcNAc-P(L)l. Estas

diferencias en la especificidad de sustrato sugieren que es posible diseñar inhibidores

específicos para la des-N-acetilasa de parásito, que tengan potencial terapéutico.

Adición de manosas

Luego de la des-N-acetilación de GlcNAc-PI el “core” del GPI se extiende con

la adición de tres manosas.

HO Ho

HZCOH OH CDP H2COH OHGDP-M
o O OH a" o O OHO g o

OH
| I

Ho 0=¡ï_up¡do Man(11- 2Mana1- 6Mana1-O O=FI’-Llpido
NH2 OH NH2 OH

Una de las mayores diferencias en la ruta biosintética entre el parásito y los

mamíferos es el orden relativo de la acilación del inositol y la manosilación de

GlcNHz-Pl (Figura 9).

En T. bruceí, GlcNHz-PI es el sustrato para la manosilación (Masterson et al.,

1989; Menon et al., 19903), mientras que en levaduras (Costello & Orlean, 1992) y

células de mamífero (Urakaze el al., 1992; Stevens & Zhang, 1994; Smith et al., 1997;

Doerrler et al., 1996) un ácido graso debe acilar al anillo de inositol antes de que

puedan adicionarse las manosas. Por lo tanto, GlcNHz-(acil)PI es el sustrato para la

adición de manosas en estas especies.

La adición se produce en forma secuencial y no por transferencia de un “core”

de manosas preformado. La primer manosa se adiciona a la GlcNHz en una unión (11-4,

la segunda se une Oti-6 a la primera y la tercera se une 0.1-2 a la segunda.

En T. brucez', como era de esperar, ManGlcNHZ-PI es el sustrato para la adición

de la segunda manosa y ManzGlcNHz-PI es el sustrato para la adición de la tercera

manosa. En células de mamífero el mecanismo sería más complicado. Aparentemente

un residuo de etanolamina-fosfato (EtNP) se une 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 GPl pueden marcarse radioactivamente agregando

GDP-[JH]manosa a membranas de T. brucei (Masterson et al., 1989; Menon et al.,

l990b), sin embargo, el donante endógeno es el dolicol-fosfato-manosa (Dol-P-Man)

(DeGasperi et al., 1990; Menon et al., l990b; Orlean, 1990; Singh & Tartakoff, l99l).

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 biosíntesis de GPl en células de mamífero (Lisanti et

al., l99l; Pan el al., 1992), en Trypanosoma brucei (Lisanti et al., 1991; Ralton et al.,

1993) y en Leishmania (Field et al., 1993). La manosamina se incorporaría en el GPI

predominantemente en la posición de la segunda manosa. De esta forma queda un

grupo NHZ en el lugar del OH aceptor de la tercera manosa. Asi se inhibe la acción de

la tercera manosiltransferasa bloqueando la biosíntesis.

Adición de etanolaminafosfato

La biosíntesis del core del GPI se completa con la adición de EtNP al OH en

posición 6 de la tercera manosa. Esta EtN actúa como puente entre la manosa y el

aminoácido COOH terminal de la proteína. El donante endógeno en levaduras (Menon

& Stevens, 1992) y en T. brucei (Menon et al., 1993) es la fosfatidiletanolamina.

Esta reacción 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

A 131 l B la]

m fi AciI-T

Mamlferos

Remodelación
del ácido graso

LH;¿gi
á­

, aÍ
m fosfatjdilinosítol

l l fosfato de etanolamina

g Man O Gal

l GICNAC I GalNAC \ cadenade ácidogasa
. GlcN ‘Mi

Figura 9 —Biosíntesis de GPI en formas sanguíneas de T. brucei (A) y en células

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

desacilasa)
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Características de la biosíntesis de GPI en distintos organismos

Remodelación del ácido graso

Reacciones de remodelamiento lipídico llevan a mayores cambios en la

composición del lípido final de los GPIs libres o unidos a proteina. El caso más

estudiado es el del ancla de la glicoproteína VSG de T. brucei que tiene exclusivamente

ácido mirístico unido en las posiciones sn-l y sn-Z del glicerol (Ferguson et al., 19853,

l985b)

A pesar de esto el GPl es inicialmente sintetizado con ácido esteáríco en la

posición sn-l y una mezcla de ácidos grasos que incluyen el 18:0, 18:1, 20:4 y 22:6 en

la posición sn-Z (Doering et al., 1994). Esto hace que el ácido graso deba ser removido

y reemplazado por mirístico.

Este proceso, llamado remodelación del ácido 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 mirístico de los ácidos

grasos, primero el de la posición sn-Z y luego el de la sn-l (Figura 10). El donante de

ácido graso es la miristoil-CoA.

Durante este remodelamiento, el GPI siempre retiene por lo menos un ácido

graso para poder mantenerse asociado a la membrana. El glicolípido que es

normalmente sustrato para esta remodelación es el GPI que contiene la

fosfoetanolamina (Masterson et al., 1990). Sin embargo cuando la adición de la

fosfoetanolamina está bloqueada por la presencia de PMSF el intermediario

MangGlcNHrPl que se acumula puede sufrir remodelación in vivo (Guther et al.,

1994).

También se ha descripto un proceso similar al remodelamiento llamado

intercambio de mirístico (Buxbaum et al., 1994, 1996). Durante este proceso los ácidos

mirísticos del ancla GPI de la VSG son intercambiados por nuevos ácidos mirísticos

suministrados por la miristoil-CoA. Este intercambio se cree que ocurriría en un

compartimento celular diferente al del remodelamiento y aunque su función no está
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aún clara, sería un mecanismo de reconfirmación para asegurarse la exclusividad del

dimiristoilglicerol en el ancla de la VSG.

Este tipo de remodelación mirístico-específica se describió también en

Leíshmania donde ácidos grasos de cadena larga en la posición sn-Z del sn-l-alquil-2­

acil-PI son reemplazados por mirístico (Ralton & McConville, 1998).

Varios análogos del ácido mirístico resultaron tóxicos para el T. brucei (Doering

et al., 1991, 1994) y dado que los huéspedes de este parásito no tienen requerimiento

de ácido mirístico, las enzimas involucradas en la remodelación del ácido graso o en el

intercambio de mirístico son blancos posibles para la quimioterapia antitrypanosoma.

M 11:13

PI

o+->-> '' '> ---'-->

Etanolamina
_...,3m:

l i
Fosfato
Man

GlCNHZ É

Inositol

Diacilglicerol

Ac. graso de
cadena larga

Mirístico D ’
===---:1]O®Ool:l

Figura 10 —Mecanismo de miristoílación del GPI por remodelamiento del ácido graso.
La flecha discontinua indica un paso ineficiente o que puede no ocurrir. La reacción indicada
por un signo de pregunta puede ser ineficiente pero su contribución exacta debe ser clarificada.
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Intercambio de glicerolípido por esfingolípído

Este es otro tipo de remodelación lipídica que involucra el reemplazo de un

glicerolípido por ceramida. Esto ocurre en la mayoría de las proteínas ancladas por GPI

en levaduras y podría ser también importante en T. cruzi (Lederkremer el aL, 1993;

Heise et aL, 1996).

En levaduras, se mencionó anteriormente que la mayoría de las proteínas

ancladas por GPI tienen ceramida en su porción lipídica. En contraste con esto los

precursores son completamente sensibles al álcali suave, lo cual indica que hay una

reacción de intercambio en la cual el glicerolípido es reemplazado por una ceramida

(Conzelmann el aI., 1992). Esta reacción ocurre en el RE luego de la transferencia del

glicolípido a la proteína, pero a su vez esa ceramida puede ser intercambiada por otra

en el aparato de Golgi (Sipos el aL, 1994, 1997; Reggiori et aL, 1997; Reggiori &

Conzelmann, 1998). La razón del reemplazo del glicerolípido por la ceramida en

levaduras es desconocida.

Acilacíón del inositol

El rol de la acilación del inositol (esterificación del grupo OH en posición 2 del

inositol con un ácido graso) en la biosíntesis de GPl no se conoce. No es un paso

esencial en todos los organismos ya que por ejemplo en Leíshmanía aparentemente no

ocurre (Smith et al., 1997; Ralton & McConville, 1998). Mas aún, en muchos casos el

GPI final que ancla la proteína no está acilado.

En T. brucei el ancla de la VSG es completamente sensible al tratamiento con

Pl-PLC, sin embargo, se han detectado y caracterizado precursores acilados en el

inositol (Mayor et aL, l990a; Masterson et aL, 1989; Menon el al., l990a; Krakow et

aL, 1989). El mayoritario llamado P3 o glicolípido C tiene todos los componentes del

“core” y puede ser transferido a la VSG en un sistema de membranas (Mayor et al.,

1991). Algunos autores especulan que este glicolípido es utilizado como reservorio del

GPI en exceso que puede, si es necesario, movilizarse para unirse a la proteína previa

desacilación (Guther et aL, 1994).
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La mayoría de los intermediarios GPl de T. bruceí sanguíneos están en un

equilibrio dinámico entre la forma acilada y desacilada del inositol por acción de una

inositolaciltransferasa sensible a PMSF y una inositol desacilasa sensible a

diisopropilfluorofosfato (Figura 9).

En varios protozoarios (T. bruceí, Leíshmania spp, Toxoplasma gondií), la

acilación del inositol no es un requerimiento para la adición del primer residuo de

manosa pero ocurre en intermediarios manosilados posteriores. (Guther et aL, 1994;

Guther & Ferguson, 1995, Hilley e! al., l999).

En T. bruceí esta reacción es independiente de ATP y CoA como cofactores

(Guther & Ferguson, 1995).

En este organismo la acilación del inositol es necesaria para una adición

eficiente del puente de EtNP y la desacilación es esencial para las reacciones de

remodelación del ácido graso (Guther et al., 1994; Guther & Ferguson, 1995). Dada la

importancia del remodelamiento de ácido graso en T. brucei y la naturaleza esencial de

la EtNP para la adición del GPI a la proteína, ambas enzimas, la inositolaciltransferasa

y la desacilasa son potenciales blancos terapéuticos.

En levaduras, la mayoría de los intermediarios GPI están acilados en el inositol

(Sipos et aL, 1994) y esta reacción 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, GlcNHz-PI.

Esta reacción es estimulada cuando se agregan a la incubación ATP y CoA,

sugiriendo que el donante del grupo acilo es en este caso, una acil-CoA.

En levaduras defectuosas en la síntesis de Dol-P-Man se acumula el

intermediario GlcNHz-(acil)Pl (Orlean, 1990), lo que indicaría que es un intermediario

obligado en la ruta biosintética (Costello & Orlean, 1992).

En células de mamífero la mayoría 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 mamífero, al igual que en
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las levaduras, la acilación de GlcNHz-PI es el tercer paso obligado en la biosíntesis de

GPI (Urakaze et al., 1992), y parecería ser esencial para el siguiente paso de

manosilación (Smith et al., 1997).

Los precursores GPI maduros con el inositol acilado se adicionan a la proteína,

y en muchos casos luego de esta transferencia, el ácido graso es inmediatamente

removido del inositol, en el RE (Sipos et al., 1994; Chen et al., 1998).

Esta acilación es estimulada por CoA en ausencia de ATP, cofactor esencial

para la síntesis de acil-CoA. Esto indicaría que CoA libre es un efector endógeno de

esta reacción y el grupo acilo derivaría de un fosfolípido. Se ha propuesto que el tercer

paso de la biosíntesis de GPI en mamíferos es catalizado por una transacilasa CoA­

dependiente (Stevens & Zhang, 1994).

La acilación del inositol involucra los mismo sustratos (GlcNI-Iz-PI) pero

distintos donantes del acilo en levaduras (acil-CoA) y en mamíferos (fosfolípido). En

T. brucei y en células de mamífero difiere el sustrato para la acilación mientras que el

donante del acilo podría ser el mismo.

Los ácidos grasos transferidos al inositol son más heterogéneos en T. bruceí que

en células de mamífero (Guther et al., 1996). Este es generalmente ácido palmítico

(Mayor et al., l990b) que provendría de un fosfolípido (Field et al., 1991).

La enzima que cataliza la acilación del inositol en el parásito es inhibida por el

PMSF (Guther et al., 1994) mientras que no ocurre lo mismo en mamíferos (Stevens &

Zhang, 1994), indicando que existe una importante diferencia en los sistemas

responsables de esta reacción.

Adición defosfoetanolaminas extras

En células de mamífero muchos de los intermediarios detectados que contienen

manosa tienen fosfoetanolaminas extras unidas al “core” (Puoti et al., 1991; Kamitani

et al., 1992; Hirose el al., 1992; Puoti & Conzelmann, 1992, l993). Probablemente una

fosfoetanolamina se une al intermediario ManGlcNHZ-(acil)PI antes que las otras dos

manosas. Luego se uniría a la tercera manosa, la fosfoetanolamina que hace de puente
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con la proteína y por último una tercera fosfoetanolamina se une a la segunda manosa

del “core” (Figura 9).

El donante y el tipo de unión de las fosfoetanolaminas unidas a las dos primeras

manosas todavía no se conocen. Algunos de estos residuos de EtNP extra pueden ser

removidos luego de la unión del GPI a la proteína o bien estos GPIs libres modificados

pueden ser productos finales o precursores en exceso que no son utilizados como

anclas (Canivenc-Gansel et a1., 1998).

Recientemente se encontró estas EtNP adicionales en levaduras (Canivenc­

Gansel et aL, 1998; Sutterlin et al., 1998; Benachour et aL, 1999). T. brucei y otros

organismos protozoarios como Let's/¡manía y Plasmodium falcíparum no expresan

EtNP adicionales en las manosas primera y segunda.

Regulación de la biosíntesis del GPI

En T. brucei sanguíneos una inhibición del 90% de la biosíntesis de GPI no

afecta la transferencia del glicolípido a la VSG (Masterson & Ferguson, 1991; Ralton

et al., 1993). De acuerdo a esto el GPI es aparentemente sintetizado 5 a lO veces en

exceso de lo que se necesita para el anclaje de proteínas.

La segunda reacción de la biosíntesis de GPI, la desacetilación de GlcNAc-PI es

estimulada in vitro por GTP en células de mamífero (Stevens, 1993). Esta estimulación

podría reflejar un mecanismo de regulación que involucre una proteína de unión a GTP

y no se podría descartar la hidrólisis de éste como requerimiento de energía (Stevens,

1995).
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FUNCION DE LAS ANCLAS GPI

La función fundamental de la mayoría de las anclas GPl es mantener la

asociación estable de la proteína con la bícapa lipídíca. El GPI es una forma de anclaje

eficiente y estable comparable con un dominio polipeptídico hidrofóbico.

La utilización de un ancla GPI le confiere a la proteína nuevas propiedades

fisico-químicas dado que la interacción entre la proteína y la bicapa lipídica está

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

a Mayor movilidad

Moléculas ancladas por proteína normalmente presentan muy baja velocidad de

difusión o están inmóviles en la bicapa. Esto probablemente se deba a interacciones del

dominio citoplasmático con otras moléculas de membrana o componentes del

citoesqueleto (Jacobson et aL, 1987). Las moléculas ancladas por GPI poseen una

mayor movilidad lateral en la bícapa, de manera más semejante a la de los lípidos.

a Liberación de proteínas

La presencia de un ancla GPI permite la liberación selectiva de algunas

proteínas de superficie vía la acción de fosfolipasas específicas. Este podría ser un

mecanismo de regulación de la expresión proteica en la superficie celular ya que puede

ser controlado por modificaciones específicas de la estructura básica del ancla.

Estas modificaciones pueden determinar, no sólo qué proteína es potencialmente

hidrolizable, sino también, el tipo de fosfolipasa que llevaría a cabo esa degradación.

Esta es una propiedad importante de los GP] que los distingue de un anclaje

polipeptídico, donde seria más dificil regular la liberación mediada por proteasas (Low,

l989b).

Muchas proteínas ancladas por GPI están comprometidas en la adhesión célula­

célula. En estos casos la degradación del ancla sería un mecanismo útil para romper las

interacciones entre las células.
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Para algunas enzimas, el cambio drástico en su relación con la bicapa lipídica

producido por la degradación del ancla, podría aumentar la actividad o cambiar la

especificidad como resultado de la alteración de la accesibilidad del sitio activo.

En T. cruzi hay evidencias de que se produce una liberación de proteínas al

medio por acción de una fosfolipasa endógena, por ejemplo, del antígeno de formas

amastigote Ssp-4 (Andrews et al., 1988) y de la familia de trans-sialidasa/sialidasas

(Rosenberg et al., 1991; Hall et al., 1992). Recientemente se determinó que mucinas

recombinantes, ancladas por GPI, se liberan activamente al medio (Pollevick et al.,

2000).

a Comunicación celular

Proteínas ancladas por GPI están involucradas en la transducción de señales de

activación a través de la membrana, y pueden actuar como fuentes de segundos

mensajeros (Low, l989b).

Simultáneamente con la liberación de la proteína hay una producción de lípidos

biológicamente activos como el l,2-diacilglícerol, el ácido fosfatídico y la ceramida

que pueden atravesar la membrana plasmática y afectar el metabolismo intracelular.

La hidrólisis de GPl también conduce a la formación de inositolfosfoglicanos

(IPG) que afectan enzimas y caminos metabólicos claves. Los IPGs estimulan la

síntesis de glucógeno, la glicólisis, la lipogénesis, el transporte de aminoácidos y la

síntesis de proteínas (Brodbeck, 1998).

Las dos enzimas responsables de la generación de estos segundos mensajeros

son la glicosilfosfatidilinositol fosfolipasa C (GPI-PLC) y la GPI-PLD. La hidrólisis de

GPI por acción de la PI-PLC lleva a la formación de un producto hidrofóbico, un

glicerolípido o una ceramida, y el glicano hidrofilico con el residuo de inositol terminal

con un fosfodiéster cíclico. Los productos de hidrólisis producidos por la GPI-PLD son

ácido fosfatídico y el correspondiente glicano hidrofilico.
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Funciones especializadas en parásitos protozoaríos

En parásitos protozoarios las anclas GPI son la forma predominante de anclaje

por su capacidad de aislar proteínas con funciones puramente extracelulares (como

proteasas) del interior de la ce'lula (McConville & Ferguson, 1993).

También permiten lograr un alto grado de empaquetamiento de la proteína sin

comprometer el espacio para la inclusión de transportadores de nutrientes. Este es el

caso de la VSG de T. bruceí donde lO millones de copias de ésta pueden ocupar la

superficie celular (McConville & Ferguson, 1993).

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

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

Las fosfolipasas son una serie de enzimas diversas diseñadas para el catabolismo

de los fosfolípidos. Como tales, juegan roles críticos en la generación de derivados

lípídicos que actúan como segundos mensajeros. Estas se clasifican de acuerdo a la

unión éster del fosfolípido que hidrolizan (Figura l l).
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Figura ll - Reacciones catalizadas por fosfolipasas Al, A2,C y D.
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FOSFATIDILINOSITOL-FOSFOLIPASAS C (PI-PLC)

Las fosfatidilinositol fosfolipasas C (PI-PLC) específicas fueron extensamente

estudiadas a la luz de su rol central en eventos de transducción de señales (Rhee et aL,

1989; Meldrum el aL, 1991).

Fosfatidilinositol fosfolipasas C específicas de origen bacteriano

Pl-PLCs son producidas por diversas bacterias entre ellas Staphylococcus

aureus (Doery et aL, 1965), Clostridium novyi (Taguchi & Ikezawa, 1978), Bacíllus

cereus (Slein & Logan, 1965) y Bacillus thuringíensis (Taguchi et aL, 1980) en

cantidades relativamente elevadas. Estas enzimas resultaron de gran utilidad ya que, a

diferencia de sus análogas de mamífero, son capaces de hidrolizar las anclas

glicosilfosfatidilinositol de membrana. Esto hizo que se las utilizara ampliamente en el

estudio de anclas GPI.

Las Pl-PLC bacterianas degradan PI originando un lípido neutro e inositol-l,2­

fosfato cíclico que lentamente se convierte en inositol-l-fosfato (Ikezawa, 1991). Son

capaces de hidrolizar PI, lysoPl, proteínas ancladas por GPI y sus precursores, pero

otros fosfolípidos como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,

esfmgomielina y PI-fosforilados no son reconocidos como sustratos (Ikezawa et aL,

1976; Low & Finean, 1976; Low & Finean, l977b; Taguchi et aL, 1980; Griffith et aL,

1991). Lederkremer y col. (1990) demostraron que la enzima de B. thuríngiensís

hidroliza también estructuras análogas a GPI pero conteniendo ceramida como lípido.

Las PI-PLCs bacterianas no son metaloenzimas como las de mamífero ya que no

son inhibidas por agentes quelantcs como el EDTA y la o-fenantrolina. Son inhibidores

los iones metálicos divalentes como el Ca”, Mg”, Zn2+y Mn2+,concentraciones de

NaCl o KC] 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 & Ikezawa, 1978; Sundler et aL, 1978;

Taguchi et aL, 1980).
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La observación de que estas enzimas podían liberar ciertas proteínas de

membrana de la superficie celular (Ikezawa & Taguchi, 1981; Low, 1981), llevó a la

identificación estructural de las anclas GPI (Low et al., 1986; Ferguson et 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 (CPI-PLC)

El Trypanosoma brucei posee una enzima que hidroliza, durante la lisis celular,

la unión fosfodiéster de la VSG de membrana, liberando dimiristoilglicerol y la

proteína en forma soluble (Ferguson et al., l985a, l985b; Jackson & Voorheis, 1985).

La enzima fue purificada y caracterizada por tres grupos de investigadores (Bülow &

Overath, 1986; Hereld, et al., 1986; Fox, et al., 1986) quienes demostraron su alta

especificidad hacia el glicolípido de la VSG y algunos intermediarios biosintéticos.

Esta enzima de masa molecular relativa 39 000 está asociada a la cara

citoplasmática de membranas intracelulares del trypanosoma (Bülow et al., 1989) y su

solubilización requiere el uso de detergentes. Es inhibida por iones metálicos como el

Zn2+y el I-Ig2+y por el ácido p-cloro-mercurifenilsulfónico (p-CMPS), mientras que el

dítiotreitol (DTT), agente reductor de grupos tioles, estimula su actividad.

En forma análoga a las PI-PLCs bacterianas pero a diferencia de las fosfolipasas

de mamíferos esta enzima no requiere de iones Ca2+ para su actividad (Bülow &

Overath, 1986; Hereld et al., 1986; Fox et al., 1986).

A pesar de que se describió el requerimiento del glicano para la actividad de esta

enzima, utilizando distintos glicanos sintéticos (Morris et al., 1995); Bütikofer y col.

(1996) demostraron que el fosfatidilinositol también es hidrolizado por esta enzima si

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

Esta enzima, la primera de planta que ha sido caracterizada en detalle (Bütikofer

& 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 análisis de los productos solubles en agua luego de la hidrólisis de PI, mostró

la presencia de una mezcla formada por partes iguales de inositol-1,2-fosfato cíclico y

de inositol fosfato (Bütikofer & Brodbeck, 1993), lo mismo que se observa para las Pl­

PLCs de mamífero (Kim et al., 1989). Otra similitud con este tipo de enzimas es su

dependencia de Ca”. Esta enzima es activada por el Ca2+y completamente inhibida

por el EDTA y EGTA. Otros inhibidores son el ZnClz, el ácido p-CMPS e inhibidores

de fosfatasa como propanolol, NaF y o-vanadato de sodio. La o-fenantrolina no afecta

su actividad.

La hidrólisis de las anclas GPI por la fosfolipasa C de mani se ve afectada por la

concentración de detergente en el ensayo, encontrándose la concentración óptima

alrededor de la concentración miscelar crítica. La actividad de la enzima es inhibida

por concentraciones mayores a ésta.

Al igual que la GPl-PLC de T. bruceí la fosfolipasa de maní no es efectiva en la

hidrólisis de anclas de las proteínas unidas a membrana, para ser activa necesita una

previa solubilización de las membranas en detergente. En esto se diferencia de las

fosfolipasas bacterianas que actúan sobre sustratos unidos a membrana y son utilizadas

con frecuencia para liberar de la superficie celular proteínas ancladas por GPI (Low et

al., 1988; Low, l989a; Cross, 1990).

Fosfatidilínositol fosfolipasa C específica de T. cruzi

Varios grupos de investigadores sugirieron la presencia en T. cruzi de una

actividad de fosfolipasa C, responsable de la liberación de la glicoproteína Ssp-4,

durante la diferenciación de formas amastigote a epimastigote (Andrews el al., 1988) y
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también de la neuraminidasa, facilitando la entrada del parásito 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, trypomastígotes metacíclicos 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 fracción de membranas de trypomastígotes de

cultivo celular.

Al igual que la PLC de T. brucei esta enzima es fuertemente inhibida por el

ácido p-CMPS, no es apreciablemente afectada por agentes quelantes, requiere de

detergentes para su solubilización y presenta la actividad óptima en la misma zona de

pH (7-8).

En epimastigotes y trypomastígotes metacíclicos de cultivo axénico los niveles

de fosfolipasa detectados fueron menores y la mayor actividad se encontró en la

fracción soluble. Esta fue inhibida por la o-fenantrolina y mostró un rango de pH

óptimo más amplio (Schenkman el aL, l988b).

Recientemente dos grupos de investigadores clonaron un gen que codifica una

PI-PLC específica 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 parásito y

su expresión es inducida durante la diferenciación de trypomastígotes a amastigotes

(Furuya et al., 2000).

Esta enzima presenta características similares a las PI-PLCs de mamíferos.

Cataliza la hidrólisis del fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (único sustrato utilizado por

ambos grupos de investigadores) y es absolutamente dependiente de Ca2+alcanzando la

actividad máxima a una concentración de Ca2+ 0,1-0,2 mM y disminuyendo

significativamente al aumentar esta concentración.
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FOSFOLIPASAS A DE TRYPANOSOMAS

La actividad de fosfolipasa A fue analizada en 4 especies de trypanosoma, T.

bruceí, T. congolense, ambos patogénicos, T. theíleri y T. lewísí ambos no-patogénicos

(Hambrey et al., 1981). Utilizando 2-'4C-linoleoil-fosfatidilcolina como sustrato se

observó que la actividad predominante es de tipo A. y sólo hay niveles muy bajos de

tipo A2. A su vez los niveles de actividad detectados de fosfolipasa A son mayores en

los trypanosomas patogénicos, lo que es compatible con la hipótesis de que las

fosfolipasas contribuyan a la patogenicidad del parásito (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 concentración del

detergente con la especie. También hay una variación en el pl-l óptimo de acción. Para

T. brucei el pH óptimo está entre 6 y 8,5, para T. congolense es 6, para T. theileri es

6,75 y para T. lewisí es de 5,25 (Hambrey et al., 1981).

En T. bruceí donde la fosfolipasa Al es particularmente activa se detectaron dos

isoenzimas, una soluble y otra (sólo 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

SEÑALIZACION CELULAR

Los lípidos fueron vistos clásicamente como entidades biológicas inertes cuya

función principal era mantener la integridad de la membrana celular y proveer de una

barrera permeable entre el exterior y el interior. Hoy en día se considera a los lípidos

activos participantes de la vida celular. Existen dos categorías de lípidos; la clase de

lípidos que están constitutivamente presentes en la célula y los intermediarios lipídicos

que persisten un tiempo de vida finito, lo que los hace adecuados para el proceso

celular altamente especializado de transducción de señales. La transducción de señales

esencialmente trata de explicar el comportamiento celular elucidando eventos

moleculares por los cuales señales extracelulares finalmente generan una respuesta

intracelular (Ghosh et al., 1997).

La transducción de la señal extracelular está mediada por moléculas con un

tiempo de vida finito conocidas como segundos mensajeros (McCovem et al., 1995).

Los segundos mensajeros se generan en respuesta a una señal específica a partir de un

precursor pre-existente. La interacción de agonistas extracelulares con receptores de

membrana específicos produce la activación de enzimas específicas que generan

segundos mensajeros intracelulares a partir de precursores lipídicos.

Entre los lípidos con actividad de segundos mensajeros que pueden generarse

por acción de las fosfolipasas de membrana sobre los PI o GPI, se encuentran el DAG

y la ceramida.

Glicerolípidos como segundos mensajeros: Diacilglicerol

El DAG, intermediario en el metabolismo de los glicerolípidos (Bell &

Coleman, 1980) es históricamente el primer lípido conocido como segundo mensajero.

Agentes extracelulares específicos interactúan con receptores específicos de la

membrana provocando la activación de una PI-PLC, que hidroliza PI generando DAG.
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El DAG también puede originarse por acción de una PLC sobre la fosfatidilcolina

(Exton, 1990).

Kishimoto y col. (1980) observaron que la adición de sn-l,2-DAG aumentaba

drásticamente la velocidad de reacción de la proteinquinasa C (PKC) y reducía los

requerimientos de calcio de esta enzima. La naturaleza transitoria del DAG, generado

en respuesta a la activación de fosfolipasas, llevó a proponer su rol como segundo

mensajero (Nishizuka, 1984; Bell, 1986). La activación de la enzima involucra la unión

de factores de activación (DAG, Cap, fosfolípidos) al dominio regulatorio, que

inducen un cambio conformacional en la enzima liberando el dominio catalítico

(Lambeth & Ryu, 1996).

Estudios con más de 20 análogos de diglicéridos demostraron un requerimiento

estereoespecífico para la activación de la PKC. Tanto los grupos carbonilos como el 3­

hidroxilo son esenciales para la función del DAG. El reemplazo de los ésteres por

éteres o amidas resultó en DAG no funcionales (Ganong et aL, 1986; Hannun & Bell,

1986).

Esfingolípidos como segundos mensajeros

Los esfingolípidos son componentes de la membrana celular que constituyen

una de las clases de biomoléculas química y funcionalmente más diversas. Esta

diversidad y complejidad estructural le permite a estos compuestos tener funciones y

actividades biológicas múltiples en la célula (Hakomori, 1981; Hannun & Bell, 1989;

Merrill, 1991), lo que es avalado por los cambios que se producen en los esfingolípidos

durante el crecimiento celular, la diferenciación, la embriogénesis y el desarrollo (Bell

et aL, 1993).

Los esfingolípidos están 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

esfingosínicas comúnmente encontradas son la dihidroesfingosina (esfinganina), la

esfingosina y la fitoesfingosina.
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El descubrimiento de que la esfingosina podía comportarse como potente inhibidor de

la PKC (Hannun et al., 1986), dirigió la atención al componente lipídico de los

esfingolípidos y sugirió la hipótesis de que los productos derivados de esfmgolípidos

podían funcionar como segundos mensajeros (Hannun & Bell, 1989). Desde este

descubrimiento, se encontró que concentraciones micromolares de esfingosina

afectaban muchos sistemas biológicos y que otros esfmgolípidos eran candidatos a ser

mediadores lipídicos, incluyendo ceramidas (N-acil-esfingosinas), ceramidas-l-fosfato,

esfingosina-l-fosfato y N-metil-esfmgosinas.

Metabolismo de ceramida en mamíferosy en levaduras

En analogía al rol central del DAG en el metabolismo de los glicerolípidos, la

ceramida juega un rol equivalente como componente estructural y funcional del

metabolismo de esfmgolípidos. Debido a la función 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 esfingolípidos son componentes abundantes de la membrana plasmática de

Saccharomyces cerevísíae, lo que hace a este organismo unicelular un modelo
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importante para descifrar los mecanismos de los procesos celulares en eucariotes y los

modos de regulación.

Los primeros pasos de la síntesis de esfingolípidos en mamíferos y en

Saccharomyces cerevisíae son similares pero producen bases de cadena larga y

ceramidas estructuralmente y químicamente diferentes (Figura 12). La biosíntesis de

novo de ceramida se inicia por condensación de serina con palmitoil-CoA para dar 3­

cetodihidroesfingosina (3-cetoesfmganina) que es luego reducida a dihidroesfingosina

(esfmganina). Estos pasos son comunes a todos los organismos. Por hidroxilación del

C4 de la dihidroesfingosina se obtiene la fitoesfmgosina, base de cadena larga

encontrada principalmente en hongos y levaduras. Luego, su unión con un ácido graso

produce la ceramida correspondiente. La ceramida que se halla en mayor cantidad en S.

cerevísíae tiene un ácido graso de 26 carbonos a-hidroxilado (aOH-Czó) unido a

fitoesfingosina. Los mamíferos en cambio generalmente utilizan ácidos grasos de

cadena más corta (Cm a C24)para formar N-acildihidroesfingosina (dihidroceramida),

donde es introducido el doble enlace trans-4,5 para obtener la N-acilesfmgosina

(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 adición de uno o dos grupos OI-I al ácido graso de la ceramida es

común en levaduras pero es rara en mamíferos (Lester & Dickson, 1993)

Una vez formada, la ceramida se utiliza como precursor para otros

esfingolípidos complejos (Van Echten & Sandhoff, 1993). Los hongos, levaduras y

plantas transfieren inositolfosfato del fosfatidilinositol al l-OH de la fitoceramida para

formar inositol-fosfoceramida (IPC). Esta reacción es catalizada por una IPC sintasa.

S. cerevisiae sintetiza sólo tres tipos de esfingolípidos complejos: IPC, manosa­

inositol-P-ceramida (MIPC) y manosa-(inositol-P)2-ceramida (M(IP)2C). Estos no son

especies monomoleculares sino que están formados por una mezcla que difiere en el

largo de la cadena y el grado de hidroxilación tanto de la base de cadena larga como

del ácido graso (Lester & Dickson, 1993).
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Los mamíferos en cambio, no transfieren inositolfosfato a ceramida sino que

transfieren fosfocolina de la fosfatidilcolina a la ceramida para formar esfmgomielina,

esfingolípido mayoritario. Los mamíferos también pueden unir glucosa y galactosa a la

ceramida dando un gran número de glicoesfingolípídos complejos (Merrill & Sweeley,

1996).

Dado que la síntesis de esfmgolípidos es esencial para la viabilidad de las

células y que IPC no es sintetizada por mamíferos, la IPC sintasa es un blanco

prometedor para drogas antifúngicas.

En todos los organismos estudiados hasta el momento la biosíntesis de

esfingolípidos hasta la formación de ceramida se lleva a cabo en el RE. En mamíferos

la ceramida es transportada por vesículas secretorias al aparato de Golgi donde es

convertida en esfmgolípidos complejos (Rosenwald & Pagano, 1993; Sandhoff & van

Echten, 1993). En S. cerevisz'ae por lo menos una parte de la ceramida es convertida en

IPC antes de ser transportada al aparato de Golgi (Puoti et al., 1991). Una revisión

sobre la biosíntesis de esfmgolípidos en S. cerevisiae se puede encontrar en los trabajos

de Dickson & Lester, l999a, l999b. En este organismo se han identificado los genes

involucrados en la mayor parte de los pasos del metabolismo de esfmgolípidos pero

ninguna de las enzimas fue purificada hasta el momento.

El catabolismo de la ceramida aún no ha sido muy estudiado. Se detectaron tres

ceramidasas en mamíferos que se diferencian por su pI-I óptimo (Wertz & Downing,

1990; Sugita et aL, 1975) y que originan esfmgosina 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 esfingolípídos en hongos y
mamíferos.
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Actividad biológica de la ceramida

La ceramida es considerada hoy en día un potente segundo mensajero

involucrado en la regulación del crecimiento celular, en la diferenciación y en la

mediación intracelular de citotoxicidad participando en eventos de apoptosis. En

células de mamífero regula la secreción proteica, tiene un rol en la modulación de la

función inmune y en la respuesta inflamatoria (Hannun, 1997). También participa en

procesos de transducción de señales activando una serina/treonina proteínaquinasa

(Mathias et al., 1991) y una proteínafosfatasa (Dobrowsky & Hannun, 1992) e inhibe

la actividad celular de la fosfolipasa D.

La especificidad de la ceramida fue estudiada examinando los efectos de otros

lípidos, análogos e isómeros. Estos resultados indicaron que la ceramida tiene una

especificidad significativa cuando se la compara con otros lípidos estrechamente

relacionados como DAG. La D-erítro-CZ-ceramida es más potente que el enantiómero

L-erítro-CZ-ceramida y la D-eritro-dihidro-CZ-ceramida no posee actividad celular

(Obeid et al., 1993; Fishbein et al., 1993; Bielawska et al., 1993).

En contraste con la ceramida, la dihidroceramida es inactiva frente a la

antiproliferación, diferenciación y apoptosis (Kok et al., 1997). Dado que la única

diferencia estructural es la presencia del doble enlace trans-4,5 en la ceramida esto abre

la posibilidad de que el doble enlace del esfingolípido sirva para impartir una actividad

biológica crítica a la ceramida.

Ceramida y DAG definen mecanismos opuestos de regulación celular (Hannun,

1994). Estos efectos opuestos sugieren que más importante que los valores absolutos de

ambos lípidos es su concentración relativa.

En S. cerevísíae se observó que los esfingolípidos tienen un rol esencial en la

resistencia a situaciones de estrés, calor, bajo pH, estrés osmótico y supervivencia en la

fase estacionaria de crecimiento (Patton et al., 1992; Dickson et al., 1997). Son

reguladores importantes en la homeostasis del Ca2+o componentes en mecanismos de

señalización mediados por calcio (Zhao et al., 1994; Nwaka et al., 1995; DeMesquita

et al., 1997). Son necesarios para el transporte en vesículas, desde el RE al aparato de
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Golgí, de proteínas ancladas por GPI (Horvath et aL, 1994; Skrzypek et aL, 1997;

Sutterlin et aL, 1997). Una revisión de las funciones de los esfïngolípidos en levaduras

se puede encontrar en el trabajo de Dickson, 1998.
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CAPITULO4
Extracción, fraccionamiento y caracterización de los

inositolfosfolípidos deformas epimastigote de Trypanosoma cruzi
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EXTRACCION, FRACCIONAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS

INOSITOLFOSFOLIPIDOS DE FORMAS EPIMASTIGOTE DE TRYPANOSOMA

CRUZ]

Los inositolfosfolípidos (IPLs) junto con la fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina

son los fosfolípídos mayoritarios encontrados en formas epimastigote de T. cruzí (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 parásitos

protozoarios (Mc Conville & Ferguson, 1993) y algunas de las glicoproteínas ancladas de

esta forma estarían involucradas en el proceso de infección (Cross & Takle, 1993). Este

hecho sugiere que la inhibición del anclaje a la membrana del parásito es una alternativa

atractiva para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas. El conocimiento de la

estructura y biosíntesis de los IPLs es una contribución en esa dirección.

En este capítulo se presenta el primer análisis detallado de las especies moleculares

de IPLs disponibles para la construcción de las anclas GPI. La caracterización de los IPLs

de formas epimastigote (Bertello et al., 1995) permitió contar con los testigos y la

metodología adecuada para la identificación de estos compuestos en formas

trypomastigote (Uhrig et al., 1996).

Extracción y purificación

Células epimastigote de T. cruzí (5 x 109, cepa Y y CL) incorporadas

metabólicamente con ácido [9,10(n)-3H]-palmítíco fueron extraídas con cloroformo :

metanol (2:1) y (1:1) (Esquema 4). Estos extractos previamente mezclados, se llevaron a

seco y se fraccionaron en lípidos ácidos (LA) y neutros (LN) por cromatografía de

intercambio aniónico en una columna de DEAE-Sephadex A25 (forma acetato). Para

separar ambas fracciones se eluyeron en primer término los lípidos neutros que no

interactúan con la resina, con cloroformo : metano] : agua (15:3024). A continuación fue

eluída con cloroformo : metano] : AcONa 0,8M (15:30:4) la fracción de lípidos ácidos que

interactúa con la resina.
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CELULAS EPIMASTIGOTE de T. cruzí

Cl3CHzMeOH (2:1)
Cl3CH:MeOH (1:1)

Extracto

DEAE-Sephadex-AZS

Lípidos ácidos (LA) Lípidos neutros (LN)
Columna de UNISIL

2 Fracciones (Frl y Fr2)

Esquema 4

Este paso de purificación separa los IPLs de los fosfolípidos que contienen grupos

amino, como fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina, que constituyen el 75-80% de los

fosfolípidos totales en las formas epimastigotes de T. cruzi (Da Silveira & Colli, 1981).

En algunos casos, previo al fraccionamiento en LA y LN se lavó el extracto cloroforrno :

metanol con éter o hexano para eliminar cl exceso de ácido palmítico radioactivo utilizado

en la incorporación.

Ambas fracciones se llevaron a seco y su análisis por cromatografía en capa

delgada (TLC) junto con el extracto original (solvente A) permitió verificar la correcta

separación de estos lípidos (Figura 13). Se obtuvo un perfil similar para ambas cepas.

Este mismo procedimiento de extracción y purificación también se llevó a cabo

sobre células no incorporadas con el precursor radioactivo.
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r'nw

Figura 13 —TLC y fluorografia del extracto lipídico cloroformo:metanol radioactivo de células
epimastigote de T. cruzi cepa CL (canal 1) y de las fracciones de lípidos neutros (canal 2) y
ácidos (canal 3) obtenidos de acuerdo al Esquema 4. Solvente de desarrollo:

cloroformozmetanolzNH40H 2,5M (15: 10:2).
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Estas dos bandas llamadas Frl y Fr2 pudieron ser purificadas por cromatografia en

columna de ácido silícico (Unisil) (Figura 14).

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

cepas estudiadas se puede ver en la siguiente Tabla 3.

Tabla 3 —Proporción de Frl a Fr2 radioactivas

Fr1 Fr2

Cepa Y 40% 60%
Cepa CL 55% 45%

l

ARG

‘KooAKs-arsrvFILM

/lv\
l 2

Figura 14 —TLC y fluorografia de los lípidos ácidos radioactivos (cepa Y) purificados en
columna de Unisil. Frl, canal 1; Fr2, canal 2. Solvente de desarrollo:
cloroformozmetanolzNH40H 2,5M (15: 10:2). Testigo: PI, fosfatidílinositol.
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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 lípidos ácidos se dilucidó por tratamiento enzimático de los

mismos con fosfatidilinositol fosfolipasa C (Pl-PLC) de Bacillus thuríngiensz's. Esta

enzima cataliza en forma específica la hidrólisis de los IPLs liberando el lípido y

formando un inositolfosfato cíclico (Volwerk et aL, 1990).

HO

on HO

HO o on ÜonPI-PLC HO o
El) —> o I LIPIDO
I P=O

O | _

PI O
LlPlDO: Glicerolípido o ceramida

Las Pl-PLC bacterianas, en general, son utilizadas como una herramienta

importante en la identificación de los glicoinositolfosfolípidos (GIPLS) que se encuentran

anclando proteínas a la membrana celular. En un principio se atribuyó la hidrólisis con PI­

PLC a la presencia de un glicerolípido unido al inositolfosfato (Majerus et aL, 1986; Low,

l989), pero posteriormente se comprobó que la Pl-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 enzimático lo que permitió identificarlos como IPLs.

Con cl fm de descartar la presencia de un azúcar unido al inositol a través de

Glch-I2 como en los GPI, se trataron las fracciones con HNOZ. 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 cromatográficas con

este tratamiento. Por otra parte, también fueron resistentes al tratamiento con 0L­
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manosidasa, lo cual indica la ausencia de a-manosas.

Figura 15 —Cromatografia en capa delgada y autorradiograña de los lípidos ácidos radioactivos
(canal 1) y de los mismos tratados con PI-PLC (canal 2) y con HNO2 (canal 3).
Solvente de desarrollo: cloroform02metanolzNH4OH (15: 10:2).
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Identificación de inositol

Las fases acuosas resultantes, luego de tratar Frl y Fr2 obtenidas de células no

radioactivas con PI-PLC, fueron sometidas a hidrólisis ácida con l-lCl 4N. Luego de

eliminar el ácido realizando sucesivas evaporaciones con agua, se eliminaron las sales

utilizando una resina de intercambio iónico mixta MB3. El material eluído con agua, se

llevó a seco y se acetiló para ser analizado por CGL (condiciones C). En ambas muestras

se detectó un pico coincidente con un testigo de myo-inositol acetilado (Figura 16). El

myo-inositol es el isómero comúnmente encontrado en las anclas GPI. No se detectó

ningún otro monosacárido.

Con todos estos datos podemos concluir que Frl y Fr2 son inositolfosfolípidos. Por

lo tanto se procedió a determinar la diferencia estructural entre ambos compuestos para

compararlos con las estructuras encontradas en los GPI.

53°

L?

Figura 16 —Cromatografía gaseosa del producto de hidrólisis ácida de la fase acuosa
remanente luego del tratamiento de Frl con Pl-PLC.
La fase acuosa resultante luego de tratar Frl con PI-PLC se sometió a hidrólisis ácida con HC]
4N, la muestra se acetiló y se analizó por CGL utilizando las condiciones C. El tiempo de
retención de 17,639 min coincide con el de un testigo de myo-inositol acetilado.
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ANALISIS DE Frl (PI)

El lípido 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 eluyó y se recromatografió en el

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

B

-DAG, AAG

l

1 2

Figura 17 —TLC y fluorografía de los lípidos marcados con [3H]-palmítíco liberados por
acción de la PI-PLC sobre los IPLs.
A) Frl y Fr2 (Fig. 14) se trataron con PI-PLC de B. thurz'ngíensís. Los lípidos (Fr2, canal 1 y

Frl, canal 2) se extrajeron con éter y se cromatografiaron utilizando cloroformozmetanol
(38:3) como solvente de desarrollo.

B) Los lípidos liberados por acción de la PI-PLC sobre la Frl se re-cromatografiaron en
hexanozacetato de etilo (4:1).

Testigos: A, alquilglicerol (l-O-hexadecilglicerol); C, ceramida (palmitoildihidroesfingosina);
DAG, 1,2-dipalmitoilglicerol; AAG, l-O-hexadecil-2-0-palmitoi1glicerol.
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Este resultado permitió identificar la Frl de los IPLs como fosfatidilinositol (PI).

La cuantificación de la radioactividad eluída para cada lípido permitió obtener una

relación AAGzDAG de 3:2 para la cepa Y y de l:l para la cepa CL, pudiendo éstas variar

en distintas incorporaciones.

No se encontró dialquilglicerol, especie descripta en Leíshmania mexicana

mexicana (Singh et aL, 1988), como tampoco fue encontrada en T. bruceí (Patnaik et aL,

1993)

En concordancia con estos resultados, el PI sometido a saponificación se hidrolizó

dando el ácido graso y un IisoPI, que como era de esperar presentó menor movilidad que

el PI original al ser analizado por TLC en cl solvente A (Figura 18). Este resultado

confirma la presencia de un AAG en el PI y la incorporación de [3H]-palmítico en el

alquilo de cadena larga.
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Figura 18 - TLC y autorradiografía de los PI marcados radíoactivamente con [3H]-palmítico
(canal 1) y de los productos obtenidos por saponificación de los mismos (canal 2).
Solvente de desarrollo: cloroformozmetan012NH40H(15: 10:2). Testigo: P, ácido palmítico.
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Identificación de los glicerolípidos

Para la identificación de los glicerolípidos el Pl (20 OOOcpm) marcado con ácido

[3H]—palmíticose sometió a metanólisis ácida con HCl:MeOH:H20 (3:29z4). Los lípidos

extraídos 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 metílicos de los

ácidos grasos y otro compuesto con movilidad similar a un testigo de alquilglicerol. Este

último se eluyó y se analizó por RPTLC en el solvente P (Figura 19) pudiendo

identificarlo como hexadecilglicerol. Es interesante notar que en casi todas las muestras

incorporadas con ácido palmitico radioactivo el AAG incorporó 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 glicolipídica del antígeno lG7 de formas metacíclicas de T.

cruzí y sus precursores (Heise et al., 1995, 1996). Este grupo de investigadores no

encuentra marca radioactiva en el grupo alquilo.

La escasa marcación que a veces hemos encontrado en los ácidos grasos de los Pl

puede deberse a la acción de enzimas de membrana que permiten un intercambio rápido

con los ácidos grasos del medio, tema que se discute en otro capítulo.
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Figura 19 - RPTLC del alquilglicerol marcado radioactivamente con [3H]-palmític0,
obtenido por hidrólisis del glicerofosfoinositol.
La Frl radioactiva se hídrolizó con HCl/metanol/agua (3:29z4) a 70-78°C durante 18h. Los
lípidos se separaron por TLC en el solvente C y el componente con la movilidad del
alquílglicerol se eluyó de la placa y se analizó por RPTLC. Solvente de desarrollo:
cloroformozmetanolzagua (20:5523). Testigos: D, I-O-dodecilglicerol; H, l-O-hexadecilglicerol;
O, l-O-octadecilglicerol.
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Para el análisis de los ácidos grasos, los glicerolípidos, DAG y AAG, de la Fig.

17B fueron eluídos y saponificados. Los productos de saponificación para cada compuesto

fueron separados por TLC en el solvente I. Para el DAG se detectó una mancha

correspondiente a ácido graso como único producto, mientras que para el AAG además de

los ácidos grasos se confirmó la presencia de alquilglicerol. Esto se realizó para ambas

cepas estudiadas. Los ácidos grasos fueron eluidos de la sílica, se metilaron con

BF3.MeOH y se analizaron por RPTLC (Figura 20). Para el DAG, en ambas cepas se halló

que el ácido esteárico es cl ácido graso mayoritario, junto con una pequeña cantidad de

ácido palmítico. La proporción de esteárico a palmítico varía con la cepa. En la cepa CL

(canal 4) se hallan en cantidades similares, mientras que en la Y (canal l) sólo hay una

pequeña cantidad de palmítico.

Por tratamiento del PI (Y) de acuerdo al Esquema 5, se intentó determinar si existe

alguna preferencia en la ubicación de estos ácidos grasos en el DAG. El PI se trató con

PLAZ, obteniéndose así los ácidos grasos presentes en posición 2 del DAG y del AAG

(canal 3). El liso-PI resultante se saponificó y se analizó de esta forma el ácido graso en

posición l del DAG (canal 2). Así se encontró que el acilante en la posición l del DAG

(canal 2) es sólo ácido esteárico, mientras que en la posición 2 tenemos además ácido

palmítico (canal 3).

Para el AAG, como se dijo anteriormente, se encontró muy poca radioactividad en

el ácido graso. Sólo se detectó una pequeña cantidad de ácido esteárico junto con trazas de

palmítico.

En ningún caso los perfiles cromatográficos se modificaron en forma apreciable

después de la hidrogenación.

Es interesante notar que en trypomastigotes el único ácido graso encontrado

formando parte de estos compuestos fue el ácido esteárico (Uhrig et aL, 1996).
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PI (cepa Y)

PLA2

liso-PI + Acido graso en posición 2 del
DAG y del AAG (Fig. 20, canal 3)

saponificación

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

Esquema 5

'ClózooÓ0

IDWJ‘V.‘: vwnnv

1 2 3 4

Figura 20 —TLC en fase reversa de los ácidos grasos metilados constituyentes de los PI,
cepa Y (canales 1-3) y cepa CL (canal 4). Canal 1, Acidos grasos DAG (Y); canal 2, ácidos
grasos en posición 1 del DAG (Y); canal 3, ácidos grasos en posición 2 del DAG y AAG (Y);
canal 4, ácidos grasos DAG (CL). Solvente de desarrollo: Acido acéticozacetonitrilo (1:1).
Testigos: C¡610,palmítato de metilo; Cm), estearato de metilo.
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Las muestras de PI no radioactivas también se trataron con PI-PLC, los lípidos se

extrajeron con éter y se analizaron por TLC en el solvente D para separar el AAG del

DAG. Estos fueron eluídos, saponificados y analizados como trimetilsilil derivados por

CGL (condición B) y CGL-EM (condición E) (Figura 21).

Para la cepa Y se detectaron entre los productos de saponificación del AAG un

solo alquilglicerol, el l-O-hexadecilglicerol, con un tiempo de retención de 27,3 min y

dos ácidos grasos, linoleico (16,9 min) y oleico (17,2 min) (Figura 21a).

El espectro de masa del pico l fue idéntico al obtenido con un testigo del

tn'metilsililden'vado del ácido linoleico. Este presenta un pequeño 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-TMSOCOCH2 a m/z

220 (Figura 21b).

El pico 2 tiene un espectro de masa igual al de un testigo de ácido oleico y en

concordancia con esto sus fragmentos de masa aparecen desplazados dos unidades

respecto del pico l. 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-TMSOCOCH2 a m/z 222 (Figura 2lc).

El espectro de masa del pico 3 presenta el pico base m/z 205 característico de los l­

monoalquilgliceroles (Myher et aL, 1974) y los iones diagnósticos a M-15, M-90 y M-103

consistentes con una cadena alquílica C¡6:0(Figura 21d).

l-O-HEXADECILGLICEROL

Fragmento m/z Intensidad
M-CH3 445 1,6

M-TMSOH 370 1, 1 CH2 CH H2

M-A 356 1,5 Me3s1<5 SiMe3 ¿(cn,).,{;u,
M- 147 3 13 7,2

B 205 100,0 A=103 B=205
TMSOSi(CH3)2 147 41,7 <1,

TMSOCHZCHOH 133 33,2 _._.>357
TMSOCHCHO 131 22,1

(CH3)ZSiOCH2CHO 117 41,1
CHZOTMS 103 17,7

TMS 73 56
C4H9 57 35,0

l-O-hexadecilglicerol (Me38i derivado)
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Figura 21 —CGL-EM de los productos obtenidos por saponificación del alquilacilglicerol
(cepa Y).
a) La Frl se trató con Pl-PLC y los gliccrolípidos se separaron por TLC en el solvente D. Estos
se eluyeron de la placa y se saponificaron. Los lípidos obtenidos del alquilacilglicerol se
analizaron como trimetílsilil derivados cn una columna capilar DBS (0,25 mm x 30 m). b)
Espectro de masa del pico l (ácido linoleico). c) Espectro de masa del pico 2 (ácido oleico). d)
Espectro de masa del pico 3 (l-O-hexadecilglicerol).
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Ningún otro pico apareció por monitoreo selectivo a m/z 205, por lo tanto los dos

ácidos grasos serían componentes del l-O-hexadecil-2-0-oleoilglicerol y del l-O­

hexadecil-Z-O-linoleoilglicerol.

Cuando se analizan los ácidos grasos del DAG la relación entre Cm y Cm fue 1:1.

Para la cepa CL se analizaron en conjunto los productos de saponificación de

ambos glicerolípidos obteniéndose además del l-O-hexadecilglicerol, ácido esteárico,

ácido oleico y ácido linoleico.

En formas trypomastigotc dc T. cruzí (ccpa Y), se encontraron Clózo,Cm y Cm,

formando parte de los Pl, siendo el Cm el mayoritario (Urhig et aL, 1996).

Por otra parte se pudieron analizar por CGL los glicerolípidos (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 (además del desoxicólico), uno correspondiente al AAG y otro al DAG (Figura

22). El conocimiento de la composición de ácidos grasos de ambos compuestos permitió

la asignación de estos picos por comparación con los testigos utilizados.

En concordancia con los ácidos grasos encontrados en el AAG el tiempo de

retención de éste fue muy similar al testigo de l-O-hexadecil-2-O-oleoilglicerol,

previamente sintetizado (Bertello et aL, 1997). A pesar de que los estándares del 1-0­

hexadecil-Z-O-acilglicerol con CW, CM, Cm y Cm, como ácidos grasos fueron bien

resueltos no se logró separar los dos AAG encontrados (1-0-hexadecil-2-O-oleoilglicerol

y l-0-hexadecil-2-O-linoleoilglicerol).

El DAG presentó un tiempo de retención similar al 1,2-dioleoilglicerol. Para la

cepa Y no se puede asegurar si ambos ácidos grasos (oleico y linoleico) están 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 observó en la cromatografia gaseosa de los lípidos

liberados por PI-PLC (Fig. 22) ningún pico con Rf similar al l-O-hexadecil-Z-O­

estearoilglicerol, el ácido esteárico debe provenir del DAG. Asimismo entre los DAG

tampoco se detectó el 1,2-diestearoilglicerol, por lo tanto el ácido esteárico tiene que estar
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formando una especie molecular junto con el ácido oleico o linoleico. Probablemente haya

una heterogeneidad de especies moleculares formadas por estos tres ácidos grasos.

La relación 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 procíclicas de T.

bruceí, se encontró que la relación AAG/DAG en el PI es de 1:9 mientras que en formas

sanguíneas el PI está exclusivamente formado por DAG (Patnaík et aL, 1993).

También se caracterizó un l-O-hexadecil-2-O-acilglicerol con Cmsoy Cm, como

ácidos grasos en el ancla de la glicoproteína lG7 de formas metaciclicas de T. cruzi

(Heise el aL, 1995).

En el ancla de las mucinas de formas trypomastigote se encontró l-O-hexadecil-Z­

O-acilglicerol con Clózl y C1612 como ácidos grasos (Camargo et aL, 1997). Los autores

señalan que los ácidos grasos insaturados son elementos importantes en la producción de

citoquinas por los macrófagos en la infección.
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Figura 22 —Análisis por cromatografía gaseosa de los glicerolípidos liberados del PI (cepa
CL) por tratamiento con PI-PLC.
Los glicerolípidos se analizaron como trimetilsilil derivados en una columna capilar HP-l (0,20
mm x 12 m) utilizando las condiciones Ai. El pico a 10,427 min corresponde al ácido
desoxicólico presente en la reacción 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 retención
para el testigo de l-O-hexadecil-2-0-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 identificación de Fr2, se trataron 50 000 cpm de este compuesto con PI­

PLC de Bacillus thuríngiensís y el lípido marcado fue analizado por TLC en el solvente

B. Por autorradiografia se pudo detectar un lípido con el mismo Rf que un testigo de

ceramida (Figura 17A, canal l). Previamente se demostró que esta enzima es capaz de

degradar ceramida-GlPLs tanto como acilglicerol- o alquilglicerol-GIPLS (Lederkremer et

aL, 1990).

Si se trata la fracción Fr2 con HF 48%, 70 horas a 5°C, el lípido extraído con éter

presenta en TLC la movilidad de una ceramida. En estas condiciones se hidroliza

selectivamente la unión fosfato diéster liberándose el componente lipídico.

HO
OH

HO
H0 OH HF 50% OH _3

HO OH + LIPIDO + P04
OH

i) —>
l’

Estos resultados permitieron identificar a Fr2 como una inositolfosfoceramida

(IPC).

Para una mayor caracterización de la IPC, ésta se sometió a condiciones alcalinas

suaves y a metanólisis ácida. Tanto por tratamiento con NaOH 0,1M en MeOH 90%, lh a

37°C como por tratamiento con NH4OH 9M, 40 min a 45°C o 40% propanol/ NH4OH

13M (1:1) no se alteró la movilidad cromatográfica de la IPC, descartando la presencia de

un glicerolípido acilado. El análisis por TLC (Figura 23A) y RPTLC (Figura 23B) de los

productos obtenidos por metanólisis con HCleeOHzagua permitió detectar la presencia

de bases esfingosínicas de cadena larga. Para la cepa Y se identificó la esfinganina

(dihidroesfingosina) como base mayoritaria junto con una menor cantidad de esfingosina.

Los ácidos grasos metilados identificados por RPTLC fueron Cm,oy trazas de Cm). En la
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cepa CL la esfinganina y esfingosina se encontraron en la misma proporción.

-C16

KODAKS‘AFEÏYPIE"

l -E

. -DE -DHE

-C16

‘ “:3 -C18

KODAKSAFETYrunARC!

'‘s;-.'".rv

Figura 23 —Análisis de los productos obtenidos por metanólisis ácida de la IPC (cepa Y)
radioactiva.
A) TLC en sílica utilizando como solvente de desarrollo cloroforrnozmetanolzNH4OH 2,5M

(40:1011).
B) RPTLC utilizando ácido acéticozacetonitrilo (1:1).
Testigos: E, esfingosina; DE, dihidroesfingosina; C16 y C18, ésteres metílicos de los ácidos
palmítico y esteárico 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 ácido palmítico y ácido esteárico respectivamente. Las bandas de menor

intensidad corresponden a la palmitoilesfingosina y probablemente a la estearoil­

esfingosina (Figura 24, canal l).

Dado que la IPC corre como una doble banda en TLC (solvente A) (Fig. 13) se

procedió a eluir de la placa cada banda por separado, se las trató con PI-PLC y las

ceramidas correspondientes se cromatografiaron en fase reversa. Como se puede observar

en la Figura 24, la banda superior está formada por las ceramidas con dihidroesfingosina

como base (canal 2) mientras que la inferior está formada por las ceramidas con

esfingosina (canal 3).



Iriositolfosfolípidos de epimasligotes de T. cruzi Resullados y Discusión 84

Figura 24 —TLC en fase reversa de las ceramidas radioactivas liberadas por tratamiento de
la IPC (cepa Y) con Pl-PLC.
Ceramidas liberadas de la IPC total (canal l). La doble banda de IPC (Fig. 14) se separó 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: cloroformozmetanolzagua (10:25zl).
Testigos: PE, palmitoilesfingosina; PDE, palmitoildihidroesfingosina; EDE, estearoildihi­
droesfingosina; LDE, lignoceroildihidroesfingosína.
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Células epimastigotes de T. cruzi no incorporadas metabólicamente con ácido graso

radioactivo se sometieron a un procedimiento análogo de extracción y purificación de

IPLs. El compuesto en la fracción de lípidos ácidos, con Rf igual a la IPC radioactiva en

TLC (solvente A), fue revelado con ninhidrina para la detección de grupos NHZ libres, y

con el revelador para grupos fosfato. Sólo el segundo revelador detectó este compuesto

confirmándonos la presencia de grupos fosfato y descartando la presencia de GlcNHz.

Este compuesto se trató con PI-PLC y el lípido extraído con éter se cromatografió

en el solvente B donde presentó una movilidad igual a la palmitoildihidroesfingosina. La

fase acuosa resultante del tratamiento con PI-PLC se descationizó utilizando una resina

AG-50(H+) y se analizó por TLC en el solvente L observándose un compuesto con el

mismo Rf=0,4 que un testigo de inositol-fosfato cíclico.

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 relación que se

puede observar en la Tabla 4.

Tabla 4 —Pr0porción en que se encuentran las distintas ceramidas en las muestras de
IPC de la cepa Y y CL.

CEPA palmitoilesfingosina palmitoildihidroesfin- estearoilesfingosina estearoildihidroesfin­
(tr 15,51 min gosina (tr l6,09 min) (tr ¡9,39 min! osina tr 20,21 min

Y 5 2 1,4 l

CL 5,1 l l ­

tr = tiempo de retención
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Figura 25 - Análisis por cromatografía gaseosa de las ceramidas liberadas de la IPC por
tratamiento con Pl-PLC.
Las ceramidas se analizaron como trimetilsilil derivados en una columna capilar HP-l (0,20 mm
x 12 m). Se utilizaron las condiciones de corrida Ai. Los tiempos de retención coinciden con los
de los derivados sililados de los testigos palmitoilesfingosina (Cm/Cm, 15,51] min),
palmitoildihidroesfingosina (Cm/"m, 16,095 min) y estearoildihidroesfingosina (Cm/M, 20,217
min). El pico a 19,394 min se pudo caracterizar como estearoilesfingosina (Cm/,3”)por CGL-EM.
El pico a 9,68 min (DOC) corresponde al ácido desoxicólico.
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El pico a 9,68 corresponde al ácido desoxicólico utilizado como detergente en el

tratamiento con PI-PLC. Los tiempos de retención coincidieron con 10s 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 1a bibliografia

(Samuelsson y Samuelsson, 1969). Los picos a 15.51 l 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 característicos 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 información del ácido graso

constituyente de las ceramidas aparecen, para los dos picos de menor tiempo de retención,

a m/z 370 y 443, correspondiendo al ácido palmítico y para los dos picos de mayor tiempo

de retención aparecen a 398 y 471, desplazados 28 unidades, correspondiendo al ácido

esteárico. En la Tabla 5 se encuentran los picos diagnósticos dados por la bibliografia que

sirvieron para caracterizar cada ceramida. Como se puede observar en los gráficos,

aparecen la mayoría 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. cruzí.
Espectros de masa correspondientes a los picos obtenidos por cromatografía gaseosa (Figura 25).
A) Espectro de la palmitoílesfingosina (pico a 15,511 min)
B) Espectro de 1apalmitoildihidroesfingosina (pico a 16,095 min)
C) Espectro de la estearoilesfingosina (pico a 19,394 min)
D) Espectro de 1aestearoíldihidroesfingosína (pico a 20,217 min)
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Tabla 5 - Fragmentos característicos del espectro de masa de las distintas ceramidas
obtenidas.

palmitoilesfingosina palmitoildihidro- estearoilesfingosina estearoildihidro­
esfingosina esfingosina

M-(b+l) 426 428 426 428
M-(b+l+90) 336 336

M-d 3 1 l 3 l 3 3 l l 3 l 3

M-(b+ l+e) 243 243
M-(b+l+c) 217 217

M-a 370 370 398 398

M-(a-73) 443 443 471 471

aA
f c N d

v\Í/—/1;fi\
CH3(CH2)12CH=CH—(?H+CH—CH2—OTMS '

mso INH
e

b g—<CH2)nCHa
O

Otros picos que aparecen en la serie homóloga 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 parásitos no radioactívos son las mismas que para los lípidos radioactívos las

proporciones de esfingosina a dihidroesfingosína son inversas. En el caso de las muestras

frías las ceramidas mayoritarias corresponden a las de base de cadena larga insaturada

mientras que para las muestras radioactivas estas son las minoritarias. Esto podría indicar

que el parásito incorporan'a algunos lípidos del medio.

Por otra parte, el hecho de que el ácido [3H]-palmítico sea incorporado en

esfingosína y dihidroesfingosina indica que, por lo menos en parte, las bases de cadena

larga son biosintetizadas por el parásito. La biosíntesis de ceramida en mamíferos
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comienza con la condensación 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 ácido palmítico radioactivo indicaría que este camino

biosíntético también es llevado a cabo por los epimastigotes de T. cruzí.

En las IPC de formas trypomastigote de T. cruzi también se encontraron

esfingosina y dihidroesfmgosina como bases de cadena larga pero únicamente se encontró

palmítico como ácido graso (Uhrig et al., 1996).

También fueron identificadas inositolfosfoceramidas en Leíshmam'a spp. En

Leishmania donovam' los ácidos grasos encontrados en forma mayoritaria fueron Cm y

Cm, 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. cruzí

sólo encontramos las bases de C18. En Leíshmanía mexicana mexicana la ceramida

mayoritaria tiene la base esfmgosina de C16 y el componente minoritario tiene la

dihidroesfmgosina de C16. Ambas N-aciladas por ácido esteárico (Singh et al., 1988).

En T. bruceí una IPC fue sólo tentativamente identificada por su comportamiento

cromatográfico pero su naturaleza no fue confirmada (Patnaik et al., 1993).

Lo más interesante de destacar en este aspecto es la diferencia con mamíferos

donde no se detectaron inositolfosfoceramidas. En células de mamíferos en lugar de haber

una transferencia de inositolfosfato a la ceramida para formar IPC, hay transferencia de

fosfocolina para formar la esfingomielina, esfingolípido mayoritario en los mamíferos.

También hay adición de glucosa y galactosa a la ceramida para dar esfingolípidos

complejos, pero no hay formación de IPC (Figura 12) (Dickson, 1998). Esta diferencia

con mamíferos hace, de la inhibición de la biosíntesis de la IPC, una alternativa atractiva

para la quimioterapia.

En el LPPG, glicoinositolfosfolípido componente mayoritario de la membrana de

formas epimastigote de T. cruzi, se encontró en cantidades apreciables

palmitoildihídroesfingosina junto con lignoceroildihidroesfingosina. El ácido lignocérico
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no se encontró en las IPC, por lo tanto, faltaría establecer en que paso de la biosíntesis del

LPPG es introducido ese ácido graso.

En levaduras la porción lipídica de la mayoría de las anclas GPI son ceramidas

diferentes a las encontradas en las IPCs (Fankhauser et al., 1993). La ceramida sería

introducida en el ancla GPI por remodelamiento luego de la adición a la proteína (Sípos et

aL, 1994). No se demostró aún en T. cruzí si el PI es precursor de la IPC por transferencia

del inositolfosfato del Pl a la ceramida como se describió para Saccharomyes cerevísíae

(Becker y Lester, 1980) ni si se lleva a cabo una reacción de remodelamiento en el GIPL

completo.

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

Trypanosoma y su biosíntesis a partir de [3H]-palmítico.



RESULTADOS YDISCUSION

CAPITULO 5
Análisis de lípidos libres deformas amastigote y su variación en el

proceso de diferenciación morfológica 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 morfológicas del Trypanosoma cruzi tienen diferentes

funciones en su ciclo de vida. La comprensión de los mecanismos involucrados en la

diferenciación de los distintos estadíos puede brindar medios efectivos para interferir

en el ciclo de vida del parásito.

Una comparación de los lípidos presentes en cada estadío del ciclo de vida

puede ser un camino útil en esta dirección y puede servir también para entender

algunos'de los mecanismos de la relación huésped-parásito. Los lípidos pueden servir

como marcadores bioquímicos de la diferenciación celular (Leon et aL, 1989).

En este capítulo se presenta el análisis de distintos lípidos que pueden

encontrarse formando parte de anclas GPI y que pueden originarse por acción de

fosfolipasas endógenas; y su variación en el proceso de diferenciación 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

diferenciación en amastigotes y epimastigotes de acuerdo a lo descripto por Andrews et

aL, 1987. Los parásitos (5x108) se mantuvieron en el medio de cultivo 0, 24, 48 o 72

horas para su diferenciación y luego fueron incorporados metabólicamente con ácido

9,lO(n)-[3H]-palmítico durante 2 horas. La misma incorporación se efectuó sobre

células epimastigotes. La composición de las células a los distintos tiempos de

diferenciación está dada en la Tabla 6.
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Tabla 6 - Composición celular a distintos tiempos de diferenciación in vitro de
Trypanosoma cruzi.

t de diferenciación Composición celular
0 h 90% trypomastigotes, 10% amastigotes
24 h 100% amastigotes
48 h amastigotes en transición a epimastigotes
72 h 50% epimastigotes

Las células de los distintos tiempos, incorporadas con [3H]-palmítico y liofilizadas

fueron extraídas con cloroformozmetanol (1:1, 3 x lml) y cloroformozmetanolzagua

(10: 10:3, 2 x lml). La Tabla 7 muestra la radioactividad extraída para cada tiempo.

Tabla 7 - Radioactividad extraída de las células diferenciadas por distintos
tiempos e incubadas con [3H]-palmítico por 2h.

t de diferenciación cloroformozmetanol cloroformozmetanolzagua
Oh 45 868 400 cpm 430 500 cpm

24 h 174 575 100 cpm 763 650 cpm
48 h 111 442 000 cpm l 551 750 cpm
72 h 126 536 800 cpm 902 100 cpm

epimastiggtes 141 958 900 cpm 927 600 cpm

En estos extractos se estudió principalmente la presencia de lípidos que pueden

encontrarse en anclas GPI. Con todos los puntos se trabajó en paralelo para poder hacer

un análisis comparativo.

Ceramida y alquilglicerol

Los extractos cloroformozmetanol fueron analizados por TLC en el solvente B (Figura

27). Como puede observarse en esta Figura además de la mancha mayoritaria

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

a un alquilglicerol.

Figura 27 —TLC y fluorografía de los lípidos obtenidos de células de T. cruzi luego de
períodos crecientes de diferenciación e incorporación con ácido [3H]-palmític0.
Trypomastígotes diferenciados 0, 24, 48 y 72 h (canales 1-4) y epimastigotes (canal 5) fueron
marcados metabólicamente con ácido [3H]-palmítico durante 2 horas. Los lípidos extraídos
con cloroformozmetanol (1:1) se analizaron por TLC utilizando cloroformozmetanol (38:3)
como solvente de desarrollo. Testigos: AAG, alquilacílglicerol; DAG, diacilglicerol; C,
ceramida; P, ácido palmítico; A, alquilglicerol.
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Una mejor separación de estos lípidos se obtuvo utilizando el solvente E como

solvente de desarrollo (Figura 28). Este solvente, donde la ceramida se separa poco del

origen se utilizó principalmente como paso de purificación de estos lípidos, presentes

en menor proporción, respecto al ácido graso.

O

1234 5
Figura 28 —TLC y fluorografía de los lípidos marcados con ácido [3H]-palmítíco
obtenidos de células de T. cruzi luego de períodos crecientes de diferenciación.
Los lípidos obtenidos de la misma forma que lo indicado en la Fig. 27 se analizaron por TLC
utilizando hexanozacetato de etilo (2:1) como solvente de desarrollo. Testigos: P, ácido
palmítico; 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

estándares de ceramida y alquilglicerol (Figura 29A). Sólo una pequeña cantidad de

estos lípidos pudo detectarse en formas trypomastigote con una mayor exposición de la

autorradiografia (canal 1).

A

—LDE

"'1'2' 43”"4 1 2 3 4

Figura 29 —-Análisis de las ceramidas obtenidas de las células luego de los distintos
períodos de diferenciación, como en la Figura 27.
A) TLC en cloroformozmetanol (38:3) de las ceramidas y alquilglicerol purificados de los

ácidos grasos por TLC en hexanozacetato de etilo (2:1) (Fig. 28).
B) RPTLC en cloroformozmetanolzagua (40210023) de las ceramidas eluídas de la placa A

canales 2-5.
C) Análisis de los productos obtenidos por metanólisis ácida 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 variación en la cantidad relativa de ceramida para cada punto se obtuvo por

elución de las manchas a los distintos tiempos. Las cuentas recuperadas se dan en la

Tabla 8.

Tabla 8 —Variación en la cantidad de ceramida radioactiva a los distintos tiempos
de diferenciación celular.

t de diferenciación 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 máxima de ceramida en

formas amastigotes disminuyendo a medida que las células se diferencian a

epimastigotes. Lo mismo ocurre para el alquilglicerol que sólo es detectado en células

de 24 h de diferenciación.

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 máximo en las formas amastigotes donde también es máxima la cantidad

de glicoproteína Ssp-4, anclada por GPl, que es progresivamente liberada al medio

durante el proceso de diferenciación (Andrews et aL, 1987, 1988).

Las ceramidas fueron analizadas también por RPTLC utilizando el solvente O

(Figura 29B). Como ceramida mayoritaria de detectó 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 eluyó de la fase

reversa y se sometió a metanólisis ácida. De acuerdo a lo esperado encontramos
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dihidroesfmgosina y una traza de esfmgosina como bases de cadena larga (Figura

29C).

El alquilglicerol también se eluyó de la Figura 29A y se lo identificó por

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

Acidos grasos

Los extractos cloroformozmetanol originales fueron también analizados por

RPTLC en el solvente R (Figura 30).

Los compuestos l-IlI fueron identificados como ácidos 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

único que cambió la movilidad con la hidrogenación fue el compuesto I.

De esta forma se pudo identificar los compuestos I, II y III como ácido

palmitoleico (Cm), ácido palmítico (Cm) y ácido esteárico (C1313).El ácido [3H]­

palmítico radioactivo utilizado como precursor fue principalmente elongado a ácido

esteárico y una menor proporción fue desaturado para dar palmitoleico. Es interesante

que en formas trypomastigote no detectamos ácido esteárico ni palmitoleico, el único

ácido graso encontrado es ácido palmítico.

Lo que se pudo observar es un aumento en la relación de esteárico a palmítico

durante el proceso de diferenciación de trypomastigotes a amastigotes y una

disminución durante la diferenciación de amastigotes a epimastigotes. Esteves et al.

(1989) informaron también cambios en la composición de ácidos grasos durante la

diferenciación de epimastigotes a trypomastigotes metacíclicos indicando que estos

podrían ser buenos marcadores bioquímicos de la diferenciación celular.

El compuesto V de la Fig. 30 no alteró su movilidad por saponificación ni por

hidrogenación y se metiló por tratamiento con BF3.MeOH. Estos datos y su movilidad

en RPTLC nos permiten sugerir que el compuesto V es un ácido graso saturado de por

lo menos 22 carbonos.
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I "CI420

II -C16:0

III 'C18:O

IV —PDE

V -EDE
VI —AAG

VII

Figura 30 —-RPTLC y fluorografía de los lípidos marcados con ácido [3H]-palmítico
obtenidos de células de T. cruzi como se describe en la Fig. 27.
Solvente de desarrollo: cloroformozmetanolzagua (40:8021). Testigos: Cm) y Cum, metil
ésteres de los ácidos palmítico y esteárico respectivamente; PDE, palmitoildihidroesfingosina;
EDE, estearoildihidroesfingosína; AAG, alquilacilglicerol.
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—c14;o, C16:1

‘ —C16:0
. -C18:0

Figura 31 —Análisis de los ácidos grasos eluídos 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 catalítícamente. Solvente de desarrollo: ácido
acéticozacetonitrilo (1:1). Testigos: C144),C154, C164),C181),ésteres metílicos de los ácidos
mirístico, palmitoleico, palmítico y esteárico respectivamente.
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Alquilacilglicerol

La estructura del compuesto VI (Fig. 30) con un Rf igual al del I-O-hexadecil­

2-O-palmitoilglicerol fue confirmada por saponificación y metilación. El análisis de los

productos obtenidos puede observarse en la Figura 32A. El alquilglicerol se eluyó de la

placa y se lo identificó como el hexadecilglicerol por RPTLC en el solvente P (Figura

32B).

Figura 32 -—Análisis de los productos obtenidos por saponificación del alquilacilglicerol
(compuesto VI, Fig. 30) y posterior metilación.
A) TLC en sílica. Solvente de desarrollo: cloroformozmetanol (38:3).
B) Análisis en RPTLC del alquilglicerol eluído de la placa A. Solvente de desarrollo:

cloroformo:metanol:agua (20:55:3).
Testigos: PM, palmitato de metilo; A, alquilglicerol; H, hexadecilglicerol; D, dodecilglicerol;
O, octadecilglicerol.
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Inositolfosfolípidos y precursores de GP]

Los compuestos más polares que quedaron en el origen en la placa de la Fig.

29A fueron eluídos y recromatografiados en el solvente A junto con los lPLs

previamente caracterizados de formas epimastigote (Figura 33A). Como puede

observarse se detectó un componente con el mismo Rf que la banda superior de la IPC

de epimastigotes (base: dihidroesfingosina), que también disminuye con la

diferenciación de amastigotes a epimastigotes.

Para descartar la presencia de esfingomielina, que en el solvente A tiene Rf

cercano a los IPLs, este compuesto se eluyó y se analizó por RPTLC en el solvente R

junto con el testigo de IPLs (Figura 33B). Como puede observarse, en esa figura no se

detectó radioactividad con el Rf de la esfingomielina. Esto indicaría que en T. cruzi no

hay incorporación de ácido palmítico radioactivo en esfingomielina.

En concordancia con esto Aeberhard el aL, (1980) observaron en epimastigotes

de T. cruzí (cepa Tulahuén) escasa radioactividad como esfingomielina por

incorporación metabólica de 1-['4C]-acetato. En esta misma cepa Racagni et aL, (1992)

no informan la presencia de esfingomielina en epimastigotes incorporados con 32P.

Antunes y Oliveira (1981) encuentran en epimastigotes alrededor de un 4% de

esfingomielina respecto a los fosfolípidos totales pero esta no es detectada entre los

fosfolípidos incorporados con 3|P. Tampoco se detectó esfingomielina por

incorporación de [3H]-palmítico en formas trypomastigotes de T. cruzz'(cepa Y) (Uhrig

et aL, 1997).

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

origen de la ceramida por acción de una esfingomielinasa.
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Figura 33 —Análisis de los lípidos más polares obtenidos por incorporación de [3H1­
palmítico en células diferenciadas.
A) El origen de la placa de la Fig. 29A se eluyó y cada punto se volvió a cromatografiar en

cloroformozmetanolzNH4OH 2,5M (15:10:2). Los IPLs radioactivos (canal 6) se
obtuvieron de células epimastigotes por incorporación metabólica de ácido [3H]-palmítico.

B) El compuesto con Rf similar a la IPC se eluyó de la placa A (canales 2-5) y se analizó por
RPTLC (canal l) junto con los IPLs de epimastigotes (canal 2). Solvente de desarrollo:
cloroform02metan012agua (40:8021). Testigo: EM, esfingomielina.
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Una alícuota del extracto cloroformo:metanol de células amastigotes se separó

en lípidos ácidos y lípidos neutros por cromatografía de intercambio aniónico débil

(DEAE-Sephadex) de acuerdo al método ya descripto para las formas epimastigote. La

relación de LN a LA encontrada fue de 19:1. Los IPLs presentes en la fracción de

lípidos ácidos se cromatografiaron junto con los lípidos ácidos radioactivos de fonnas

epimastigotes. Como se puede observar en la Figura 34 en este análisis comparativo

llama la atención la poca cantidad de PI respecto de IPC en amastigotes. Mientras que

en epimastigotes la relación 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 autorradiografía de los lípidos ácidos incorporados con [3H]­
palmítico extraídos de células epimastigotes (canal 1) y de amastigotes (canal 2).
Solvente de desarrollo: cloroformozmctanolzNH40H 2,5M (15: 10:2).
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La IPC eluída de estas placas se trató con PI-PLC y como era de esperar el

lípido extraído con butano] corrió en TLC como una ceramida (solvente B). En fase

reversa se pudo detectar mayoritariamente la palmitoildihidroesfingosina junto con una

pequeña 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 —Análisis de las ceramidas obtenidas por tratamiento de las IPCs de
amastigotes (canal 1) y epimastigotes (canal 2) con PI-PLC.
Solvente de desarrollo: cloroformozmetanolzagua (40210023). Testigos: PE, palmitoilesfin­
gosina; PDE, palmitoildihidroesfingosina; EDE, estearoildihidroesfingosina.
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Los extractos cloroformo:metanol:agua de las células de distintos tiempos de

diferenciación, fueron también analizados por TLC en el solvente H (Figura 36A).

Cuando el extracto de 24 h se trató 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 ocy [3.

B

123456 l
PI-PLC-+

de las células aoFigura 36 —TLC y fluorografía de los extractos dunufui
distintos tiempos de diferenciación.
A) Las células de distintos tiempos de diferenciación incorporadas con [3H]-palmítico

previamente extraídas 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 l), utilizando cloroformo:metanol:agua (10:10:3) como solvente de
desarrollo.
Extracto de células amastigotes (24h de diferenciación) sin tratar (canal 1) y tratado con
PI-PLC (canal 2). Solvente de desarrollo: cloroformozmetanolzagua (10: 10:3).

B
V
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Para el análisis de la porción lipídica, OLy [3se eluyeron de la placa, se trataron

nuevamente con PI-PLC y los lípidos extraídos con éter se analizaron en el solvente B.

Ambos corrieron con el Rf de un glicerolípido disustituído (Figura 37A) Al ser

reanalizados en el solvente D se detectaron en ambos casos los isómeros 1,2- y 1,3- del

AAG (Rf 0,48 y 0,37 respectivamente). Como se mencionó anteriormente este último

se formaría por migración del acilo de la posición -2. Para el compuesto 0Ltambién se

detectaron otros dos componentes con Rf 0,54 y 0,42 que no fueron identificados

(Figura 37B).

Estos precursores de GPI son más abundantes en amastigotes, disminuyen a las

48 h de diferenciación aumentando nuevamente hacia las 72 h y en los epimastigotes.

Es de señalar la ausencia de ceramida en estos compuestos.



RESULTADOS YDISCUSION

CAPITULO 6
Porción lipídica del ancla de la glicoproteína Ssp-4 de

Trypanosoma cruzi
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-AAG, DAG

“C -1,3-AAG

-1,3-DAG
' -l,2-AAG

-1,2-DAG

Figura 37 -—Análisis de los lípidos liberados por tratamiento de los compuestos a y B
con PI-PLC.
A) ocy [3se trataron con PI-PLC y los lípidos extraídos con éter se analizaron en TLC

(canal l y canal 2, respectivamente) utilizando cloroformozmetanol (38:3) como
solvente de desarrollo.

B) TLC de la porción lipídica de los compuestos ocy B eluídos de la placa A, canal l y 2,
respectivamente. Solvente de desarrollo: hexanozacetato de etilo (4:1).

Testigos: l,2-AAG, 1-O-hexadecil-2-O-palmitoilglicerol; 1,3-AAG, l-O-hexadecil-3-0­
palmitoilglicerol; 1,2-DAG, 1,2-dipalmitoilglicerol; 1,3-DAG, l,3—dipalmitoilglicerol; C,
ceramida.
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PORCION LIPIDICA DEL ANCLA DE LA GLICOPROTEINA Ssp-4 DE

TRYPANOSOMA CRUZI

ANCLAS GPIS EN TRYPANOSOMA CRUZ]

Frecuentemente, se encuentran, en tripanosomátidos, GPIS como anclas de

glicoconjugados a membrana (McConville & Ferguson, 1993).

La porción lipídica de estos GPls varía significativamente entre las distintas

especies y entre las formas de diferenciación dentro de una especie (Tabla 3, pág. 24).

En particular en T. cruzí se encontró AAG y una pequeña proporción de ceramida en el

ancla de la glicoproteína lG7 de formas metacíclicas (Heise et aL, 1995). La porción

lipídica del ancla de la glicoproteína Tc85 de formas trypomastigote (Couto et al.,

1993) que está involucrada en el proceso de invasión a la célula huésped (Alves et aL,

1986) es el l-O-hexadecilglicerol. El ancla GPl de las mucinas de epimastigotes

contienen exclusivamente l-0-alquil-2-O-acilglicerol mientras que más del 70% de las

mucinas de formas metacíclicas tienen una ceramida como lípido (Acosta Serrano et

aL, 1995) (Figura 7, pág. 26).

Este cambio que ocurre en la porción lipídica de las mucinas, cuando los

epimastigotes se diferencian a trypomastigotes metacíclicos, es muy interesante ya que

no ocurre lo mismo con la porción oligosacarídica que se mantiene invariable. Su

significado no está del todo claro pero podría correlacionarse con la habilidad de las

mucinas de las formas infectantes, de insertarse en la membrana de la célula huésped

durante la invasión (Ferguson, 1997). Otras glicoproteínas de formas metacíclicas

ancladas por GPI, como la lG7 que tiene predominantemente AAG, no son secretadas

al medio (Schenkman et aL, l993b).

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

trans-sialidasa de trypomastigote de cultivo celular (Agustí et aL, 1997) mientras que
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en los trypomastigotes metacíclicos sólo se encontró ceramida (Agusti et al., 1998). En

ambos casos la glicoproteína se secreta al medio.

En el LPPG, componente mayoritario de la membrana plasmática de formas

epimastigote se encontró hexadecilpalmitoil-glicerol o ceramida unidos al mismo

glicano en células en la fase exponencial de crecimiento (Lederkremer et al., 1993).

También se encontró ceramida en anclas de Dictyostelium díscoideum (Stadler et al.,

1989; Haynes et al., 1993) y en Saccharomyces cerevísíae (Conzelmann et al., 1992;

Fankhauser el al., 1993) pero no fue descripta en anclas de glicoproteínas de

mamíferos.

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

CRUZ]

La glicoproteína Ssp-4 es un antígeno de superficie especifico y mayoritario de

las formas amastigote y es un marcador del proceso de diferenciación, ya que es

detectada con anticuerpos monoclonales sólo en amastigotes recién diferenciados

(Andrews et al., 1987). Su masa molar es de 70-85 kDa y está anclada por GPI. La

Ssp-4 hidrofóbica puede convertirse por tratamiento con fosfolipasa C de T. bruceí en

la forma hidrofilica conteniendo el epitope CRD (Andrews et al., 1988).

En experimentos realizados con Ssp-4 marcada con [3H]-mirístico no se

encontró marca radioactiva en la glicoproteína inmunoprecipitada del medio de

incubación. Esto sugiere que la liberación de Ssp-4 que se produce progresivamente

durante la diferenciación de amastigotes a epimastigotes es mediada por hidrólisis de

un ancla GPI por acción de una PI-PLC endógena (Andrews et al, 1988).

En contraste con estos resultados no hay evidencia de liberación de

glicoconjugados mediados por PI-PLC en Leíshmania o en el Trypanosoma africano

(Mc Conville & Ferguson, 1993).
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La liberación de la Ssp-4 generaría en la superficie celular un glicerolípido o

una ceramida que podrían actuar como segundos mensajeros. La identificación de este

lípido es importante ya que se han descripto efectos opuestos en la regulación celular

para el DAG y la ceramida (Hannun, 1994; Sweeley, 1994). Esto nos llevó a estudiar la

porción lipídica de esta glicoproteína.

LIPIDO DEL ANCLA DE LA GLICOPROTEINA Ssp-4

Un lisado de amastigotes (1,5 x 109) marcados con ácido [3H]-palmítico se

inmunoprecipitó con anticuerpos monoclonales anti Ssp-4. El inmunoprecipitado se

extrajo con éter (2x0,5 ml) para remover los lípidos adsorbidos. Luego se trató con PI­

PLC de Bacillus thuringiensís y se reextrajo con éter (4x0,5 ml). El 83% de la

radioactividad se liberó por acción de la enzima. El lípido extraído con éter luego del

tratamiento enzimático se analizó por TLC en el solvente I (Figura 38). En esta Figura

se puede observar un compuesto con movilidad cromatográfica igual a una ceramida

(Rf 0,34) y otro con un Rf de 0,61.

Para descartar que el compuesto de mayor Rf sea un glicerolípido, se lo eluyó de

la placa y se lo re-analizó en el solvente B donde éste se separa bien del ácido graso.

Como se puede observar en el perfil de radioactividad (Figura 39) se descartó la

presencia de diacil o alquilacilglicerol en esta ancla.
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Figura 38 —-TLC y fluorografía de los lípidos liberados por acción de la PI-PLC de B.
thuringiensis sobre la glicoproteína Ssp-4.
Un inmunoprecipitado de la glicoproteína Ssp-4 radioactiva file tratado con PI-PLC y
posteriormente extraído con éter. El extracto se analizó en hexanoz2-propanol (9:1).
Testigos: AAG, alquilacilglicerol; DAG, diacilglicerol; P, ácido palmítico; C, ceramida
(palmitoildihidroesfingosina); A, alquilglicerol (l-O-hexadecilglicerol).
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Figura 39 - Análisis en TLC del compuesto de la placa de la Figura 38 con movilidad
cromatográfica igual al ácido palmítico.
Solvente de desarrollo: cloroformozmetanol (38:3). Testigos: P, ácido palmítico; DAG,
diacilglicerol; AAG, alquilacilglicerol..

El ácido graso detectado es probablemente parte del precursor original que no se

eliminó completamente en la primera extracción.

El Compuesto con igual movilidad que la ceramida (Fig. 38) se hidrolizó con

HClzmetanolzagua y luego de neutralizar se extrajo con éter. Los productos de la

hidrólisis se analizaron por RPTLC en el solvente S y se midió la radioactividad de la

placa obteniéndose el perfil de la Figura 40. De esta manera se detectaron dos picos,

uno correspondiente a djhidroesfingosina y otro al éster metílico del ácido palmítico.
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Figura 40 —Análisis en RP-TLC de los productos obtenidos por metanólisis ácida de la
ceramida eluída de la TLC de la Figura 38.
Solvente de desarrollo: ácido acéticozacetonitrilo (1:1). Testigos: Es, ácido esteárico; P, ácido
palmítico; DE, dihidroesfingosina; E, esfingosina.
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También se encontró palmitoildihidroesfingosina en el ancla de la trans­

sialidasa (SAPA) de formas metacíclicas (Agusti et al., 1998). Las ceramidas

encontradas en las mucinas metacíclicas (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 encontró el ácido graso de

Cm, (lignocéríco). De todos modos hay que tener en cuenta que la incorporación con

[3H]-palmítico puede no reflejar la composición real de las especies no radioactivas.

La palmitoildihidroesfingosina es también la ceramida libre mayoritaria de

formas amastigote y el hecho de que sea máxima la cantidad de esta ceramida a las 24

horas de diferenciación (Resultados, Parte 2, pág. 97) estaría de acuerdo con un origen

relacionado con la Ssp-4 que también es más abundante en ese punto de la

diferenciación. Estos resultados abren la posibilidad de que la ceramida pueda jugar un

rol en la diferenciación y proliferación celular en T. cruzí como se sugirió previamente

para mamíferos (Olivera et al., 1992).

Es interesante notar que las proteínas activamente liberadas al medio,

probablemente por acción de fosfolipasas C endógenas, están ancladas a la membrana

por ceramida. Este es el caso de las mucinas de trypomastigotes metacíclicos que se

mencionó anteriormente. Estas mucinas de 35/50-kDa estarían involucradas en la

invasión a la célula huésped. Una prueba de esto es que anticuerpos monoclonales

dirigidos contra estas mucinas son capaces de inhibir la entrada del parásito a la célula

(Yoshida et al., 1989; Ruiz et al., 1993). Los epimastigotes, que no pueden penetrar las

células de mamífero, contienen, en las mucinas, l-O-hexadecil-Z-O­

hexadecanoilglicerol como lípido del ancla. Este cambio en el lípido podría

correlacionarse con la creciente infectividad de las formas metacíclicas y con la

habilidad del parásito para liberar las mucinas en la invasión a la célula huésped.

La trans-sialidasa, enzima responsable de transferir ácido siálíco desde

glicoproteínas o glicolípidos del huésped a aceptores sobre la superficie del parásito, 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 lípido, tanto en formas trypomastigotes

como en trypomastigotes metacíclicos, una ceramida (Agustí et aL, 1997, 1998).

Otras proteínas que contienen glicerolípidos en el ancla GPI en lugar de

ceramidas, como el antígeno lG7 de T. cruzí, no son liberadas espontáneamente por el

parásito.

Es interesante resaltar también que en T. brucei o en Leíshmam'a no se ha

determinado hasta el momento ningún ancla GPI que contenga ceramida.
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Actividades defosfolipasas y lipasas en membranas de

Trypanosoma cruzi
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ACTIVIDADES DE FOFOLIPASAS Y LIPASAS EN MEMBRANAS DE

TRYPANOSOMA CRUZI

Las fosfolípasas tiene un rol importante en la generación de segundos

mensajeros (Liscovitch, 1992; Hannun, 1994) y una de las más estudiadas es la

fosfatidilinositol fosfolípasa C específica (PI-PLC) (Meldrum et al., 1991; Rhee et al.,

1989).

La utilización como sustratos de los IPLs, GIPLS y lípidos neutros radioactivos

obtenidos en este trabajo de tesis, y de un sistema de membranas de células

epimastigotes de T. cruzi, permitió demostrar la presencia en la membrana de varias

actividades enzimáticas.

Como se mencionó en capítulos anteriores, en las mucinas, el AAG es

reemplazado por ceramida cuando el parásito se diferencia de formas epimastigote a

formas metacíclicas (Acosta Serrano et al., 1995). En los GIPLS de formas

epimastigote AAG y ceramida están presentes en células en la fase logaritmica de

crecimiento (Lederkremer el al., 1993), mientras que en el LPPG de células en la fase

estacionaria de crecimiento sólo se encontró ceramida (Lederkremer et al., 1990). Estas

y otras variaciones sugieren que estarían ocurriendo en T. cruzi mecanismos de

remodelación, como se ha descripto para Saccharomyces cerevísiae (Conzelmann et

al., 1992; Sipos et al., 1997; Reggiori et al., 1997; Reggiori & Conzelmann, 1998).

Con el objeto de identificar las lipasas que podrían estar involucradas en

reacciones de remodelación en T. cruzi se utilizaron como sustratos exógenos los IPLs

y GIPLS radioactivos aislados previamente, los que se incubaron con membranas de

formas epimastigotes (Esquema 6). En una primera incubación se utilizó como sustrato

una mezcla de lPLs y membranas obtenidas de 5x108 células. La formación de lípidos

de menor polaridad que los IPLs (Figura 41), los cuales analizados por TLC en otros

sistemas de solventes, presentaban movilidades de ceramida, AAG y ácido graso; nos

llevó a estudiar la presencia de fosfolípasas de tipo C y A en la preparación 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 lípidos extraídos luego de la incubación con cloroform02metanolzagua

(lO: 10:3) y sometidos a partición con agua/butano] se analizaron por TLC.

-DAG, AAG
-A, C

-AG

PI­

IPC­

Figura 41 —TLC y autorradiografía de los lípidos extraídos luego de la incubación de los
IPLS con membranas de células epimastigotes de T cruzi (canal 2).
En el canal l se cromatografió como testigos una muestra de IPLS radioactivos. Solvente de
desarrollo: cloroformozmetanolsNH4OH 2,5M (1511012). Testigos: AAG, alquilacilglicerol;
DAG, diacilglicerol; A, alquilglicerol; C, ceramida; AG, ácido graso.
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PREPARAQIQ' N DE MEMBRANAS DE T. gruzi
IN BA I N NIN IT LF F LIPID IPL

CELULAS EPIMASTIGOTES
Lisis hipotónica
15' - 0°C

LAVADOS

l
CENTRIFUGACIÓN A lOO000 g, 1h a 4°C

l
INCUBACION CON 600 000 cpm de IPL

Buffer incubación: Tris-HCl 50 mM pH 7,4; TLCK 0,1 mM;
leupeptina 2,5 pg/ml; 0,1% Triton X-lOO

cloroformozmetan012agua (lO: 10:3)
2 h de agitación a T. amb.

CENTRIFUGAR

RESI U0 EXTRACTO ORGÁNICO

Llevar a seco
Partición agua/
utanol

l Extracción de lípidos con:

Extracción de lípidos con:
cloroformo: metanol: agua
(10: 10:3)

RESIDUO

AGUA BUTANOL

Análisis por
TLC

Esquema 6
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ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA C EN MEMBRANAS DE T. CRUZI

Para investigar una actividad de PI-PLC en membranas de T. cruzí los PI (Figura

42A) e IPC (Figura 428) radioactivos se incubaron a 30°C con las membranas (5x107

células) a distintos tiempos (15 min, 60 min, 120 min, 18h). Los lípidos se extrajeron y

se analizaron por TLC en el solvente A donde se pudo comprobar la formación de

lípidos menos polares que los IPLs en todos los canales menos en el control (IPLs

incubados en el buffer sin membranas, Figuras 42A y 428, canal 10).

Los compuestos de mayor movilidad I, Il y VI de la Figura 42 se eluyeron de la

sílica y se recromatografiaron en el solvente B (Figura 43A). El compuesto I presentó

movilidad similar al DAG y AAG (éstos no se diferencian en este solvente) (canal l).

El lípido II se identificó como alquilglicerol (canal 2) y el lípido VI, liberado de la IPC,

se identificó como ceramida (canal 3).

Para confirmar la identidad de los lípidos, el glicerolípido disustituído obtenido

del PI, se cromatografió en el solvente D que discrimina AAG de DAG. En este

solvente se pudo identificar el lípido I como AAG detectándose sólo trazas de DAG

(Figura 43B). Este resultado se confirmó por saponificación del AAG y posterior

análisis de los productos obtenidos (Figura 43C).

El hecho de que el isómero 1,3- sea más abundante se debe a una migración

intramolecular del acilo de la posición 2 durante la manipulación de las muestras,

fenómeno observado con frecuencia (Sjursnes & Anthonsen, 1994).
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Figura 42 —(A) Actividades de PLAl, PLAZ,PI-PLC y (B) de IPC-ácido graso hidrolasa e
IPC-PLC en membranas de T. cruzi.
PIs (600 000 cpm) (A) e IPCs (600 000 cpm) (B) marcados con ácido [3H]-palmítico y
purificados de células epimastigotes de T. cruzí, se incubaron con membranas de T. cruzí
(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 concentración 10 mM
se estudió en las incubaciones de 18h (CMPSA, canal 5; EDTA, canal 6; o-fenantrolina, canal
7; CaClz, canal 8 y MgClz, canal 9). Como control los PI e IPC se incubaron 18h en el buffer
sin las membranas (canal 10). Luego de la incubación los lípidos radioactivos se extrajeron
con cloroformozmetanolzagua (1011013), se llevaron a seco y se sometieron a partición con
agua/butano]. La fase orgánica se analizó por TLC utilizando cloroformo : metanol 1NH4OH
2,5M (1511012)como solvente de desarrollo. Testigos: DAG, diacilglicerol; A, alquilglicerol;
MAG, monoacilglícerol; AG, ácido graso; C, ceramida.
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. —1,3-AAG
Ii ‘ ' -1,3-DAG

i —l,2-AAG

a -l,2-DAG

Figura 43 —Análisis de los lípidos liberados por acción de una fosfolipasa C endógena
durante la incubación de los PI e IPC con membranas de epimastigotes de Trypanosoma
cruzz.
A) Los compuestos l, II y VI de la Fig. 42 se eluyeron y recromatografiaron en cloroformo :

metanol (38:3) (canales l, 2 y 3 respectivamente).
B) Análisis del glicerolípido eluído de placa A, canal l; en hexano : acetato de etilo (4:1).
C) El compuesto mayoritario con movilidad de alquilacilglícerol en placa B se eluyó y fue

saponificado en NaOH 0,1M en metano] 90%. Solvente de desarrollo: cloroformo :
metano] : NH3(C) (100:10: 1).

Testigos: AAG, alquilacilglícerol (l-O-hexadecil-2-O-palmitoilglicerol); DAG, diacilglicerol
(l,2-dipalmit0ilglícerol); C, ceramida (palmitoildihidroesfingosina); A, alquilglicerol (1-0­
hexadecilglicerol); P, ácido palmítico.
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La naturaleza de la ceramida liberada por incubación de la IPC con las

membranas, se analizó 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 Bacíllus thuringiensís

de la IPC remanente luego de 18 h de incubación (Figura 4ZB, canal 4) y de la IPC

control (Figura 42B, canal lO), se analizaron en la misma placa (Figura 44A, canales l

y 2 respectivamente). Como puede observarse no hay ninguna diferencia en la

composición de las mismas, lo que demuestra que todas las ceramidas son igualmente

liberadas por la IPC-PLC.

La estructura de las ceramidas liberadas por ación de la IPC-PLC endógena se

confirmó por metanólisis ácida y análisis de los productos obtenidos en TLC utilizando

el solvente C (Figura 44B). Se detectaron DHS y trazas de esfingosina junto con los

ésteres metílicos de los ácidos 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 incubación con las membranas (canal l) y de la IPC control (canal 2).
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PE

C PDE
EDE

Figura 44 —La ceramida liberada de la IPC por la PLC endógena tiene la misma
composición que la ceramida encontrada originalmente en la IPC, pero el ácido graso
radioactivo es intercambiado en parte por ácido graso frío.
A) Las IPCs incubadas con las membranas de T. cruzí 18h (Fig. 42, canal 4) y la IPC

control (Fig. 42, canal 10) se trataron con PI-PLC de Bacíllus thuringíensís. Los lípidos
se extrajeron con butanol y una alícuota se analizó por RPTLC (canales 1 y 2
respectivamente) junto con la ceramida liberada de la IPC por la PLC endógena (canal 3).
Solvente de desarrollo: cloroformo : metanol : agua (4021003).

B) Las ceramidas analizadas en el panel A, canales 1, 2 y 3 se sometieron a metanólisis
ácida y los productos se analizaron por TLC (canales 1, 2 y 3 respectivamente). Solvente
de desarrollo: cloroformo : metano] : NH4OH 2,5M (4021021).

Testigos: PE, palmitoilesfingosina; PDE, palmitoildihidroesfingosina; EDE, estearoil­
dihidroesfingosina; PM, palmitato de metilo; E, esfingosina; DE, dihidroesfingosina.
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Cuando se utilizó como sustrato la fracción conteniendo los GIPLs también se

pudo comprobar una actividad de Pl-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 lípidos extraídos, la aparición de un lípido menos

polar (Figura 45A, canal 3) que también se pudo visualizar a la hora de incubación en

una autorradiografia expuesta un período más prolongado. Para determinar la

composición del lípido generado, se lo eluyó y analizó en el solvente G. En la Figura

458 se pueden observar dos compuestos con Rf coincidentes con testigos de

palmitoildihidroesfingosina y lignoceroildihidroesfingosina respectivamente y otro

compuesto con la movilidad de un glicerolípido disustituído (canal l). También se

realizó un control de los lípidos liberados de los GlPLs por tratamiento con PI-PLC

comercial de origen bacteriano (canal 2). La naturaleza de las ceramidas se confirmó

analizando las mismas por cromatografia en fase reversa en el solvente Q (Figura 46A).

Como era de esperar se detectaron la palmitoildihidroesfingosina y la

lignoceroildihidroesfïngosina. Esta última se sometió a metanólisis ácida y el análisis

de los productos obtenidos se observa en la Figura 468. La única base detectada es

dihidroesfingosina.

Estos resultados ponen en evidencia la presencia, en la membrana de

epimastigotes de T. cruzi, de una fosfolipasa C que actúa sobre los Pl liberando AAG,

DAG y alquilglicerol; sobre las IPC liberando ceramida y sobre los GIPLs liberando

ceramida y AAG. El hecho de que estos sustratos se degraden sólo parcialmente puede

atribuirse al efecto de dilución producido por cantidades significativas de lPLs y GIPLs

endógenos 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 enzimáticas que solubilizan la me SG de T.

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

metacíclicas (Schenkman et aL, l988b, Cardoso de Almeida & Heise, 1993).
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Figura 45 - Análisis de los lípidos liberados en la incubación de los GIPLs con las
membranas de T. cruzi.
A) Los GIPLs marcados con [3H]-ácidopalmítico (500 000 cpm) purificados de células de T.

cruzí se incubaron a distintos tiempos (15 min, canal 1; 1 hora, canal 2 y 18 horas, canal 3)
y los lípidos se extrajeron como se describe en la Figura 42. La TLC se desarrolló en
cloroformozmetanolzagua (10:1023). En el canal 4 se muestra un control incubado sin
membranas.

B) El compuesto de mayor movilidad en el canal 3 (placa A), se eluyó y se recromatografió
utilizando cloroformo:metanolzNH4OH(c) (300:25:2) como solvente de desarrollo (canal
1). En el canal 2 se muestra un control de los lípidos liberados de los GIPLS por acción de
la PI-PLC bacteriana. Testigos: A, alquilglicerol; AAG, alquilacilglicerol; C, ceramida;
LDE, lignoceroildihidroesfingosina; PDE, palmitoildihidroesfingosina; P, ácido palmítico.
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Figura 46 —Análisis por TLC y fluorografía de las ceramidas obtenidas por tratamiento
con PI-PLC bacteriana de los GIPLs marcados con ácido [3H]-palmítico.
A) Las ceramidas obtenidas de los GIPLs se separaron del AAG por cromatografía en _

columna de sílica y se cromatografiaron en fase reversa. Solvente de desarrollo:
cloroform02metanolzagua (40: 10023).

B) La lignoceroildihidroesfingosina se eluyó de la placa, se sometió a metanólisis ácida y los
productos de este tratamiento se cromatografiaron en placa de sílica utilizando
cloroformozmetanolzNH4OH 2,5M (40: 10:l).

Testigos: PDE, palmitoildihidroesfingosina; LDE, lignoceroildihidroesfingosina; PM,
palmitato de metilo; DE, dihidroesfingosina.
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La ceramida es un componente del ancla de las glicoproteínas de T. cruzi que se

liberan del parásito. La glicoproteína Ssp-4 característica de formas amastigotes está

anclada por una ceramida (Bertello el aL, 1996). También la trans-sialidasa de formas

trypomastigote que es activamente liberada durante el período agudo de la infección

(Affranchino et aL, 1989) está anclada por una ceramida (Agusti et aL, 1997, 1998).

Esto sugiere que la actividad de IPC-PLC encontrada puede ser responsable de la

hidrólisis de estos antígenos con la consecuente liberación de ceramida. Por esto, los

niveles de esta enzima podrían 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 investigó el efecto de distintos reactivos sobre la

actividad de PLC (Figura 42A). Esta actividad se inhibió (40%) con lOmM pCMPSA

(canal 5). El pCMPSA es un reactivo que también inhibe la GPI-PLC de T. brucei

(Bülow & Overath, 1986; Hereld et aL, 1986; Bütikofer et aL, 1996) y las Pl-PLC

bacterianas (lkezawa & Taguchi, 1981). La máxima actividad se obtuvo con adición de

Ca2+(canal 8) aunque el EDTA (canal 6) no causó inhibición y no se observó ningún

efecto con MgClz (canal 9).

Cuando se utilizó IPC como sustrato (Figura 4ZB) la actividad de fosfolipasa C

fue completamente inhibida por concentraciones milimolares de pCMPSA (canal 5) y

parcialmente inhibida (45%) con EDTA (canal 6). Se observó muy poca activación con

Ca2+(canal 8) mientras que el Mg2+inhibió en un 60% (canal 9). Como está descripto

para otras PI-PLC (Low & Prasad, 1988; Bütikofer & Brodbeck, 1993) la o­

fenantrolina no inhibió la liberación de ceramida (canal 7).

De acuerdo con los datos obtenidos, la misma enzima podría estar actuando

sobre el PI y la IPC. Las pequeñas diferencias encontradas en los efectos de los

inhibidores podría deberse a una distinta interacción con los sustratos. Sin embargo no

puede descartarse la posibilidad de que estén actuando dos enzimas.
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ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASAS Al Y A2Y DE ACILTRANSFERASA

Como se puede observar en la Figura 42A, la mayor degradación que ocurre por

incubación de los Pl radioactívos con membranas de T. cruzi, es la liberación de ácido

graso.

El compuesto con el Rf de un ácido graso (AG) se eluyó de la sílica, se metiló y

se analizó por RPTLC en el solvente S antes y después de hidrogenarlo catalíticamente

(Figura 47, canales l y 2 respectivamente). Se observa que el compuesto principal tiene

la movilidad de ácido esteárico. La variación del perfil cromatográfico con la

hidrogenación sugirió la existencia de ácidos grasos insaturados. Para confirmar esto

los compuestos a y b del canal l se eluyeron separadamente, se hidrogenaron y se

volvieron a analizar (canales 5 y 6 respectivamente). Al hidrogenar el compuesto a se

obtuvieron los ácidos grasos Cm, y Cm, indicando la presencia en el compuesto

original de palmitoleico (Cm) y linoleico (Cm). El compuesto b se hidrogenó

parcialmente a CM indicando la presencia de palmítico (Cm) y oleico (Cm) en partes

aproximadamente iguales. En conclusión, el ácido graso liberado de los PI es

mayoritariamente ácido esteárico (ácido graso componente principal de los

glicerolípidos). También hay palmítico, ácido oleico y trazas de ácido palmitoleico y

linoleico.
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-Cl4:0/l6:l/1822

‘Clóz0/1821

_C18:0

Figura 47 - Análisis de los ácidos grasos liberados en la incubación de los IPL con
membranas de Trypanosoma cruzí por acción de una PLA], PLA2 e IPC-ací] hidrolasa
endógenas.
Los AG de las Fig. 42A y 42B se eluyeron de las placas, se metilaron y los ésteres metílicos se
analizaron antes (canales 1 y 3 respectivamente) y después de hidrogenar catalíticamente
(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). Solvente de desarrollo: ácido acético : acetonitrilo (1:1). Testigos: C1410,
CW, C1812,C1610,Cm y C13:0son los ésteres metílieos del ácido mirístico, palmitoleico,
linoleico, palmítico, oleico y esteárico respectivamente.
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Esta actividad de PLA endógena debe generar IisoPls. Para su identificación el

lípido V proveniente de los canales 1-3 de la Figura 42A y el lípido lll de los canales 2,

3, 5 y 6 se eluyeron y trataron con Pl-PLC de B. lhuringiensis. Los lípidos obtenidos en

este tratamiento se extrajeron con l-butanol y se analizaron por TLC en el solvente F.

Como se puede observar en la Figura 48A el lípido V generó un compuesto con la

movilidad del alquilglicerol (canal l) mientras que del compuesto III se obtuvo

monoacilglicerol (canal 3). El tratamiento con PI-PLC de la triple banda (canales 4 y 9)

generó alquilglicerol y monoacilglícerol (canal 2) indicando que el compuesto IV

corresponde a la forma isomérica del monoacilglicerol ya que sólo puede estar presente

el l-O-alquilglicerol.

Para confirmar la presencia de dos monoacilderivados alícuotas iguales de los

lípidos III-V se sometieron a saponificación o a tratamiento con PLA2. Los productos

de ambos tratamientos se cromatografiaron en placa y los resultados se muestran en la

Figura 48B. La liberación de ácido graso por tratamiento con PLA; (canal 2) confirma

la acción de una PLA¡ endógena sobre los Pl, que genera el 2-0­

acilglicerofosfoinositol. El hecho de que al saponificar se obtenga una mayor cantidad

de ácido graso radioactivo indica que el l-O-acilderivado también está presente. El

lípido III se pudo identificar como el 2-0-acilderivado ya que fue degradado por

tratamiento con PLA; comercial (Figura 48C).

Estos resultados pueden resumirse en lo siguiente:

Compuesto Estructura
III 2-0 "cr" ‘ ‘ ' " -'­
lV l-O-acilglicerofosfoinositol
V 1-0 ¡A Wu" Ufuafuiuuoiíui
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Figura 48 — Análisis de los liso-PIS obtenidos en las incubaciones de los PI con
membranas de T. cruzi
A) Los compuestos III, IV y V de la Fig. 42 se trataron con PI-PLC bacteriana, los lípidos

radioactivos se extrajeron con butano] y se analizaron por TLC en cloroformo : metanol :
NH4OH(c) (100: 10:1). Canal 1, lípido liberado del compuesto V; canal 2, lípidos liberados
de los compuestos III-V y canal 3, lípido liberado del compuesto III.

B) Los compuestos III-V de la Fig. 42 se saponificaron (canal l) o se trataron con PLA2
(canal 2), los lípidos se extrajeron con butanol y se analizaron por TLC en cloroformo :
metanol : NH4OH 2,5M (15: 10:2). '

Testigos: A, alquilglicerol; MAG, monoacilglicerol; P, ácido palmítico.
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Para investigar la composición de los lípidos presentes en los PI remanentes

luego de la incubación con las membranas, sc eluyó el Pl del canal 4 de la Figura 42A,

se trató con PI-PLC bacteriana y el lípido se analizó junto con el lípido del PI control

(Figura 42A, canal lO). Como puede observarse en la Figura 49A, en el PI incubado 18

h con las membranas sólo se detectó AAG (canal l), mientras que en el control se

detectaron AAG y DAG (canal 2) en concordancia con lo que se había encontrado

previamente (Bertello el aL, 1995).

Luego de saponificar el AAG (Figura 49A, canal l) la mayor parte de la

radioactividad se encontró en el grupo alquilo (Figura 49B, canal l). La relación

alquilglicerol/ácido graso obtenida por elución y cuantificación de la radioactividad

fue de 12,4 para el AAG obtenido del PI remanente luego de 18 horas de incubación,

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 ácido graso del AAG luego de la

incubación indica la presencia de una aciltransferasa, que introduciría ácido graso no

radioactivo, luego de la acción de la PLA2 sobre el (AAG)—PI. Esto está en

concordancia con la relación de radioactividad encontrada en los productos de

saponificación del AAG liberado por acción de la PI-PLC endógena (Fig. 43C).

Lo mismo estaría ocurriendo sobre el (DAG)—PI.En este caso los dos ácidos

grasos removidos por acción de una PLAl y una PLAZestarían siendo intercambiados

por ácidos grasos fríos, ya que no se detecta DAG radioactivo en los PI luego de la

incubación. Por otra parte no se observa una cantidad de liso-PIS acorde con la cantidad

de ácido graso liberado. Esto refuerza la idea de que una aciltransferasa introduce ácido

graso no radioactivo proveniente de las membranas.

La remoción del ácido graso radioactivo del (AAG)-PI demuestra la acción,

sobre éste, de una fosfolipasa A2. Por otra parte, la hidrólisis completa del DAG

radioactivo durante la incubación, confirma la acción sobre los (DAG)-PI de una

fosfolipasa AI y de una fosfolipasa A2. Probablemente, sea la misma PLA2 la que da

origen al l-O-alquilderivado y al l-O-monoacilderivado.
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-AAG

-DA_G

Figura 49 —El ácido graso radioactivo del glicerolípido es intercambiado por ácido graso
frío durante la incubación de los PI con las membranas de T. cruzi.
A) Los PI remanentes luego de 18h de incubación con las membranas (Fig. 42A, canal 4) y

los PI control (Fig. 42A, canal lO) se eluyeron de la sílica y se trataron con 0,35 unidades
de PI-PLC de B. thuríngiensís. Los lípidos se extrajeron con butanol y se analizaron en
hexano : acetato de etilo (4:1) (canales l y 2 respectivamente).
Los glicerolípidos de la placa A se eluyeron, se saponificaron y analizaron con
cloroformo : metanol : NH3(c) (300:25:2). Canal l, 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.

B
V
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La incubación de los GlPLs, permitió demostrar que éstos también son sustratos

de la PLAZ, ya que la mancha cercana al origen, en la Figura 458, canal l, se pudo

identificar como ácido graso en otro sistema de solventes. Por otra parte, se puede

observar en la Figura 458, que la radioactívidad en el AAG (canal l) es

significativamente menor que en el mismo glicerolípido obtenido de los GIPLs por

acción de la PI-PLC comercial, y no se detectó alquilglicerol a pesar de que se produce

la liberación de ácido graso del AAG. Estos resultados indican que una aciltransferasa

que introduce ácido graso no radioactivo está actuando también sobre los GIPLs.

También se logró incorporar ácido palmítico radioactivo en los GIPLs utilizando

este sistema de membranas. Se incubó [3H]-palmítico con membranas de formas

epimastigote de T. cruzí. Luego de la incubación los lípidos se extrajeron con

cloroformozmetanolzagua (lO:lO:3) y se sometieron a partición agua/butanol. El

extracto acuoso se llevó a seco y se resuspendió en cloroformozmetanolzagua (10: 10:3).

Este extracto se cromatografió en el solvente H, y como se puede observar en la Figura

50, a las l8 horas (canal 3) se detectan por autorradiografia lípidos más polares

radioactivos. De esta manera se confirmaría la acción de una aciltransferasa en nuestro

sistema de membranas que intervendría en el remodelamiento o intercambio de ácidos

grasos en los precursores de los GPI.

La actividad de PLAl se describió en otros trypanosomátidos (Hambrey et aL,

1981), pero no hemos hallado menciones de tal actividad en T. cruzi. Los resultados

obtenidos por los investigadores indican para las especies patógenas un nivel

relativamente alto de PLAl con niveles muy bajos o no detectables de PLAZ. Por su

parte, Opperdoes & van Roy (1982) también caracterizaron y localizaron una

fosfolipasa Al en T. bruceí,‘ más del 90% en forma soluble y el resto unida a

membrana. Esta enzima fue incapaz de hidrolizar la unión éster de la mÍVSG

(Hambrey et aL, 1986). En T. bruceí también se ha descripto una PLAl asociada a la

membrana, que genera ácido graso libre a partir de liso-fosfolípidos, y una

aciltransferasa (Bowes el aL, 1993).
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Figura 50 —Incorporación de ácido [3H]-palmíticoen precursores GPI de membrana.
Membranas de T. cruzi se incubaron con ácido [3H]-palmítico a distintos tiempos (15 min,
canal l; l hora, canal 2 y 18 horas, canal 3). Los lípidos radioactivos extraídos se analizaron
por TLC y autorradiografia utilizando cloroformozmetanolzagua (1011023) como solvente de
desarrollo. Testigos: P, ácido palmítico.



Actividades defosfolipasas y lipasas de T. cruzí Resultados y discusión ¡38

A diferencia de lo que ocurre en T. brucei, en T. cruzí no se encontró DAG ni en

los GIPLs libres, ni en las anclas de proteínas. Por otra parte, el AAG presente en los

GlPLs siempre se identificó como hexadecil-2-O-palmitoilglicerol, mientras que en los

precursores PI radioactivos el hexadecilglicerol está esterificado principalmente con

ácido esteárico tanto en epimastigotes (Bertello et aL, 1995) como en trypomastigotes

(Uhrig et aL, 1996) y en las muestras frías de epimastigotes se determinaron oleico y

linoleico. Estos resultados sugieren que se está llevando a cabo un intercambio de ácido

graso. Aunque este intercambio de ácido graso fue extensamente estudiado en T. brucei

(Masterson et 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 incubación de las IPC radioactivas con las membranas de T. cruzi también

se observa, al igual que para el Pl, liberación de ácido graso (Fig. 42B). Aunque el

sustrato no pudo purificarse completamente del Pl, la radioactividad de éste no puede

dar cuenta de todo el ácido graso libre encontrado.

El compuesto que comigró con el testigo de ácido graso (AG Fig. 42B) fue

eluído, se lo metiló y se analizó por RPTLC en el solvente S antes y después de

hidrogenarlo catalíticamente (Figura 47, canales 3 y 4 respectivamente). Como puede

observarse en esa Figura, no hubo una variación significativa del perfil con la

hidrogenación. Cuando la mancha superior del canal 3 fue eluída e hidrogenada sólo se

detectó una pequeña cantidad de ácido esteárico (canal 7), indicando la presencia de

muy poco ácido oleico. Este podría provenir de la pequeña contaminación de la IPC

con PI, (palmítico y esteárico se habían encontrado como ácidos grasos en las IPC,

Bertello et aL, 1995).

La relación de radioactividad para la base de cadena larga/ácido graso es de

1,4 en la IPC original mientras que en la ceramida liberada por la IPC-PLC endógena
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es de 4,8. La menor radioactividad encontrada en el ácido graso de la ceramida liberada

en la incubación sugiere una actividad de aciltransferasa que introduce ácido graso frío.

Estas enzimas podrían ser responsables de una reacción de remodelamiento que

introduzca ácido lignocérico, adquirido del medio, en el LPPG, ya que este ácido graso

no se encontró en las IPC.

En los Esquemas 7 y 8 se da un resumen de las distintas actividades de

fosfolipasas en membrana de T. cruzi activas sobre PI e IPC respectivamente y los

productos generados por las mismas.

PLA2 PLA1
AG + + _—-—-——r ‘— .AG + +

acútransferasa aciltransferasa

El El I El

Ü LF“! IOH OHOC16H33 o o o OH 0

Ii 0_C| C16H33:0 O=C — o

c' :3:
lisoPIs R=alquil o acil [ÍSOPI

iPI-PLC i PI-PLC l PI'PLC

dHOIHiJ)I ¿HolnolclóHg H“ ¿HOI ¿R ([HOÍ OH
I I_ A1 uil ' 1

O-C q ghcem O=C O:C

Ï‘MAG AAGy DAG ¿MAG

Esquema 7 —Fosfolipasas en membranas de T. cruzi activas sobre PI (AG, ácido
ngO)
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. IPC-acilhidrolasa

E lPC-acihlansferasa + AG

H2N OH

PI-PLC

/VV\NV\/\S?——z

I

ceramida

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

Para evaluar la presencia de deacilasas que liberen ácido graso de lípidos neutros

se realizaron dos experimentos independientes incubando [3H]-DAG/AAG y [JH]­

ceramida con membranas. Como se puede ver en la Figura Sl, la generación de ácido

graso a partir de estos lípidos neutros es lenta en comparación a la formación de ácido

graso a partir de los IPLs correspondientes. Sólo una traza de ácido graso es liberada de

los glicerolípidos y ceramida a la primer hora de incubación (canales l 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 ácido graso se genera

antes de que sean detectadas cantidades significativas de lípidos neutros, y que la

presencia de inhibidores de la fosfolipasa C durante la incubación, no afecta la

liberación del ácido graso de los fosfolípidos. Estos datos confirman que las actividades

de PLA están involucradas en la generación de los ácidos grasos, aunque no se puede

excluir una pequeña contribución de las lipasas que actúan sobre los lípidos neutros.



RESULTADOS YDISCUSION

CAPITULO 8
Biosíntesis de glicoinositolfosfolmidos en Trypanosoma cruzi.

Incorporación de [aH]-GlcNAc en sistema in vitro
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Figura 51 - Actividad de lipasa sobre DAG/AAG y ceramida
DAG/AAG (200 000 cpm) o ceramida (500 OOOcpm) marcados con [3H]-ácido palmítico
obtenidos a partir de los IPLs se incubaron con las membranas de T. _cruzídurante 1h y 18 h
(canales 1 y 2 para el DAG/AAG; canales 4 y 5 para la ceramida). Los lípidos se extrajeron
como se describe en la Figura 42. Se realizaron controles incubados 18 h sólo con el buffer
(DAG/AAG, canal 3 y ceramida, canal 6). La TLC se desarrolló en cloroforrno : metanol :
NH4OH 2,5M (15:10z2). En el canal 7 se muestra un testigo de IPLs de T. cruzi radioactivbs.
Testigos: C, ceramida; DAG, diacilglicerol; P, ácido palmítico. '
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BIOSINTESIS DE GLICOINOSITOLFOSFOLIPIDOS EN TRYPANOSOMA

CRUZ]. INCORPORACION DE [3H]-GlcNAcEN SISTEMA IN VITRO

La fomia más frecuente de unión de las proteínas a la membrana en el T. cruzí

es a través de un ancla GPI (Fig. 4). Dado que el parásito depende de interacciones

célula-célula para la supervivencia en el vector o el huésped mamífero, es probable que

una droga que interfiera en el metabolismo de los GPI y por lo tanto en la inserción de

las proteínas en la membrana, pueda ser utilizada exitosamente en quimioterapia.

La biosíntesis de GP] fue ampliamente estudiada en T. brucei (Masterson et al.,

1989; Doering et al., 1989; Menon et al., 19903, l990b; Morita et al., 2000) y en

células de mamífero y levaduras (Stevens & Raetz, 1991; Sugiyama el 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 et al.,

1996). En este parásito, se analizaron los productos formados por incorporación de

manosa a partir de GDP-[JH]Man utilizando un sistema de membranas, pero los

precursores obtenidos no fueron caracterizados en detalle. Tampoco se definió el

primer paso de biosíntesis, o sea, la incorporación de GlcNAc.

Distintos tipos de lípidos están presentes en las anclas GPI de distintos

organismos. En el T. cruzi la situación es peculiar ya que se pueden encontrar dos tipos

de lípidos muy distintos, ceramida y AAG. Muchas veces estos lípidos en el GPI

difieren de la composición lipídica dc los ll’Ls que sc presentan como los puntos de

partida naturales para la biosíntesis de GPI (Bütikofer et al., 1992; McConvílle &

Ferguson, 1993; Patnaik et al., 1993; Doering et al., 1994; Acosta Serrano et al., 1995).

Esta diferencia, puede deberse a la especificidad de la GlcNAc transferasa que inicia la

biosíntesis de los GPI transfiriendo la GlcNAc al IPL. En ese caso, seleccionaría una

población de IPLs que podría no ser la más abundante.
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En el caso del T. cruzi, donde se han encontrado muchas anclas con ceramida,

resulta interesante investigar en cuál etapa de la biosíntesis ésta es introducida.

Este mecanismo de introducción de la ceramida se estudió intensamente en

Saccharomyces cerevisiae, donde se encontró ceramida en las anclas de GPI de

glic0proteínas maduras pero no en los precursores (Conzelmann et al., 1992; Sipos et

al., 1994, 1997; Reggiori et al., 1997; Reggiorí & Conzelmann, 1998). En este caso, se

llegó a la conclusión, de que tiene lugar un proceso de remodelamiento que reemplaza,

en el GPI unido a la proteína, el glicerolípido por una ceramida sintetizada “de novo”

(Reggiori & Conzelmann, 1998).

Hasta este momento no se habían realizado estudios sobre los primeros pasos de

la biosíntesis del GPI en T. cruzi, que aclararían si la IPC, tan abundante en este

parásito, puede ser aceptora del primer azúcar, que es la GlcNHz, o si la ceramida entra

por un proceso de remodelamiento.

Por este motivo, en este trabajo se procedió al estudio del primer paso de la

biosíntesis de GPI en el T. cruzí, o sea, la incorporación de GlcNAc a partir de UDP­

[3H]-GlcNAc.

INCORPORACION DE GlcNH2 A PARTIR DE UDP-6-[3H]-GlcNAc

Para estudiar esta primera etapa del camino biosintético de los GPI, se utilizó un

sistema de membranas, que permite la incorporación de azúcares radioactivos a partir

de los nucleótidos (como la UDP-ó-[JH]-GlcNAc), para los cuales las células vivas son

impermeables. Esto posibilita la síntesis in vitro de precursores radioactivos de estas

anclas.

Las membranas utilizadas en estos experimentos fueron preparadas por lisis

hipotónica de células epimastigotes de T. cruzí, en forma similar a lo descripto para T.

brucei (Masterson et al., 1989, Menon et al., l990a).

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 parásitos previamente con

tunicamicina, para impedir la incorporación de la [3H]-GlcNAc en oligosacáridos

involucrados en la N-glicosilación de proteínas.

Luego de la incubación, los glicolípidos radioactivos se extrajeron con

cloroformo:metanol:agua (lO:lO:3), de acuerdo a lo descripto en la parte experimental

(Esquema 9) y se analizaron por TLC en el solvente A y posterior autorradiografía

(Figura 52).

JNQQQBEQBAQJQNDE gilgNflz a partir de UDP-PH I-QlQNAc
Membranas (1x108 cél).
Lavado con buffer l

Centrifugado a 100 000 g lh a 4 °C

INCUBACIÓN c/2-5 uCí UDP-[3H]-GlcNAc
Buffer incubación: (Buffer l + ATP l mM)

Extracción de lípidos con:
cloroformo:metanol:agua (10: 10:3)
2 h de agitación a temperatura ambiente

Centrifugado

Resrduo Extracto Orgánico

Secado

Partición
agua/butanol

Agua Butanol

lAnálisis por TLC
Esquema 9

Buffer l: Hepes 50mM pH 7,4, MnClz SmM; MgClz SmM; KCl 25mM; DTT 0,5mM, TLCK O,lmM y
leupeptina ¡pg/ml
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5 30 120 300 900
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Figura 52 - Incorporación de glucosamina en precursores endógenos, en presencia de
membranas de T. cruzi.
Las membranas de T. cruzi se incubaron con UDP[3H]GlcNAc a distintos tiempos. Los
glicolípidos radioactivos se extrajeron y analizaron por .TLC y fluorografía utilizando
clorofonnozmetan012NH4OH (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

incorporación de [3H]-GlcNH2en aceptores endógenos presentes en las membranas del

parásito.

Los cinco compuestos detectados (I-V) se eluyeron de la sílica y en primer lugar

se los trató con PI-PLC para identificar los precursores de GPI. Luego del tratamiento

con PI-PLC se extrajo con butanol y se contó la radioactividad de la fase acuosa y la

fase orgánica. Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 9 - Distribución de la radioactividad, luego del tratamiento con PI-PLC y
extracción con butanol de los posibles precursores GP] marcados con [3Hl­
GlcNHz.

Compuesto Radioactividad fase acuosa (cpm) Radioactividad fase orgánica (cpm)

I 1050 130

II 560 2500

III 3270 350

IV 1800 4200

V 5000 250

Estos datos indican que los compuestos I, III y V son sensibles al tratamiento

con PI-PLC, ya que al liberarse la porción lipídica, 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

glicolípidos intermediarios en la N-glicosilación de proteínas. Sin embargo, puede

notarse que con el compuesto IV cocromatografia otro compuesto, IV’, que sería

sensible a la PI-PLC y responsable de la radioactividad encontrada también en la fase

acuosa. Con estos resultados se procedió a la caracterización de estos cinco

compuestos.
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Compuesto I

Este compuesto se saponiflcó y luego de extraer la fase acuosa con butanol se

comprobó que la radioactividad quedaba repartida entre ambas fases (Esquema lO).

Las cuentas de la fase acuosa, debidas a [3H]-GlcN, debían provenir de un

glicolípido con un lípido totalmente saponificable (DAG o MAG). Las cuentas que

permanecieron en el butano] debían provenir de un glicolípido que no se saponifica o

que al saponificarse conserva una porción hidrofóbica que lo retiene en la fase orgánica

(ceramida o alquilglicerol en el primer caso, AAG en el segundo).

La movilidad cromatográfica de este compuesto, muy poco menor que el PI y

mayor que la IPC, nos permite sugerir, que el componente lipídico debe ser un

diglicérido, DAG y AAG.

El compuesto I por otra parte, no fue sensible al tratamiento con HNOz. Por lo

tanto, en lugar de tener la GlcNH2 libre la tiene N-acetilada. La estructura propuesta

para el mismo es:

CHZOH
0 HO

OH

H o“ o OH

"NAc (I)

HO—Ï|’=O
O-DAC/AAG

GlcNAc-Inositol-P-DAG/AAG
I

Esta es la primera estructura glicosilada determinada en la bíosíntesis del ancla de la

VSG de T. brucei.

CJHZOH

o jo.:OH HN—02> NOREACCIONAH o“ o ü OH
NAc (¡J C3H20H

HO-l'l’zo Pl-PLC o Ho OH

O—DAG/AAG z H OH oo
DAG/AAG NAc O\¡',=O

¿H
FASE ACUOSA
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o O

[3H]GlcNAc—Inositol-II)I—OH [3HJGIcNAc—Inositol-i>'—0H

(€1.12 CH2

CIH_OCOR CH-OCOR
CHZ-OCOR Hz-OR'

NaOH 0,1 M
37° C, lh

II O
[3H]GlcNAc—Inositol-P-OH [3H]GlcNAc-Inositol-i>I—OH

(lleó CH2
CII-l-OH CH-OH

I

CHz-OH CHz-OR'

FASE ACUOSA FASE ORGANICA

Esquema 10

Compuesto [I

A este compuesto, resistente al tratamiento con PI-PLC, se lo sometió a una

hidrólisis ácida muy suave. Se lo trató con HC] lN : propanol (1:1), 15 minutos a

50°C, tratamiento que hidroliza la unión glicosídica-fosfato de los dolicoles fosfato­

azúcar (Menon et al., 1990a).

Luego de extraer con butanol se detectó la radioactividad en la fase acuosa. Esta

fase acuosa se cromatografió en capa delgada con testigos de GlcNAc, GlcNHz y N,N,­

diacetilquitobiosa. Como puede observarse en el perfil de radioactividad obtenido al

contar la sílica de la TLC (Figura 53), se encontró GlcNAc.

La estructura propuesta para este compuesto, es entonces la de uno de los

precursores de la N-glicosilación de proteínas (Parodi & Leloir, 1979):

GlcNAc-P-P-dolicol

II
Los dolicoles se describieron inicialmente en tejidos de mamífero. 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 parásitos protozoarios se han

encontrado de ll a 13 residuos de isopreno (Parodi & Quesada Allué, 1982; Quesada

Allué & Parodi, 1983).
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(GlcNAc); É

61‘:an GlcNAc

600

cpm

cm

Figura 53 - Los compuestos II y IV de la Figura 52 se sometieron a hidrólisis ácida suave y
sus fases acuosas se analizaron por TLC en el solvente N. La sílica se raspó de la placa y se
contó la radioactividad. C II, compuesto II; C IV, compuesto IV.

CHZOH

OH _ _

O O /CH3

NAc- IL—O—IL—OCH2CH2CH—CH2—(CH2C=CHCH9-CH2-CH=C\
H3 ¿H3 9-11 CH3

H

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

+CIV



Biosímesis de GlPLs en T. cruzi Resultados y discusión ISI

Compuesto III

Este compuesto, sensible al tratamiento con PI-PLC, se sometió a condiciones

de saponificación; y a diferencia de lo ocurrido con el compuesto I, en este caso luego

de la extracción, la radioactividad se recuperó mayormente en la fase orgánica

(Esquema ll). Sólo un 10% de la radioactividad quedó en la fase acuosa. Esto nos

permitió descartar al DAG o al MAG como principales lípidos de este compuesto.

Unicamente hay una pequeña proporción de alguno de ellos.

Para obtener mayor información, el compuesto III se trató con PLAZ. Como se

puede observar en la Figura 55, la variación de la movilidad cromatográfica producida

por este tratamiento (canales l y 2) confirmó la presencia de un glicerolípido con un

ácido graso acilando la posición 2. Por lo tanto, el lípido presente en este compuesto es

principalmente un AAG y sólo hay una pequeña cantidad de DAG.

Por tratamiento del compuesto III con HNO; y posterior reducción con NaBH4,

se obtuvo AHM radioactivo, como es de esperar cuando tenemos GlcNHz radioactiva

no N-acetilada.

La estructura propuesta para este compuesto es:

CHZOH
o HO

OH

HOo“ o OH

Mi, ?
HO- P= O

0- AAG

GlcNHz-lnositol-P-AAG
III
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C’HZOH
o HO

OH CJHZOH H OH

H OH . OH ¡{N02 O ü—> OH H OH
IN": (I) OH o (I)

HO-II’=O HO_¡I,=O

0-AAG l O_AAG
NaBH4

CJHZOHo
OH

OH 2OH

LiAHM*

O

o [3H]GIcNH2—Inositol-i>'—0H
CH

[3H]GlcNH2-Inositol-H—OH I 2

CH NaOH (EH-OH
¡2 CHTOR

CH-OCOR
FASE ORGANICA

9
[3H]GlcNH2-Inositol-ÍJ—OH

912
CH-OH

CHz-OR

Esquema ll

Compuestos I Vy IV’

La resistencia parcial de este compuesto a la PI-PLC, sugiere que está

constituído 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 saponíficación y extracción con butanol, la radioactividad también

quedó repartida en las dos fases como ocurrió luego del tratamiento con PI-PLC, (fase

orgánica: 1600 cpm, fase acuosa: 920 cpm).

El producto extraído en la fase orgánica se volvió 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 acílado, resistente a PI-PLC. Luego de este tratamiento,

toda la radioactividad volvió a recuperarse en la fase butanólica, lo que permitió

descartar esta alternativa.

Compuestos IV y lV’

l) Saponificación
2) Extracción con butano]

Fase acuosa l Fase orgánica 1
(920 cpm) (1600 cpm)

l) PI-PLC
2) Extracción con butanol

Fase acuosa 2 Fase orgánica 2
(1500 cpm)

Hidrólisis ácida
suave para azúcar-l-P

Fase acuosa 3 Fase orgánica 3
(¡200 cpm)

TLC

Figura 53

Esquema 12

El compuesto IV recuperado en la fase orgánica 2, se sometió a hidrólisis ácida

suave para detectar la presencia de dolicol-fosfato-azúcar. Se utilizaron dos

tratamientos alternativos, HCl 1M : propanol (1:1) 15 minutos a 50°C (Menon et aL,
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l990b) o HCl 0,1N, 10 minutos a lOO°C (Masterson et aL, 1989). En ambos casos la

radioactividad se recuperó en la fase acuosa. Para identificar el producto de la reacción,

éste se cromatografió en capa delgada en el solvente N.

En la Figura 53, se puede observar el perfil de radioactividad obtenido al raspar

y contar la sílíca de la placa. La muestra mostró la movilidad de la N,N’­

diacetilquitobiosa (GlcNAc-(B l-4)GlcNAc).

Por otra parte, el tratamiento con PLA; no afectó 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 biosíntesis

de glicoproteínas es Dol-P-P-GlcNAc-GlcNAc (Parodi & Leloir, 1979) proponemos

esta estructura para el compuesto IV.

El compuesto IV’ sensible a PI-PLC sería un precursor GPI. Dada la poca

cantidad de este compuesto obtenida y su alta impurificación con el derivado del

dolicol, no se confirmó esta estructura. Como se comcntará más adelante en este

capítulo podría ser un precursor del compuesto V.
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PLAz - + - +

Figura 55 - Tratamiento con PLA; de los compuestos III y IV (Fig. 52).
Luego del tratamiento con PLAZ, se extrajo con butanol y este extracto se analizó 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 l y 2) y compuesto IV (canales 3 y 4). Testigos: P, ácido palmítico; PI,
fosfatidilinositol.
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Compuesto V

Este compuesto, sensible a la PI-PLC, fue también totalmente saponificable.

Dado que el tratamiento con PLAZ no afectó su movilidad cromatográfica podemos

concluir que la porción lipídica de este precursor es un MAG.

Una vez hidrolizado el lípido del compuesto V por tratamiento con PI-PLC o

por saponificación, se trató la fracción soluble en agua con HNO; y posteriormente se

redujo con NaBl-I4.Luego de eliminar las sales, el producto obtenido se cromatografió

en capa delgada (solvente M) (Figura 56) junto con un testigo de AHM radioactívo

(canal l), preparado a partir de GlcNH2 por tratamiento con I-IN02 y NaBJH4. Como

puede observarse en el canal 2, la muestra presentó una movilidad menor al AHM.

La mayor polaridad de este compuesto sugería que estaría fosfatado, por lo cual,

la fase acuosa obtenida luego del tratamiento con PI-PLC, se trató con fosfatasa

alcalina, seguido de desaminación reductiva (Esquema 13). Como se puede observar en

el canal 3, luego de este tratamiento, la muestra presentó el mismo Rf que el testigo de

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

H o
OH

P-GlcNHZ- OH
O

I

Ho—il>=o
O-MAG

P-GlcNHz-Inositol-P-MAG
V

La presencia de un grupo fosfato unido a la glucosamina en el compuesto V,

sugiere su relación con el LPPG, muy abundante en epimastigotes, el cual posee un

grupo aminoetilfosfónico (AEP) unido a esa GlcNHz (Fig. 5) (Lederkremer et aL,

1991). Es posible que in vivo la GlcNHz se sustituya directamente por AEP a partir del

dador adecuado.

No se determinó la posición del fosfato en la glucosamina. Es posible que esté

en la posición —6ya que en el LPPG el aminoetilfosfónico se encuentra sustituyendo

esa posición.
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Figura 56 —TLC y autorradiografia del compuesto V tratado con HN02/NaBH4 (canal 2) y
tratado con fosfatasa alcalina y HNOz/NaBH4 (canal 3). En el canal l se muestra el testigo de
anhidromanitol radioactivo. Solvente de desarrollo: propanolzNH40Hzagua (7:1:2).
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El producto de mayor movilidad que puede observarse en los canales 6, 9 y ll

(Fig. 57) podría corresponder a un precursor con el inositol acilado, GlcNHz-acilPI,

como se ha encontrado en levaduras (Orlean, 1990; Conzelmann et aL, 1992), pero no

ha sido caracterizado.

INCUBACIÓN EN PRESENCIA DE VANADATO DE SODIO

Teniendo en cuenta que el vanadato puede influir en la fosfatación ya que es

inhibidor de las ATPasas del tipo P, como las Ca2+-ATPasas y la Na+/K+-ATPasa

(Finbow & Harrison, 1997), se llevó a cabo una incubación de las membranas con

UDP[3H]-GlcNAc en presencia de vanadato de sodio.

En la Figura 57 se puede observar que la incubación en presencia de vanadato

de sodio, (canal l4) disminuye la síntesis del compuesto V. Por otra parte, también se

observa paralelamente un aumento del compuesto lV’, lo cual sugiere que éste es un

precursor del compuesto V. Como se mencionó anteriormente ambos compuestos son

saponificables y son insensibles al tratamiento con PLAZ.

INCORPORACIÓN DE GlcNH2 EN MEMBRANAS TRATADAS CON

TUNICAMICINA

Para confirmar las estructuras propuestas para los compuestos II y IV se

realizaron nuevas incorporaciones (Figura 57) utilizando membranas de parásitos

previamente incubados con tunicamicina, inhibidor específico del primer paso de la

síntesis de oligosacáridos unidos a dolicol (Schwarz & Datema, 1982). La tunicamicina

es un antibiótico producido por Streptomyces lysosuperflcus que inhibe

específicamente la síntesis de dolicol-P-P-N—acetilglucosamina (Parodi & Leloir,

1979).
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La naturaleza de los compuestos ll y IV quedó así confirmada, ya que su síntesis

se inhibió cuando se utilizaron parásitos incubados previamente con tunicamícina

(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-GlcNAc. Este disminuye hacia los 30

minutos, tiempo en el que aumenta el dolicol-P-P-GlcNAcz. Esto está de acuerdo con

el origen de este último a partir del compuesto Il según esta reacción (Parodi & Leloir,

1979):

Do]icol-P-P-N-acetilglucosamina+ UDP-N-acetilglucosamina —>

Dolicol-P-P-MM-diacetilquitobiosa + UDP

Se han descripto enzimas que catalizan la síntesis de dolicol-P-P-N­

acetilglucosamina en numerosos tejidos de mamífero, insectos, plantas y en S.

cerevisiae (Parodi & Leloir, 1979).

La función de estos intermediarios lipídicos en la glicosilación de proteínas fue

ampliamente estudiada en el T. cruzi por Parodi y col. (Parodi & Quesada-Allue, 1982;

Parodi & Cazzulo, 1982; Parodi et aL, 1983; Bosch et al., 1988).

En la Figura 57 también se observa a los 120 minutos (canal l l) un aumento en

la intensidad de la doble banda correspondiente a los compuestos IV y IV’. A este

tiempo, aparentemente se formaría con mayor intensidad el precursor GPI IV’, cuya

síntesis no es inhibida por la tunicamicina (Fig 57, canal 12).
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IV­

ÜL ‘n
És“

Tunic - +GTP-----—+-—+Vanad— - - + —

Figura 57 - Incorporación de GlcNHz en aceptores endógenos presentes en membranas
de T. cruzi.
Membranas de T. cruzi fueron incubadas con UDP-[3H]GlcNAc 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
radioactívos fueron extraídos y analizados por TLC en el solvente A.



Biosíntesis de GIPLSen T cruzi Resultadosy discusión 162

INCUBACIÓN EN PRESENCIA DE GTP

En células de mamífero, Stevens describió el efecto del GTP como estimulante

de la desacetilacíón de GlcNAc-PI (Stevens, 1993). En T. cruzi, en nuestras

condiciones experimentales no observamos ninguna variación, por el agregado de GTP

lmM, en la formación 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-GlcNAc utilizando un sistema de membranas y las estructuras

propuestas.

Tabla 10 - SENSIBILIDAD DE LOS INTERMEDIARIOS MARCADOS CON
[3H]-GlcNAcA TRATAMIENTOS QUIMICOS Y ENZIMATICOS

Banda PI-PLC HNOz PLA2 Saponificación Acido suave Estructura sugerida

I + — + GlcNAc(AAG,DAG)PI

H _ _ +(G1cNAc) DPPGleNAc

III + +(AHM) + + GlcNH2(AAG)PI

IV _ - +(GlcNAc)2 DPHGiGNAGh

IV, + _ + GléMMoáeiDPI ?

V + +(P-AHM) - + i’filc’NHz-(b/soaeüB

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 GlcNH2para la formación de anclas GPI con ceramida, en contraposición a

la hipótesis 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
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biosintético de los GPI por medio de un remodelamiento lipídico, como se describió en

S. cerevisíae (Conzelmann et al., 1992; Sipos et al., 1994, 1997; Reggiori et al., 1997;

Reggiori & Conzelmann, 1998).

Avala esta hipótesis también, el hecho de que en los precursores encontrados en

el extracto cloroformozmetanolzagua de células amastigotes, susceptibles al tratamiento

con PI-PLC, no se encontró ceramida sino glicerolípidos unidos al glicano (pág. 108).

Aparentemente la GlcNAc transferasa sería selectiva hacía los PI, ya que en el

compuesto I tanto AAG como DAG estarían presentes. El hecho de encontrar sólo

AAG y MAG en los siguientes intermediarios y sólo trazas de DAG en el compuesto

III, podría explicarse considerando la presencia de una PLA; que actúe 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 porción lipídica como es el caso de la VSG, la

glicoproteína más importante de T. brucei (Ferguson et al., 1985).
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CAPITULO 9
Síntesis química y enzimática de alquilacilgliceroles
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SINTESIS QUIMICA Y ENZIMATICA DE ALQUILACILGLICEROLES

Los lípidos del tipo 1-0-alquil-2-O-acilglicerol fueron descriptos como

componentes de GlPLs y de anclas GPI unidas a proteínas (McConville & Ferguson,

1993) (Esquema 14). En particular, se detectó l-0-hexadecil-2-0-hexadecanoilglicerol

en los GIPLs de formas epimastigote (Lederlcremer et aL, 1993) y en varias anclas de

T. cruzi, como la del antígeno 1G7 de formas metacíclicas (Heise et aL, 1995) y de las

mucínas aceptoras de ácido siálico de formas epímastigote (Acosta Serrano el aL,

1995)

"’É'ÍS__É

N

__Ï_
O’IIO

6 ll

Mana]— 2Manal— 6\ OH
Manal—4GcNH2al-—O OH

O

-o_l=o
(I)

‘1 12

CI12mm
l

a l2()R

Esquema 14

La necesidad de tener testigos de este tipo de lípidos para nuestros estudios

estructurales de los IPLs y de GPI de T. cruzi, nos llevó a encarar la síntesis de estos

compuestos que no son comerciales. Se utilizó un método enzimático, que no había
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sido utilizado anteriormente para monoacilar alquilglicerol, cuyo mayor beneficio fue

la simplicidad del procedimiento; y un método químico que permitió obtener un mayor

rendimiento del isómero deseado.

USO DE LIPASAS EN SOLVENTES ORGANICOS

Las enzimas son proteínas altamente especializadas con actividad catalítica. Si

se las compara con otros catalizadores, la principal ventaja de éstas es su gran

versatilidad, selectividad y eficiencia. Las velocidades de reacción pueden acelerarse

en varios órdenes de magnitud aún trabajando en condiciones de reacción suaves,

temperatura ambiente y pH cercano al neutro. Las lipasas están entre los

biocatalízadores más versátiles y ampliamente empleados en química orgánica

(Klibanov, 1990).

En la literatura se puede ver el incremento en los últimos años de la utilización

de enzimas como catalizadores en solventes orgánicos (Zaks & Klibanov, 1984, 1985;

Kirchner et al., 1985; Klibanov, 1986). El sentido de la reacción de las enzimas

hidrolíticas se invierte en un medio orgánico y el equilibrio termodinámico se

desplaza, favoreciendo la síntesis por sobre la hidrólisis (Klibanov, 1990; Dordick,

1992).

El reemplazo del agua por un solvente orgánico favorece la solubilidad de los

sustratos y productos orgánicos y hace posible llevar a cabo numerosas reacciones que

no pueden competir con la hidrólisis, cuando se realizan en medio acuoso. También

permite aislar y purificar con mayor facilidad los productos orgánicos y la

recuperación de la enzima, que se mantiene insoluble en la mayoría de los solventes.

Aún en un medio orgánico el agua es necesaria, ya que participa en las

interacciones no covalentes que mantienen la conformación catalítica activa nativa de

la enzima (Gubicza & Szakács-Schmidt, 1994), pero sólo es realmente necesaria la

presencia de una monocapa de agua alrededor de la enzima, que se denominó agua
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esencial (Klibanov, 1986, 1989). Los solventes de grado analítico 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 hidrofóbicos,

favorecen que el agua esencial permanezca asociada al biocatalizador (Klibanov,

1986).

Como una medida de la hidrofobicidad del solvente se propuso el parámetro log

P, coeficiente de partición del solvente entre octano y agua (Laane et al., 1987). En

general se observó que la actividad enzimática es alta para solventes con log P mayor

de 4 y baja para los que tienen log P menor de 2. Si bien este parámetro ha resultado

satisfactorio para numerosas reacciones enzimáticas, es un tanto rígido 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 hidrolíticas que no requieren de cofactores. Estas enzimas

catalizan la hidrólisis de lípidos formados por glicerol y ácidos grasos, pero al

utilizarse en un ambiente carente de agua pueden actuar como enzimas sintéticas

catalizando reacciones de esterificación y transesterificación.

Las lipasas aceptan como sustratos no naturales un amplio rango de estructuras

(Chen & Sih, 1989) y en solventes orgánicos pueden ser tan activas como en sus

entornos biológicamente naturales (Zaks & Klibanov, 1985).

Actualmente hay una gran cantidad de lipasas de diversos orígenes, que han

encontrado aplicación a nivel industrial y que son comercialmente accesibles a bajo

costo.

Además las lipasas se han utilizado ampliamente en la síntesis e hidrólisis de

ésteres de ácidos grasos (Bomscheuer, 1995; Kwon et aL, 1995; Millqvist et aL,

1994).

En este trabajo utilizamos como sustrato el l-0-hexadecil-rac-glicerol para

esterificarlo con distintos ácidos grasos. Se sabe que el compuesto que se encuentra en

los productos naturales es el isómero sn, ópticamentc activo. A pesar de esto
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A distintos tiempos se tomaron alícuotas de la mezcla de reacción, las cuales se

analizaron por cromatografía gaseosa. Se prepararon los trimetílsililderivados de los

compuestos y se analizaron utilizando una columna capilar no polar corta (HP-l, 12

m). Se desarrolló un método en el que se logró una óptima separación de los 2-0-acil y

de los 3-O-acílderivados (condiciones Aii). En los casos en que fue necesario

cuantificar los productos, se utilizó el 5a-colestano como estándar interno. Una corrida

cromatográfica típica se puede observar en la Figura 58. La ausencia del 2,3-di-O-acil­

derivado se controló por TLC pues no se puede detectar por CGL dado su alta

retención en la columna.

Como se puede observar en la Figura 58, el isómero 3-O-acilado fue el producto

principalLde la reacción. Ambos isómeros se purificaron en forma preparativa por

cromatografia en columna de ácido silícico (Unisil), lo que permitió también recuperar

el reactivo utilizado en exceso y reciclarlo.

Los dos isómeros de posición para los derivados monopalmitoilados se

caracterizaron por ll-l-RMN (Figura 59) y l3C-RMN y los datos cromatográficos se

obtuvieron para todos los análogos preparados (Tabla l l).
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Figura 58- Cuantificación por cromatografía gaseosa capilar de los productos de la
síntesis enzimática. Las muestras tomadas a los distintos tiempos de reacción se analizaron
como trimetilsilil derivados en una columna capilar HP-l (12m x 0,20mm). Las condiciones
de corrida fueron las siguientes: T°=245°C (l min), aumentando a 3°C/min hasta 255°C y
luego a 9°C/min hasta 320°C. Los picos corresponden a: ácido palmítico (1,626min), 1-0­
hexadecílglicerol (3,650min), S-a-colestano (6,575min), l-O-hexadecil-2-O-palmitoilglícerol
(13,79lmin) y l-0-hexadecil-3-0-palmitoilglicerol (14,185min).
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Figura 61 —Espectro de lH-RMN del l-0-hexadecil-2-0-hexadecanoílglicerol (A) y del
l-0-hexadecil-3-0-hexadecanoilglicerol (B).
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Tabla ll - Datos cromatográficos de los monoésteres del l-0-hexadecilglicerol

Monoéster del l-O-hexadecilglicerol“ CGL tr (min)" TLC (110° RPTLC (R1)cl

2-0431“) 13.213 0.50 0.31

3_0_CM:0 13.565 0.63 0.31

2_0_C¡6:0 15.196 0.50 0.26

3_0_C¡6:o 15.671 0.63 0.26

2_0_C18:2 17.470 n.d. 0.30

3_0_Cl8:2 18.] l5 n.d. 0.30

2_O_Cl8:l 17.475 n.d. 0.27

3_O_C¡&¡ 18.140 n.d 0.27

2_0_C¡8:0 17.798 0.50 0.23

3_0_C¡8:0 18.455 0.63 0.23

E2-0-Cl4;o = 2-0-miristoil-l-0-hexadecilglicerol, ctc.

b Cromatografia gaseosa (CGL) de los trimetilsilil derivados usando una columna capilar HP­

l (0.2mm x 12 m). Programa de temperatura del horno: 245°C (l min) hasta 255°C a 3°C/min

y hasta 320°C a 9°C/min. tr= tiempo de retención.

° Cromatografía en capa delgada (TLC) en silica gel 60 (Merck) usando como solvente

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

d Cromatografía en capa delgada de fase reversa (RPTLC) en RP-l8 F254s(Merck) usando

como solvente clorofonno/metanol/agua (40:l00:3, v/v/v).

Como se puede ver en la Tabla l l por TLC en sílica es posible diferenciar los

dos isómeros. El 3-0-acilderivado siempre presenta mayor movilidad que su isómero

2-O-acilado, sin embargo, no es posible diferenciar entre homólogos de distinta

longitud de cadena. Esto sí es posible en RP-TLC, donde no es posible diferenciar

entre los dos isómeros, o sea, que ambos métodos se complementan. Para caracterizar

los derivados insaturados es necesario cromatografiarlos antes y después de su

hidrogenación.
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Por CGL, en las condiciones utilizadas se logró separar los isómeros de todos

los homólogos. 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 retención de las distintas especies individuales (Roberts

et al., l988b). En ese caso se encontró l-estearil-2-estearoilglicerol, l-estearil-Z­

oleoilglicerol y l-oleil-2-estearoilglicerol.

La diesterificación del l-O-alquil-sn-glicerol con ácido eicosapentanoico y

docosahexadecanoico fue descripta por Haraldsson y Thorarensen (1994). Estos

autores utilizaron la lipasa de Cándida antárctica y en las condiciones experimentales

que utilizan no detectaron el l-0—alquil-2-acilglicerol.

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

derivados de hexadecilglicerol por acción 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 búsqueda de las condiciones más efectivas para la esterificación del 1-0­

hexadecilglicerol con ácidos grasos, esta reacción se realizó en distintos solventes. Las

dos lipasas utilizadas fueron capaces de catalizar la reacción de esterificación con

distintos ácidos grasos, pero se utilizó la lipasa de Pseudomona sp y el ácido palmítico

en los análisis cuantitativos. Los solventes empleados fueron tolueno, diclorometano y

diisopropiléter. Los primeros ensayos se realizaron en hexano, pero como no se

lograba obtener una buena solubilización del sustrato, a pesar de observarse un alto

rendimiento por cromatografia en capa delgada se descartó este solvente para el

análisis cuantitativo. La enzima fue capaz de esterificar al sustrato en los tres solventes

pero como se puede observar en la Figura 60, resultó ser más efectiva en

diclorometano, donde se logró 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 estaría

de acuerdo con los trabajos que relacionan la polaridad del solvente con una

disminución de la actividad enzimática (Miller et al., 1988). Lo que no se puede

explicar de esta forma es la mayor actividad en CHZCIZen comparación con el tolueno.

Probablemente en este caso tenga alguna influencia las características del reactivo y su

solubilidad.

Klibanov y col. utilizaron la lipasa de Cándida cylíndracea para esterificar

distintos ácidos carboxílicos con butanol. Entre los solventes utilizados, tolueno y

hexano fueron igualmente efectivos. En cloroformo, la reacción fue significativamente

más lenta y en butiléter más aun (Kirchner et aL, 1985).

En concordancia con nuestros resultados, la esterificación del 1-0­

octadecilglicerol con ácido oleico catalizada por la lipasa pancreática porcina es muy

inhibida en dietiléter, y en contraste con nuestros datos, no se produce la esterificación

en diclorometano (Meusel et aL, 1992). Esto probablemente se deba al corto período

de incubación (5h) utilizado por estos autores.

Sin embargo, la lipasa de Mucor miehei resultó activa en un solvente clorado.

En tricloroetano, la síntesis 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 inmiscíbles

con el agua, mientras que, en los solventes miscibles con el agua no son activas.

Como se dijo anteriormente, el agua mantiene la integridad conforrnacional de

la proteína. Por lo tanto, se puede suponer que al extraer el solvente, el agua esencial

de la proteína, se produce un cambio estructural resultando en una conformación no­

activa.
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Figura 60 —Influencia del solvente en el rendimiento total de los monopalmitoil­
derivados del l-0-hexadecilglicerol.
La esten'ficación fue catalizada por la lipasa de Pseudomona sp a distintas temperaturas: A)
25°C, B) 33°C, C) 45°C y D) 55°C.



Sínlesis química y enzimática de alquilacilgliceroles Resultados y Discusión l75

En nuestras condiciones experimentales, luego de 72 horas de reacción con la

lipasa de Pseudomona sp, se obtuvo una mezcla de los 2- y 3-monoglicéridos en

relación 1:5, 1:6 y 1:13 en diisopropiléter, tolueno y diclorometano respectivamente.

Esto demostraría la influencia del solvente en la regioselectividad de esta enzima.

Gubicza y Szakács-Schmidt (1994) demostraron la influencia del solvente sobre la

actividad y la enantioselectividad de una lipasa, en la esterificacíón de ácidos

propiónicos sustituídos en la posición 2. La selección del solvente más adecuado

resulta importante entonces, a la hora de optimizar una reacción enzimática.

El rendimiento del l,3-derivado siempre es mayor que el del 1,2. Esto está de

acuerdo con el hecho de que las lipasas normalmente demuestran una fuerte

preferencia por alcoholes primarios como sustratos, más que por los secundarios,

debido al impedimento estérico. Por lo tanto, la acilación en las posiciones terminales,

es considerablemente más veloz que la de las posiciones medias (Haraldsson et al.,

1995).

En la Figura 61 se pueden observar los rendimientos parciales de cada isómero

a 2 temperaturas y en dos de los solventes utilizados. A pesar de que para la síntesis

total se obtiene un mayor rendimiento en CHzClz, para la síntesis del isómero 2-0­

acilado es más favorable el uso de tolueno.
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Figura 61 —Rendimientos en 1-O-hexadecil-2-O-palmitoílglicerol y l-O-hexadecíl-3­
O-palmitoilglicerol en función del tiempo, para la esterificación catalizada por la lipasa de
Pseudomona sp a distintas temperaturas: A) 33°C y B) 45°C.



Efecto de la temperatura de reacción

La Figura 62, muestra el efecto de la temperatura de reacción, sobre la

esterificación catalizada por la lipasa de Pseudomona sp, en distintos solventes. Hasta

los 55°C, que fue la mayor temperatura utilizada, el rendimiento de la reacción

aumentó con la temperatura, excepto en CHZCIZdonde la velocidad inicial es mayor a

55°C pero luego de las 30 horas alcanza su valor de saturación (Figura 62A).

Una característica importante de las enzimas es la gran estabilidad de las

mismas en solventes orgánicos, 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 esterificación de

glicerol con etil estearato en acetonitrilo o heptano, usando la lipasa de Cándida

antarctica aumentó con la temperatura, encontrándose entre 60-80°C el rango óptimo

de reacción; 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 transesterificación,

utilizando una lipasa pancreática porcina, observaron que la reacción se acelera al

aumentar la temperatura de 25 a 60°C (Kirchner et aL, 1985).
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Figura 62 - Efecto de la temperatura de reacción en el rendimiento total de
monopalmitoilderivados del l-O-hexadecilglicerol. La esterificación file catalizada por la
lipasa de Pseudomona sp en distintos solventes A) CH2C12,B) tolueno y C) diisopropiléter.
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SINTESIS QUIMICA DEL l-0-l-lEXADEClL-2-O-HEXADECANOIL-rac­

GLICEROL Y DEL l—O-HEXADEClL-3-O-HEXADECANOIL-rac-GLICEROL

Estos compuestos se prepararon de acuerdo al Esquema 16. Como reactivo de partida

se utilizó el 1-0-hexadecílglicerol al igual que para la síntesis enzimática. En este

caso, el alcohol primario fue protegido selectivamente por tritilación con cloruro de

tritilo, en trietilamína y 4-N,N—dimetilaminopiridína (4-DMAP) (Chaudhary &

Hernandez, 1979).

CHZ-OCI6H33 'CH2_OC¡6H33 ICHZ—OC¡6H33h Cl C H COOH

CH-OH ¿(fu-on %> ¡CH-OOOCHHM
GHz-OH CHZ-OCPh3 CH2—OCPh3

l 2 3

TFAzTolucno (1:6)
0°C. 5 min.

(¡3'12’0C16H33 CH2— OCI6H33

(EH-OCOCHHJ'+
CH2_OH CH2_OCOC|5H3¡

4 5

Esquema 16
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Luego de 18 horas no se detectó material de partida por TLC. En el solvente K

el compuesto 2 presentó un Rf = 0,46. Este derivado tritilado cristalizó en etanol

obteniéndose con un 96% de rendimiento. Luego de recristalizarlo en el mismo

solvente, se determinó su punto de fusión (p.f. 48-49°C) y se lo caracterizó por

espectroscopía de RMN.

El compuesto 2 se aciló a temperatura ambiente con ácido palmítico en

presencia de l,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 espectroscopía de

RMN. La acilación enzimática 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 trítilo. Estos resultados difieren con los obtenidos

por Kim y Choi (1992), quienes logran acetilar por transesterificación el derivado 1­

tritilado del 3-Cl-l,2-propanodiol, utilizando la lipasa de Pseudomona sp, en tolueno.

Este caso y el nuestro se diferencian en el tamaño de los sustituyentes del alcohol

(CHZCl vs OC¡6H33)y en el volumen del acilante (acetato vs ácido graso de cadena

larga).

Para destritilar el compuesto 3 se intentaron distintos métodos con el fin de

minimizar la migración del grupo acilo al alcohol primario, fenómeno bien conocido

en la preparación de 2-monoglicéridos (Sjursnes & Anthonsen, 1994). Se utilizó TFA

en butanol (1:3), para detener la reacción se diluyó con butanol y luego se evaporó.

También se utilizaron resinas de intercambio aniónico débil y fuertemente básicas para

llevar a neutralidad (MacCoss & Cameron, 1978).

El mejor rendimiento de l-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 completó la destritilación, obteniéndose una mezcla de los isómeros 1,2 y 1,3 en

relación 2 a l. Esta relación se obtuvo al analizar la mezcla de reacción por CGL.

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

por Ogawa & Horisaki (1983), quienes utilizaron el 3-0-bencil-sn-glicerol como
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compuesto de partida. Este fue tratado con BuZSnOa reflujo en toluenozmetanol (10:1)

y el producto de esta reacción fue alquilado (71% rendimiento), acilado con cloruro de

palmitoilo en piridina y sometido a hidrogenólisis (98% rendimiento). Los

desplazamientos químicos, sólo informados para la posición 2 del glicerol (SH4,99 (m)

y 6C 72,91) son similares a los encontrados para el compuesto 4 en este trabajo de

tesis.

l-O-Hexadecil-3-O-hexadecanoilglicerol fue aislado de un coral

(Subrahmanyam et aL, 1992). Los datos de espectroscopía de RMN están de acuerdo

con nuestros resultados obtenidos para el compuesto 5, aunque los autores no asignan

las señales del espectro de l3C-RMN.

El método enzimático como se dijo anteriormente, es un método de un único

paso muy sencillo, para lograr la monoesterificación 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 más adecuado cuando se quieren obtener ambos

isómeros. De acuerdo a los resultados obtenidos, las síntesis de estos compuestos se

realizaron en tolueno a 55°C ya que en estas condiciones, además de tener un buen

rendimiento total, se obtuvo una relación del derivado 1,3- a 1,2- más favorable hacia

el 1,2- en comparación con lo que ocurre en CHZClz.

El método químico desarrollado, permite obtener una mayor proporción del 2­

0-acil derivado, aunque en un mayor número de pasos. Este método sería más

adecuado en el caso que se necesite obtener una gran cantidad del derivado natural.

También desarrollamos en nuestro laboratorio un método quimio-enzimático

para la síntesis de estos compuestos, que no se incluye en esta tesis (Salto et al., 1997).

En este método se diacila el l-O-hexadecilglicerol en presencia de DCC. Luego, por

alcohólisis enzimática, se remueve selectivamente el ácido graso de la posición 3

utilizando una lipasa 1,3-regioespecífica de Mucor mieheí. Este método permite

obtener el isómero l-O-hexadecil-2-O-acilglicerol con mayor rendimiento y en una

forma muy sencilla.
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Es de señalar que en el aislamiento del compuesto natural que es el l-O-alquil­

2-O-acilderivado generalmente se detecta también el isómero 3-0-acilado que se

forma por migración a la posición primaria más favorecida, por lo cual, es útil contar

con ambos isómeros para su caracterización.
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CAPITULO 10
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INSTRUMENTAL UTILIZADO

El instrumental de laboratorio utilizado fue el siguiente:

La radioactividad se midió en un contador de centelleo líquido RackBeta (Wallac).

Las evaporaciones de solventes se llevaron a cabo bajo presión reducida en un

evaporador rotatorio, bajo corriente de nitrógeno o en un Speed Vac plus, Savant.

Para muestras acuosas también se utilizó un liofilizador Freeze Mobile 6 (Virtis).

Las centrifugaciones se realizaron en una centrífuga Dynac (Becton Dickinson), en

una microcentrífuga Microfuge 12 (Beckman), en una centrífuga refrigerada

Damon IEC B-20A o en una ultracentrífuga Beckman.

Los tratamientos enzimáticos y en general las incubaciones a temperatura

controlada se realizaron en un baño termostático Electrotem o en un agitador con

control de temperatura New Brunswick Science, INNOVA 4000.

Las hidrogenaciones catalíticas se llevaron a cabo en un equipo PARR, Instrument

Company, Inc.

Los poderes rotatorios se midieron en polarímetros Perkin Elmer 141 o Perkin

Elmer 343 en microceldas de l dm de longitud a temperatura ambiente utilizando

cloroformo como solvente y la concentración que se indica en cada caso.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica (RMN lH) y de carbono

13 (RMN l3C) se realizaron utilizando un espectrómetro Brucker ACZOO. Las

constantes de acoplamiento aparentes (expresadas en Hz) se determinaron por

medición directa de la separación de las líneas en el espectro de RMN 'H. Los

desplazamientos químicos (6) se expresan en partes por millón (ppm) respecto del

tetrametilsilano (TMS). Los espectros de RMN BC se adquirieron por

desacoplamiento de banda ancha. Todos los espectros se realizaron en Cl3CD a

menos que se indique lo contrario.

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no están

corregidos.
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a Para facilitar la disolución o extracción de muestra se utilizó un baño ultrasónico

Branson o un vortex Roto Mix Thermolyne.

SOLVENTES

Todos los solventes se purificaron por destilación. Algunos requirieron un

tratamiento especial para ser utilizados en determinadas reacciones.

c1 La piridina se reflujó sobre KOH, se destiló y conservó sobre tamices moleculares

de 0,4 nm.

a El tolueno seco se obtuvo por destilación y posterior tratamiento con sodio

metálico.

a El diclorometano anhidro se obtuvo por reflujo sobre P205 y posterior destilación.

Se guardó sobre tamices moleculares de 0,4 nm.

Las mezclas de solventes están expresadas en relación de volúmenes (v/v).

SOLUCIONES CENTELLEADORAS

Para la determinación de radioactividad por centelleo líquido se utilizaron las

siguientes soluciones centelleadoras:

c1 Para muestras no acuosas: PPO (2,5-difeniloxazol), 4g; POPOP (l,4-bis[4-metil-5­

fenil-Z-oxazolil] benceno, 0,1g; tolueno, ll.

a Para muestras acuosas: PPO, 4g; POPOP, 40 mg; Tritón X-lOO o Arcopal X-lOO,

250 ml; tolueno, 750 ml.



TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografía en capa delgada

Cromatografía de adsorción enfase normal (TLC):

Se utilizaron placas de sílica gel 60 (Merck) sobre soporte de vidrio o de

aluminio y los siguientes solventes de desarrollo:

A

B

C

D

E.

F.

G

H

l-í

237715“

. cloroformo

. cloroformo

. cloroformo : metanol : NH4OH 2,5M (15:10:2)

. cloroformo : metanol (38:3)

. cloroformo : metanol : NH4OH 2,5M (40:10:l)

. hexano : acetato de etilo (4:1)

hexano : acetato de etilo (2:1)

: metano] 2NH4OH(C) (lOO:lO:l)

: metanol : NI-I4Ol-I(c)(3002252)

: metanol : agua (1011013)

cloroformo

hexano : 2-propanol (9:1)

hexano : 2-propanol (93:7)

. tolueno : acetato de etilo (20:1)

. l-propanol : NH; : agua (5:4:1)

. l-propanol : NH; : agua (7:1:2)

. l-propanol : NH3 : agua (7:3:2)

Cromatografía enfase reversa (RP-TLC)

Se realizó en placas RP-l8 13254S(Merck) sobre soporte de aluminio utilizando

los siguientes solventes de desarrollo:

O.

P.

Q.

R.

cloroformo : metano] : agua (10:25: l)

cloroformo : metano] : agua (2025523)

cloroformo : metanol : agua (40: 10023)

cloroformo : metanol : agua (4028021)
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S. ácido acético : acetonitrilo (l :l)

Elución de muestras de la sílica

En el caso de las muestras lipídicas la sílica de las placas se extrajo con l ml de

cloroformo:metanol:agua (10:10:2) o cloroformozmetanol (1:1) según el caso; se

sonicó durante 5 minutos y se centrifugó. El sobrenadante se separó y se volvió a

repetir el procedimiento. En el caso de las muestras solubles en agua se realizó una

primera elución con cloroformozmetanolzagua (1:10:10) y una segunda con metano] :

agua (1:1).

Métodos de revelado

Los reveladores utilizados para muestras no radioactivas fueron los siguientes:

o Revelador de Mo/Ce: Se rociaron las placas con este revelador que contiene H2804

10%; (NH4)6M07024.4H20, 0,04M; Ce(SO4)2, 3mM y se calentaron en plancha

eléctrica hasta ver la aparición de manchas color azul.

o Vapores de yodo.

o Revelador de anisaldehído / sulfúrico: Las placas se sumergieron en una solución

de H2804 5% - anisaldehído 0,01% en etanol y se calentaron en plancha eléctrica.

o Ninhidrina: Para detectar compuestos aminados se rociaron las placas con una

solución 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.

o Para fosfatos: Se preparó una solución disolviendo 3 g de (NH4)M0207.4H20 en 50

ml de agua. Se agregó 5 ml de HC] 6N y 13 ml de HClO4 70%. Se pulverizaron las

placas con esta solución y se calentaron a 80°C.
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Autorradiografias

Las placas conteniendo muestras radioactivas se rociaron con EN3HANCE

(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 días de acuerdo a la cantidad de radioactividad presente.

Para su revelado las placas fotográficas se sumergieron durante 2-3 minutos a

temperatura ambiente y en la oscuridad sucesivamente en:

(a) Solución reveladora: Na2S03, 72 g; Metol, 2,2 g; hidroquinona, 8,8 g; KBr,

4g; Na2C03 (anhidro), 48 g; agua destilada, ll.

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

(c) Solución fijadora: Se utilizaron soluciones fijadoras comerciales Romek o

Kodak.

(d) Lavado final en agua y agua destilada.

Cuantificación de las muestras radioactivas

La muestra a cuantificar se eluyó de la sílica, se tomó una alícuota del material

eluído, éste se mezcló con la solución centelleadora adecuada y se sometió a contaje.

También se contó directamente la sílica raspándola de la placa en porciones de 0,2-0,5

cm. Esta se sonicó con la solución centelleadora antes del contaje.

Como alternativa se realizó una densitometría de las autorradiografías.

Cromatografía en columna

Acido silicico o sílica

Se utilizó ácido silícico UNISIL (200-325 mesh, Clarkson Chem. Co., South

Williamsport, PA, USA) o sílica (200-400 mesh, Aldrich) como fases de separación

para el fraccionamiento de los lípidos ácidos y la purificación de los

alquilacilgliceroles. Los solventes de elución se indican en cada caso.
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Columnas defase reversa C18

Se utilizaron pequeñas columnas (l ml) de fase reversa (Worldwide Monitoring,

PA, USA o Supelclean de Supelco) para desalar la fracción de lípidos ácidos eluída de

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

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

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

Cromatografía de intercambio iónico

Como resinas de intercambio iónico se utilizaron:

DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia), de capacidad total 3-4 mmol/g de peso seco,

para la separación de lípidos ácidos y neutros. La fase se equilibró por agitación

durante 20-30 minutos con 50-100 ml de metanolzcloroformozNaAcO 0,8M

(30:1514). Esta solución se renovó 4 veces durante un período de 18 horas. Luego

se reemplazó el sobrenadante por una solución de metanolzcloroformozagua

(3021524).Se hicieron 3 lavados con esta solución, se deaereó y se empacó en una

columna de vidrio. En la columna la fase se continuó lavando hasta comprobar la

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

AG-SO (H+) (Bio Rad) para descationizar. La muestra disuelta en agua se pasó por

una columna de entre 0,4 —l ml de resina. Tanto el lavado previo de la fase como

la elución de la muestra se realizó con agua.

Resina mixta Amberlite MB3. Se utilizó para desalar algunas muestras

provenientes de hidrólisis. La muestra se sembró y se eluyó con agua.
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Cromatografía gaseosacapilar (ch)

Las cromatografías gaseosas se realizaron en un cromatógrafo de gases Hewlett­

Packard 5890, equipado con un detector de ionización de llama (FID) y un integrador

Hewlett-Packard 3395. Se utilizó nitrógeno como gas portador.

Las columnas y condiciones utilizadas fueron las siguientes:

A. Para la separación de alquilacilgliceroles, diacilgliceroles y ceramidas se utilizó una

columna capilar HP-l (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

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

hasta 320 °C.

B.Para el análisis del alquilglicerol, de las bases esfingosínicas y los ácidos grasos

sililados o metilados se utilizó una columna capilar HP-S (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 analizó en una columna capilar SP-2330 (0,25 mm x 30

rn) a 230°C.

Cromatografía gaseosa / espectrometría de masa (cgl-em)

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

condiciones:
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D. Columna capilar HP-l (0,20 mm x 12 rn) con la siguiente programación de

temperatura del horno: T inicial, 140 °C (2 minutos); gradiente, 20°C/min; T final,

310°C.

E. Columna capilar DB-S (0,25 mm x 30 m) con la siguiente programación de

temperatura del horno: T inicial, 180°C (5 minutos); gradiente, 2°C/min hasta

230°C y 5°C/min hasta 250°C.

PREPARACIÓN DE DERIVADOS

Trimetilsilil derivados: Las fracciones lipídicas conteniendo alquilglicerol, bases

esfingosínicas o ácidos grasos se analizaron por CGL como trimetilsilil derivados.

Como reactivo sililante se utilizó bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA). Las

muestras se llevaron a seco y se derivatizaron por agregado de BSTFAzpiridina (1:2)

calentando durante 10 minutos a 70°C.

Metilación: Los ésteres metílicos de ácidos grasos se prepararon por tratamiento de las

muestras disueltas en 200 ul de tolueno anhidro, con 200 ul de BF3 14% en metanol

bajo atmósfera de nitrógeno. La mezcla se calentó a 80°C durante 45 minutos en tubo

cerrado. Luego se agregaron 0,5 ml de agua y los lípidos se extrajeron con tolueno (3 x

0,5 ml) (Manku, 1983).

Acetatos de alditoles: Los azúcares neutros se analizaron como acetatos de alditoles.

La muestra se llevó a seco y se redujo con NaBI-I4(l-2mg) en NH4OH 0,2 M durante

16 horas a 4°C. El exceso de reductor se destruyó luego por agregado de ácido 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 anhídrido acéticozpiridina (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 análisis.

HIDRÓLISIS BASICAS

Saponificación

Los lípidos 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 I-ICl 0,2N, se

extrajo con tolueno o se llevó a seco y el residuo se resuspendió en agua. Los lípidos se

extrajeron con éter etílico o butanol para ser analizados.

Tratamiento con NaOH 1M a 105°C

Este tratamiento alcalino fuerte se utilizó 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 reacción se neutralizó con I-ICl 2N y los lípidos se extrajeron

con éter etílico.

Tratamiento con propanol/NH;

Los IPLs se trataron con propano] 40% : NH3 13M (1:1) 18 horas a 37 °C

(condiciones que no hidrolizan la ceramida). Luego se evaporó en corriente de

nitrógeno y la muestra se disolvió en cloroformozmetanol (1:1) para su análisis por

TLC en el solvente A.

NH4OH 9M

La muestra fue tratada con 200 ¡,Llde NH401-I9M durante 40 min a 45°C. Luego

se hicieron agregados de agua y se llevó a sequedad repetidas veces. Finalmente la

muestra se disolvió en cloroformozmetanol (1:1) para su análisis.



HIDRÓLISIS ACIDAS

HCl 4N

Esta hidrólisis ácida se utilizó para confirmar la presencia de inositol en los

IPLs. La fase acuosa obtenida luego del tratamiento enzimático de los IPLs con PI­

PLC se hidrolizó en tubo cerrado con HCl 4N durante 18 horas a 105°C. El ácido se

eliminó por sucesivas evaporaciones a presión reducida con agregados de agua y las

sales se eliminaron pasando la muestra por una resina de intercambio iónico MB3. El

inositol se eluyó con agua, se llevó a seco y se acetiló para su análisis por CGL.

Metanólisis

Para confirmar la presencia de ceramida y analizar las bases esfingosínicas los

lípidos se hidrolizaron con HCl (c):metanol:agua (322924)durante 18 horas a 70-78°C

en un tubo cerrado (Weiss et aL, 1958). Se realizaron sucesivas evaporaciones bajo

corriente de nitrógeno con agregados de tolueno hasta eliminar todo el ácido, el residuo

se resuspendió en agua y se extrajo con éter etílico. Alternativamente, se neutralizó con

NaOH 1M hasta pI-l9 y se extrajo con éter etílico.

Hidrólisis ácida suave para azúcares-l-fosfato

La muestra se calentó a 50°C durante 15 min con 200m de HCl lN:propanol

(1:1) (Menon et aL, l990b). Luego se agregó agua, se evaporó el propanol bajo

corriente de N2 y se realizó una partición agua/butanol.

Alternativamente, la muestra se hidrolizó con HCl 0,1N, 10 min a 100°C y

luego se extrajo con butanol (Masterson et al., 1989).

Tratamiento con HNOZ

La muestra se disolvió en 30 ul de buffer acetato de sodio 0,1M, pH 4,0 y se

trató con 30 ul de NaN02 0,5 M, 3 horas a 37°C. En los casos en que se trató el

glicolípido completo (sin la eliminación previa de la porción lipídica) se agregaron
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también 40 ¡.11de Zwittergent 0,1%. A cada hora se repitieron los agregados de buffer y

de NaNOZ. Luego de la desaminación se agregaron 135 ul de H3BO3 0,4 M y se

alcalinizó con NaOH 1M hasta pH lO. Las muestras radioactivas se redujeron con

NaBH4 durante 18 horas a 4°C. Para las muestras no radioactivas se utilizaron 18,5

MBq (500 uCi) de NaB3H4.Luego de 2-4 horas se agregó NaBH4 frío, el cual se dejó

18 h a 4°C, para asegurar la completa reducción de la muestra. En ambos casos el

exceso de NaBH4 se destruyó por agregado de ácido acético y el Na+ se eliminó por

pasaje a través de O,4-0,6 ml de resina AG 50. La muestra se eluyó con 3 ml de agua,

se llevó a seco y se realizaron sucesivas evaporaciones con agregados de ácido acético

al 5% en metano] (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 ácido (Ferguson, 1993).

Tratamiento con HF

Las muestras secas se suspendieron en 50 ul de HF 50% en agua y se

mantuvieron a 4°C durante 72 horas (Mayor et aL, l990a). La reacción se detuvo por

agregado de solución saturada fría de LiOH hasta neutralidad. El precipitado de LiF se

eliminó por centrifugación a lO 000 rpm durante lO minutos. Tanto el precipitado

como el sobrenadante se extrajeron con éter para obtener los lípidos liberados en la

hidrólisis.

HIDRÓLISIS ENZIMATICAS

Tratamiento con fosfatidilinositol fosfolipasa C (PI-PLC)

Muestras de IPL secas se resuspendieron en lOOtLlde buffer Tris-HCl 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 lípidos liberados se

extrajeron con éter etílico o butanol (4 x 0,5 ml). Los lípidos radioactivos se analizaron
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por TLC mientras que las muestras frías se analizaron como trimetilsilil derivados por

CGL y CGL-EM.

Tratamiento con fosfolipasa A2(PLAZ)

Las muestras secas se resuspendieron en buffer Tris-HCl 50 mM, pH 7,4

conteniendo 0,1% de desoxicolato de sodio y CaC122,5 mM; y se incubaron con 25

unidades de fosfolipasa A2 de veneno de Apis mellifera (Sigma, 1200 U/mg de sólido,

1350 U/mg de proteína) durante 2 a 4 horas a 37°C. Luego de la incubación la mezcla

de reacción se extrajo con n-butanol.

Tratamiento con fosfatasa alcalina

La muestra a ser tratada se incubó con 0,5 U de fosfatasa alcalina de Escherichia

coli (Sigma, Tipo III, 60 U/mg de proteína) a 30°C durante 3 horas, en buffer Tris-HCl

0,1M, pH 8. Se realizó un control de la enzima y de las condiciones de incubación

utilizando p-nitrofenilfosfato como sustrato.

Tratamiento con a-manosidasa

La muesta a tratar se incubó durante l7 horas a 37°C, con lU de a-manosidasa

de Jack bean en 50 ul de buffer acetato de sodio 0,1M, conteniendo 0,1% de

desoxicolato de sodio. Luego de extraer con éter etílico (2 x 250 ul) la fase acuosa se

extrajo con cloroformozmetanol (2:1) (3 x 200 ul). Los extractos orgánicos se

analizaron por TLC en el solvente A.

HIDROGENACION CATALITICA

Los ésteres metílicos de los ácidos grasos radioactivos se sometieron a

hidrogenación, 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 agregó 1-2 mg del reactivo de Pd

sobre carbón activado (Aldrich, contenido de Pd 10%). Estas se sometieron a una

presión de 3 atm durante 4-5 horas a temperatura ambiente y con agitación. Luego de

la hidrogenación las muestras se extrajeron del carbón con acetato de etilo y

cloroformo. Como control de la reacción se utilizó una muestra de linoleato de metilo

(C¡3;2)comprobando su completa transformación en ácido esteárico Cm, por RP-TLC.

PREPARACION DE [3H]-2,5-ANHIDROMANITOL

Este testigo se preparó por tratamiento de una muestra de Glch-Iz con HN02 de

acuerdo a la técnica descripta. La reducción se realizó por agregado de NaB3H4.

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 días) o en la fase

estacionaria de crecimiento (4 días) se colectaron por centrifugación a 6000 rpm. El

sedimento se lavó 3 veces con solución salina tamponada PBS, (fosfato de sodio

0,01M, pH 7,2; NaCl 0,15M). Estos parásitos fueron cultivados en el laboratorio del

Dr. W. Colli (USP, Brasil).

Para el análisis de los lípidos durante el proceso de diferenciación de

trypomastigotes a epimastigotes, se utilizaron formas trypomastigote de la cepa Y

mantenidas en monocapas de células LLC-MKZ. Estas células epiteliales se incubaron

en placas de vidrio a una densidad de 2 x lO4células/cmz, en medio DME conteniendo

10% de suero fetal bovino. Luego de 24 horas de incubación a 37°C en una atmósfera

con 5% de C02 las células fueron expuestas a una suspensión de 5 x 106
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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

centrifugación en el sobrenadante, se incubaron en medio LlT a 37°C durante 24-72

horas para su diferenciación 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 días en medio LIT,

fueron transferidos a medio TAU-3AG (Contreras et aL, 1985), conteniendo 0,2% de

suero fetal bovino (BSA) (8x107-2x108 células/ml). Los parásitos se mantuvieron con

agitación durante 6 horas a 28°C en este medio y a continuación se agregó ácido [9,10­

3H]-palmítico (1,1 l-l,85 MBq/ml (30-50 uCi/ml); 1998 GBq/mmol (54 Ci/mmol)) y se

agitó durante 18 horas más. Los parásitos se centrifugaron y lavaron 2 veces con NaCl

0,9% y luego de filtrar el medio por membrana Millipore fueron liofilizados. Por

observación microscópica se confirmó la viabilidad de los parásitos luego de la

incorporación.

Para el análisis de los lípidos durante el proceso de diferenciación de

trypomastigotes a epimastigotes los parásitos (2 x 108)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 ácido [9,10 3H] palmítico (NEN Research Products, 1443 GBq/mmol (39

Ci/mmol)), previamente complejado con BSA deslipidado. Los parásitos fueron

lavados 4 veces en PBS y el sedimento de la centrifugación final fue rápidamente

congelado y liofilizado.
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INMUNOPRECIPITACION DE LA GLICOPROTEINA Ssp-4 DE FORMAS

AMASTIGOTE

Amastigotes marcados con ácido [9,10 3H] palmítico fueron lavados y lisados en

buffer Tris-HCl lO mM, pH 8, conteniendo EDTA SmM y l% de SDS a 100°C,

condición que inactiva la PI-PLC endógena de T. cruzi. Este lisado se sonicó en un

baño de agua durante lO minutos y se diluyó el SDS al 0,02% en el mismo buffer

conteniendo 1% de NP-40. El lisado se clarificó por centrifugación a 100 000g durante

5 minutos y se incubó toda la noche a 4°C con 50 ¡tg/ml de anticuerpo monoclonal 2C2

anti Ssp-4. La inmunoprecipitación se realizó incubando l hora con 20 ul de una

suspensión 25 % (p/v) de proteína A-Sepharosa.

EXTRACCION Y PURIFICACION DE INOSITOLFOSFOLIPIDOS (IPLs)

Las células epimastigotes de T. cruzi (5 x 109) marcadas metabólicamente con

[3H]-palmítico fueron liofilizadas y extraídas con cloroformo:metanol 2:1, (20 ml) y

1:1, (2 x 20 ml). Los extractos reunidos se llevaron a seco por evaporación a presión

reducida y el residuo se redisolvió en l ml de metanolzcloroformozagua (30: 15:4), y se

sembró en una columna de DEAE-Sephadex A25 (forma acetato). En algunos casos,

previamente se realizó una extracción con éter o hexano (2 x 3 ml) para eliminar el

exceso de palmítico presente proveniente de la incorporación. Los lípidos neutros se

eluyeron con aproximadamente 50 ml de metanolzcloroformozagua (30:15:4) y los

lípidos ácidos con aproximadamente 50 ml de metanol:cloroformo:AcONa 0,8M

(30:15:4). La fracción de lípidos ácidos, donde se encuentran los IPLs se evaporó a

presión reducida y se desaló por diálisis o pasando la muestra a través de pequeñas

columnas de fase reversa C18. La separación de los lípidos ácidos se llevó a cabo por

cromatografía en columna de Unisil. Una vez armada la columna, ésta se lavó con

cloroformo, y los lípidos ácidos se sembraron y eluyeron primero con
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aproximadamente 30 ml de cloroformozmetanol (4:1) y luego con una cantidad similar

de cloroformozmetanol (1:1). De esta forma se obtuvieron dos fracciones llamadas Frl

y Fr2. Cuando no se logró una buena separación por cromatografía en columna, se

realizó una purificación final por TLC en el solvente A.

UTILIZACION DE SISTEMAS LIBRES DE CELULAS PARA ESTUDIOS DE

BIOSINTESIS DE PRECURSORES DE GPI

Preparación de lisados de membrana

Células epimastigotes de T. cruzi, cepa Y, fueron sometidas a una lisis

hipotónica en Hepes, lOmM, pH 7,9; TLCK, 0,1mM; DTT, 0,5mM; EGTA, lmM y

NaHC03, 0,5mM durante 15 minutos a 0°C. Para lograr una destrucción completa de

las células, éstas se homogeneizaron en un homogeneizador y posteriormente se

sonicaron 6 veces durante lO segundos cada vez, a intervalos de 30 segundos. La lisis

de los parásitos fue confirmada por observación microscópica y en algunos casos el

homogenato se centrifugó 15 min a 1000 g. El sobrenadante se centrifugó a 80 000 g

durante 1h y el sedimento se resuspendió y se almacenó en alícuotas a -70°C en el

Buffer l (Hepes, 50mM, pH 7,4; MnClz, 5mM; MgClz, 5mM; KCl, 25mM; DTT,

0,5mM; TLCK, 0,1mM; leupeptina lug/ml) con 20% de glicerol. Cuando se utilizaron

membranas recién preparadas, el sedimento se resuspendió directamente en el buffer de

incubación.

Extracción de los lípidos radioactivos del sistema de membranas

Luego de las incubaciones, las membranas se extrajeron con 0,7 ml de

cloroformozmetanolzagua (10:10z3), agitando durante 2 h a temperatura ambiente.
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Luego se centrifugó a lO 000 g durante 15 minutos, se separó el sobrenadante y el

sedimento se reextrajo de la misma forma con 0,5-1 ml de cloroformo:metanol:agua

(102103). Ambos extractos se juntaron para cada tiempo de incubación y se llevaron a

seco bajo corriente de nitrógeno o en un evaporador Savant. El residuo se suspendió en

agua y ésta se extrajo con butanol saturado en agua (3 x 0,5 ml). El extracto butanol se

lavó con agua y se llevó a seco para su análisis por TLC en el solvente A.

Para los estudios de estructura los distintos compuestos se eluyeron de la sílica

con cloroformozmetanolzagua (lO: 10:2).

ESTUDIO DE ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASAS EN MEMBRANAS DE T. CRUZI

Los PI e IPC radioactivos, purificados como se describió anteriormente, se

utilizaron como sustratos para las incubaciones en presencia de membranas de T. cruzi.

Alícuotas de membranas fueron descongeladas y lavadas dos veces por centrifugación

con 8 ml de buffer 2 (Tris-HCl, SOmM,pH 7,4; TLCK, 0,1mM y leupeptina, 2,5ug/ml)

a 100 000 g durante l hora a 4 °C. El sobrenadante se descartó y se repitió el lavado.

La mezcla estándar de incubación consistió en el sustrato radioactivo (600 000 cpm) y

el equivalente a 5 x lO7células de T. cruzi, en 100 ul de buffer 2 conteniendo Triton X­

100 al 0,1%. El sustrato disuelto en cloroformozmetanol (1:1) se colocó en los tubos de

incubación, se llevó a seco bajo presión de N2 y se agregaron las membranas,

suspendidas en el buffer 2. Se agitó y luego de incubar a 30°C la reacción se cortó a

distintos tiempos (15, 60, 120 min y 18h) por agregado de 660 ul de

cloroformozmetanol (1:1). Se probó la acción de varios reactivos, descriptos como

inhibidores o cofactores de fosfolipasas, incubando 18h los sustratos con las

membranas en presencia de una concentración lOmM de CMPSA, EDTA, o­

fenantrolina, CaClz o MgClz. Como control, se incubaron 18h los sustratos con el

buffer, sin las membranas.

Los lípidos se extrajeron como se indica en el item anterior.
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INCORPORACION DE UDP-[3H]-GlcNAc EN SISTEMAS LIBRES DE CELULAS

Alícuotas de membranas fueron descongeladas y lavadas dos veces por

centrifugación con 8 ml de buffer 1 (sin glicerol) a 100 000 g durante l hora a 4°C. El

sedimento conteniendo las membranas se suspendió en el buffer 3 (Buffer l + ATP

lmM). El equivalente a 1 x 108 - 1 x 109 células de T. cruzi se incubó a distintos

tiempos en 1001).]de buffer 3 conteniendo 0,074-0,l85 MBq (2-5 ttCi) de UDP-PH]­

GlcNAc (1287,6 GBq/mmol, (34,8Ci/mmol), Du Pont, NEN). La UDP-[3H]-GlcNAc

se colocó en los tubos de incubación disuelta en etanol:agua (7:3), se llevo a seco bajo

presión de N2 y se agregaron las membranas suspendidas en el buffer 3. Luego de

incubar a 30°C la reacción se cortó a distintos tiempos (5, 15, 30, 60, 120 min, 5h y

18h) por agregado de 660 ul de cloroformozmetanol (1:1).

También se realizaron incubaciones de 30 y 60 min agregando GTP lmM al

medio de incubación; 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 0,2ug/ml de tunicamicina.

En todos los casos los lípidos se extrajeron de acuerdo a lo descripto

anteriormente.

PREPARACION DE ESTANDARES DE ALQUILACILGLICEROL

Esterificación de l-O-hexadecilglicerol por medio de lipasas

Una suspensión de 0,1 mmol de 1-0-hexadecil-rac-glicerol, 0,05 mmol de ácido

graso (ácido mirístico, palmítico, ácido esteárico, ácido oleico o ácido linoleico) y 1

mg de lipasa de Cándida cylindracea (905 U/mg de sólido, 4570 U/mg de proteína) o

de Pseudomona sp se agitó a 37°C en distintos solventes orgánicos. El avance de la

reacción se monitoreó por TLC y CGL.
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Determinación del solventey de la temperatura óptima de reacción

A una solución de 0,05 mmoles de 1-0-hexadecil-rac-glicerol, 0,025 mmoles de

ácido palmítico y 0,01 mmol de 5-0L-colestan0, utilizado como estándar interno, en l

ml de solvente se le agregó 35 unidades de lipasa de Pseudomana sp. La mezcla se

agitó a distintas temperaturas y se utilizaron distintos solventes orgánicos como medio

de reacción. El avance de la reacción se monitoreo por TLC y CGL.

Purificación de los alquilacilglicerolespor cromatografía en columna

Los productos de reacción se purificaron por cromatografía en columna de

Unisil o de sílica gel (Merck) eluyendo con hexanozacetato de etilo (9:1).

Síntesis química de l-0-hexadecil-2-0-hexadecanoilglicerol (4) y l-0-hexadecil-3­

0 L ‘ "o" -—-ul (5) (Esquema 16)

Preparación del tritil derivado del I-O-hexadecilglicerol (2)

Una solución de l-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 agitó durante toda la noche a temperatura ambiente. La solución se

volcó en agua con hielo y se extrajo 3 veces con diclorometano. El extracto orgánico se

lavó con agua y se secó con sulfato de sodio. Luego de remover el solvente, el

compuesto 2 cristalizó en etanol (rendimiento 161 mg, 96%) y se recristalizó en el

mismo solvente, p.f.48-49°C, Rf=0,46 en el solvente K. En este solvente el material de

partida, l-O-hexadecilglicerol, se mantiene en el punto del origen.

Datos de espectroscopía de resonancia magnética nuclear (Se omiten los H y C

de la cadena alquílica):

'I-I RMN (CDCl3): 6 7,45 (m, 6H, anillo aromático), 7,25 (m, 9l-I, anillo

aromático), 3,95 (m, lH, -CHOH-), 3,59-3,4l (m, 4H, -CH2-O-CH2-), 3,21 (d, J=5,4

Hz, 2H, -CH20CPh3), 2,42 (d, J=4,7 Hz, OH, desaparece al agregar D20).
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13C RMN (CDC13): 6 143,99, 128,77, 127,88, 127,11 (C5116), 86,75 (OCPhg),

72,14, 71,74, 69,96 (CH, OCHZR, C1120), 64,75 (CHZOCPh3).

Acilacióu del I-0-hexadecil-3-0-tritilglícerol

Para la acilación, una solución del compuesto 2 (28 mg, 0,05 mmoles), ácido

palmitico (0,055 mmoles), DCC (0,055 mmoles) y 4-DMAP (0,01 mmol) en l ml de

diclorometano se dejó 18 horas a temperatura ambiente. La N,N-diciclohexilurea

formada se filtró, el filtrado se lavó con agua y se evaporó la fase orgánica hasta

obtener un jarabe que se purificó por cromatografía en columna eluyendo con

toluenozacetato de etilo (49:1). Se obtuvieron 32 mg de l-O-hexadecil-Z-O­

hexadecanoil-3-0-tritilglicerol (3) con un rendimiento de 83%. El producto resultó

homogéneo por cromatografía en capa delgada, Rf=0,8 (solvente K).

Datos de espectroscopía de resonancia magnética nuclear (Se omiten los H y C

de la cadena alquílica):

lH RMN (CDC13): 6 7,45 (m, 611, anillo aromático), 7,3 (m, 9H, anillo

aromático); 5,22 (rn, 11-1,-CHOCOR); 3,61 (m, 2H), 3,44-3,27 (m, 2H), 3,24 (d, J=4,7

I-Iz,2H), -CH20CPh3, -CH2-O-CH2—,-O-CH2-CH2-; 2,36 (t, J=7,3Hz, 2H, CHZCOO)

l3C RMN (CDC13): 6 143,94, 128,75, 127,82, 127,05 (CSI-16),86,75 (OCPh3),

71,73, 71,60, 69,56 (CH, OCHZR, C1120), 62,73 (CH20CPh3).

Destritilación del 1-O-hexadecil-Z-0-hexadecanoil-3-O-trítilglicerol (3). Obtención

del 1-0-hexadecil-2-0-hexadecan0ilglicer0l (4) y del I-0-hexadecil-3-0­

hexadecanoilglicerol (5).

Se probaron varios métodos de destritilación con el objeto de minimizar la

migración intrarnolecular. Los mejores resultados se obtuvieron tratando el compuesto

tritilado 3 con una solución de ácido trifluoroacético (TFA):tolueno (1:6) durante 5

minutos a 0°C.

La solución se diluyó luego con tolueno y se realizaron sucesivas evaporaciones

a presión reducida con agregados de tolueno hasta eliminar el ácido presente.
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La destritilación se confirmó por TLC en el solvente D. Luego de 5 minutos no

se observó material de partida y se detectaron dos manchas con Rf=0,5 (la mayoritaria)

y Rf=0,63 (1a minoritaria) correspondientes a los 2-0 y 3-0 acil derivados

respectivamente. El último, probablemente formado en este paso de destritilación. La

relación entre ambos se estableció por CGL. Una vez purificados por cromatografía en

columna se caracterizaron por sus espectros de lI-l-RMN y “C-RMN. La purificación

en columna se realizó en un cuarto frío y los solventes de elución utilizados fueron:

toluenozacetato de ctilo (49:1) y (95:5).

El compuesto 4 presentó los siguientes Rf y poder rotatorio: Rf = 0,1 (solvente

J) y 0,5 (solvente D); [0L]2°D- 1,2° (c,l;CHCl3). Este dato de poder rotatorio coincide

con el informado en la literatura (Ogawa & Horisaki, 1983).

Datos de espectroscopía de resonancia magnética nuclear (se omiten los H y C

de la cadena alquílica):

Compuesto 4: lH RMN (CDC13):6 5,04-4,95 (m, lH, -CHOCO-), 3,81 (d, J=4,5 Hz,

2H, -CH-CH20H), 3,65 (dd, J=10,6 Hz, J=4,8 Hz, lH, CHz-OCH2-), 3,58 (dd, J=10,6

Hz, J=5,1 Hz, 11-1,CHz-OCH2-), 3,45 (t, J=6,6 Hz, 2H, OCHz-CHZ), 2,35 (t, J=7,35 Hz,

2H, -CH2-COO-).

“C RMN (CDC13): 6 173,70 (C=O), 72,88, 71,93, 70,00 (CH, OCHz-R, CHZO), 63,03

(CHZOH).

Compuesto 5: lH RMN (CDCl3): 6 4,21 (dd, J=11,5Hz, J=4,8Hz, ll-I, -CH-CH20CO-),

4,12 (dd, J=ll,5 Hz, J=5,0 Hz, lH, -CH-CH20CO-), 4,07-3,95 (m, lH, -CHOH-),

3,55-3,38 (m, 4H, -CH2-OCH2).

13CRMN (CDC13): 6 174,00 (C=O), 71,80, 71,42, 68,93 (CH, OCHZR, CH20), 65,44

(CHZOCO).



Parte Experimental 204

Cuanttficación de alquilacilgliceroles.

La cuantificación de los AAG se realizó utilizando 5-0L-colestanocomo estándar

interno. Alícuotas de los productos de reacción se llevaron a seco bajo una corriente de

nitrógeno, se trimetilsililaron y se analizaron por CGL utilizando las condiciones Aii.
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RESUMEN

El anclaje de proteínas a la membrana a través de un glicosilfosfatidilinositol

(GPI) es muy utilizado por los parásitos protozoarios y en particular es muy frecuente

en Trypanosoma cruzi.

Muchas de las glicoproteínas ancladas por GPI están involucradas en procesos

de diferenciación celular, en el reconocimiento célula-huésped y también participarían

en procesos de adhesión y penetración celular. Este hecho, sugiere que la inhibición del

anclaje de estas glicoproteínas a la membrana del parásito es una alternativa atractiva

para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas.

Una manera de inhibir el anclaje es interfiriendo la biosíntesis de las

anclas GPl. 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 parásito y el huésped. Como una contribución en esta dirección, en

este trabajo de tesis se realizó un estudio estructural de las distintas especies

moleculares de inositolfosfolípidos (lPLs) disponibles para la construcción de las

anclas GPl.

Los lPLs extraídos con cloroformo:metanol (2:1) y (1:1) de células

epimastigotes de T. cruzi, incorporadas metabólicamente con [3H]-palmítico, se

aislaron por cromatografía en columna de intercambio aniónico en la fracción de

lípidos ácidos. Por cromatografía en columna de ácido silícico de esta fracción se

obtuvieron dos componentes denominados Frl y Fr2.

La estructura general de los IPLs se confirmó mediante el tratamiento

enzimático con fosfatidilinositol fosfolipasa C (Pl-PLC) de Bacillus thuringíensis. Los

lípidos liberados de esta forma se analizaron por cromatografía en capa delgada de

sílica y de fase reversa y posterior fluorografia. Para confirmar los resultados obtenidos

se realizaron hidrólisis ácidas y alcalinas y se analizaron los productos de reacción

formados.
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En el caso de muestras no radioactivas, los lípidos se analizaron por

cromatografia gaseosa (CGL) y cromatografia gaseosa — espectrometría de masa

(CGL-EM).

Los componentes de Frl se caracterizaron como glicerofosfoinositoles (Pls) con

dos tipos de glicerolípidos, diacilglicerol (DAG) y alquilacilglicerol (AAG). En las

muestras no radioactivas, los ácidos grasos se analizaron por CGL luego de la

saponificación de los lípidos. En ambos glicerolipidos se detectaron ácido oleico (Cm)

y línoleico (Cm) y cn el AAG también sc detectó l-O-hexadecilglicerol como único

alquilglicerol.

Los componentes de Fr2, en cambio, se identificaron como

inositolfosfoceramidas (lPCs). Por CGL-EM se caracterizaron 4 ceramidas distintas,

palmitoilesfingosina, palmitoildihidroesfingosina, estearoilesfingosina y estearoildi­

hidroesfingosina. Los espectros de masa fueron comparables con los publicados

anteriormente (Samuelsson & Samuelsson, 1969).

En el análisis por RP-TLC de las lPCs marcadas radioactivamente también se

detectaron las mismas ceramidas, aunque en distinta proporción. La metanólisis ácida

de Fr2 dio como productos de reacción dihidroesfingosina como base mayoritaria y

una menor cantidad de esfingosina.

Para ambos compuestos se identificó inositol en la fase acuosa remanente luego

del tratamiento con PI-PLC.

En este trabajo se demostró que el T. cruzi sintetiza preponderantemente IPC a

partir de [3H]-palmítico siendo la palmitoildihidroesfingosina la especie mayoritaria.

En la muestra fria se encontró, por el contrario, mayor proporción de la base

insaturada, loque indicaría que el parásito incorpora lípidos del medio. El hecho de

que [3H]-palmítico se incorpora en esfingosina y en dihidroesflngosina indica que, por

lo menos en parte, las cadenas de bases largas son biosintetizadas por el parásito. En

las IPC analizadas no se detectó el ácido graso de C2450,encontrado 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 este trabajo de tesis se analizaron los distintos lípidos extraídos de células de

T. cruzí en las diferentes etapas de diferenciación de trypomastigotes a amastigotes y a

epimastigotes, con el fm de poder correlacionar posibles diferencias encontradas, con

la infectividad y la habilidad para invadir las células huésped.

Para esto, células trypomastigotes incubadas 0, 24, 48 y 72 horas en medio de

diferenciación y células epimastigotes se incorporaron metabólicamente con ácido

[3H]-palmítico, se extrajeron con cloroformozmetanol y los extractos se analizaron por

TLC en distintos solventes para caracterizar los lípidos encontrados en mayor

proporción.

Los ácidos grasos detectados se analizaron como ésteres metílicos por

cromatografía en fase reversa e hidrogenación y se identificaron como ácido palmítico

(Cmo), palmitoleico (Cm) y esteárico (Cum). En amastigotes y epimastigotes el ácido

[3H]-palmítico utilizado como precursor fue principalmente elongado a ácido esteárico

y una menor proporción fue desaturado para dar palmitoleico indicando que estas

formas celulares tienen las enzimas necesarias para realizar ambas funciones.

Entre los lípidos encontrados, las ceramidas son más abundantes en células

obtenidas después de 24 horas de diferenciación, disminuyendo hacia las 72 horas.

Esto coincide con la disminución en el porcentaje de amastigotes. Palmitoildihidro­

esfingosína representó más del 90% de la ceramida libre.

Se encontraron también glicerolípidos (hexadecilglicerol y hexadecilpalmitoil­

glicerol) pero en mucha menor proporción.

En amastigotes se analizaron los IPLs. La relación PI a IPC fue de l a 9. Al

igual que la ceramida libre, la IPC está constituída por palmitoildihidroesfingosina y su

cantidad disminuye durante la diferenciación de amastigotes a epimastigotes.

También se analizó la porción lipídica del ancla de la glicoproteína Ssp-4. Esta

es la glicoproteína mayoritaria de células amastigotes de T. cruzí y es un antígeno de

superficie específico de este estadío de diferenciación. Se encuentra anclada a la

membrana a través de un GPI y es liberada progresivamente durante la diferenciación

de amastigotes a epimastigotes. Esta liberación ocurre por acción de una PI-PLC
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endógena (Andrews et al., 1988) que cliva el ancla generando en la superficie celular

un lípido que puede actuar como segundo mensajero.

El lípido de la Ssp-4 se obtuvo por tratamiento de un inmunoprecipitado de esta

glicoproteína con l’l-PLC de Bacil/us thuríngíensis y se identificó como ccramida, la

palmitoildihidroesfingosina. Este resultado y el aumento en el nivel de ceramida libre

que acompaña la diferenciación a amastigotes abren la posibilidad de que la ceramida

juegue algún rol en la diferenciación y proliferación celular en T. cruzi como se sugirió

previamente para mamíferos (Olivera e! al, 1992).

Es interesante remarcar, que las proteínas que son activamente liberadas al

medio, están ancladas a la membrana por ceramida.

La biosíntesis de GPI fue ampliamente estudiada en T. bruceí, en células de

mamífero y en levaduras (Stevens, 1995; Ferguson, 1999; Ferguson el al., 1999), pero

son muy pocos los estudios realizados en Trypanosoma cruzi (Heise et al., 1996). En

este parásito donde se han encontrado muchas anclas con ceramida, resulta interesante

analizar en cuál etapa de la biosíntesis ésta es introducida.

Como parte de los estudios de biosíntesis realizados, se analizó la acción de

distintas enzimas de membrana sobre los IPLs radioactivos aislados y caracterizados

previamente.

Para los estudios de biosíntesis se utilizó un sistema de membranas preparado

por lisis hipotónica de células epimastigotes de T. cruzí. Estas membranas se incubaron

a distintos tiempos con los Pl y las IPC. El análisis de los lípidos extraídos luego de la

incubación permitió demostrar la asociación a membrana de por lo menos cinco

actividades enzimáticas.

Una fosfolipasa A. y una fosfolipasa A2 que liberan ácido graso de los Pl

generando los liso-PI. Una aciltransferasa responsable de la acilación, con ácido graso

frío endógeno, de los monoacil y monoalquilglicerolípidos formados. También se

detectaron dos actividades de fosfolipasa C, una que hidroliza las IPC liberando

ceramida y la otra hidroliza los Pl liberando los gliccrolípidos correspondientes.
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La actividad dc fosfolipasa C fue ínhibida por el ácido p-cloromercuri­

fenilsulfónico de acuerdo a lo publicado para otras PI-PLCs. También se observó una

inositolfosfoceramida-ácido graso hidrolasa que libera el ácido graso de las IPC

radiaoctivas.

Estas actividades cnzimáticas podrían estar actuando en reacciones de

remodelación en las anclas de glicoproteínas de T. cruzí.

Por otra parte sc incubaron las membranas con UDP-[3H]GlcNAc con el fin de

estudiar la primera etapa de la biosintcsis de los GPI, es decir, la adición de GlcNH2 a

los lPLs. Los lípidos extraídos con butanol se purificaron por TLC.

Por tratamiento con PI-PLC bacteriana de los productos formados por

incorporación de GlcNHz en los precursores endógenos, presentes en las membranas,

se identificaron tres precursores de anclas GPI. Estos se caracterizaron como GlcNAc­

Inositol-P-DAG/AAG; GlcNHHnositol-P-AAG y P-GlcNHz-Inositol-P-MAG

(P=fosfato), por tratamiento con PLA2, álcali suave, HN02 seguido de reducción con

NaBH4 y fosfatasa alcalina

La incubación en presencia de vanadato de sodio inhibió en gran medida la

síntesis del compuesto con la Glch-12 fosfatada.

Los datos obtenidos nos permiten descartar a la IPC como aceptora de GlcNHz

para la formación de anclas GPl con ceramida, en contraposición a la hipótesis

postulada por Cardoso de Almeida y col (Heise el 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 lipídico, como se describió en S. cerevisiae

(Conzelmann et al., 1992; Sipos et al., 1994, 1997; Reggiori et al., 1997; Reggiori &

Conzelmann, 1998).

Aparentemente la GlcNAc transferasa sería selectiva hacia los PI ya que tanto

AAG como DAG estarian presentes en los precursores.

También se identificaron dos precursores involucrados en la N-glicosilación de

proteinas: GlcNAc-P-P-dolicol y GlcNAc-GlcNAc-P-P-dolicol. La naturaleza de estos
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precursores se 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 enzimático y uno químico. En el

método enzimático se utilizaron lipasas para monoacilar el l-O-hexadecilglicerol en

distintos solventes orgánicos y a distintas temperaturas. Por este método se obtienen en

un único paso los dos isómeros, el 2-O-acil y el 3-O-acil derivado, con un alto

rendimiento total.

En el método químico se protege selectivamente el alcohol primario del l-O­

hexadecilglicerol por tritilacíón con cloruro de tritilo. Este derivado se acila con ácido

palmítico en presencia de DCC y 4-DMAP y por último se desprotege con TFA en

tolueno (1:6) a 0°C. Este método permite obtener, con un buen rendimiento, una mayor

proporción del isómcro natural 2-O-acilado, aunque en un mayor número de pasos.

Parte de este trabajo de tesis ha contribuido a las siguientes publicaciones:

a “Structural analysis of inositolphospholipids from Trypanosoma cruzi epimastigote

forms”. Bertello, L.E., Goncalves, M. F., Colli, W. & Lederkremer, R.M. (1995) Biochem.

J., 310, 255-261.

El “Dcvelopmentally rcgulated expression of ceramide in Trypanosoma cruzí” Bertello, L.E.,

Andrews, N. & Ledcrkremer, R. M. (1996) Mol. and Biochem. Parasitol., 79, 143-151.

Ü “Lipase-catalyzed monoestcriñcation of l-O-hexadecylglycerol in organic solvents"

Bertello, L. E., Salto, M. L. & Ledcrkremer, R. M. (1997) Lípids, 32, 907-911.

Ü "Evidence for phospholipases from Tiypanosoma cruzi active on phospliatidylinositol and

inosítolphosphoceramide” Bertello, L. E., Alves, M. J. M., Colli, W. & Lederkremer, R.

M. (2000) Biochem. J., 345, 77-84.
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