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RESUMEN

Glicomica de pardsitos. Estudio de la via biosintética de esfingolipidos
en Trypanosoma cruzi y Plasmodium falciparum.

Este frabajo presenta un estudio de la via biosintética de
esfingolipidos en dos protozoarios hemopardsitos: Trypanosoma cruzi
(formas  epimastigote) y  Plasmodium  falciparum (estadios
infraeritrociticos) utilizando espectrometria de masa UV-MALDI-TOF.

En una primera etapa se realizd la purificacion de la
glucosilceramida sintasa, enzima responsable de la transferencia de
glucosa desde UDP-glucosa a ceramida, a partir de formas
epimastigote de T. cruzi utilizando diferentes pasos cromatograficos. Se
demostrdé que la proteina purificada presentd actividad enzimdatica
especifica. A partir de ella fue posible obtener un suero policlonal en
ratones con el cual se inmunoprecipitd la enzima activa. Por ofra parte,
se acopld el anticuerpo a Sepharosa de forma de readlizar la
inmunopurificacion de la enzima en forma mds eficiente. Este mismo
anticuerpo fue utilizado para la deteccidn de la GCS en ofros pardsitos.
Dado que esta enzima no presenta una secuencia conservada en
diferentes sistemas, se realizd un andlisis protedmico con la enzima
purificada y los resultados fueron comparados en bancos de datos.

En una segunda etapa, teniendo en cuenta resultados previos del
laboratorio que indicaban que el Tamoxifeno (TAM) inhibe el desarrollo
de epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi, se estudid el efecto del
TAM sobre el metabolismo de los esfingolipidos no solo en T. cruzi, sino
también en P. falciparum y L. amazonensis. Para ello se realizaron
incorporaciones metabdlicas de ceramidas fluorescentes en cultivos en
presencia y ausencia de TAM y se analizaron los esfingolipidos obtenidos

por ccd, hplc y espectrometria de masa UV-MALDI-TOF.



En la tercera etapa, haciendo uso de la ingenieria metabdlica se
desarrolld6 una nueva metodologia para la determinacion de
glicolipidos. Se realizd la incorporacion de N-AzGIcNH> en los estadios
infraeritrociticos de P. falciparum. Luego de la exiraccion de los
glicolipidos la utilizacion de las reacciones denominadas “Click™ permitié
la unidn de un grupo fluorescente que seria utilizado para la deteccion
durante el fraccionamiento asi como para el andlisis por espectrometria
de masa utlizando el grupo fluorescente como fotosensibilizador,
disminuyendo el tiempo de andlisis e incrementando la sensibilidad con
una minima preparacion de la muestra. Este nuevo método resulta de
utilidad para cuantificar cambios dindmicos en el patron de
glicosilacion y realizar la determinacion estructural directa en diferentes

sistemas.

Palabras claves: EM MALDI-TOF, T. cruzi, P. falciparum, esfingolipidos,

Tamoxifeno



ABSTRACT

Parasite glycomics. Study of the biosynthesis of sphingolipids in
Trypanosoma cruzi and Plasmodium falciparum.

In this work, we present a study of the biosynthetic route of
sphingolipids in two hemoparasitic protozoa: Trypanosoma cruzi
(epimastigote forms) and Plasmodium falciparum (intraerythrocytic
stages), using UV-MALDI-TOF mass spectrometry.

Firstly, the purification from epimastigote forms of T. cruzi of the
glucosylceramide synthase (GCS), enzyme responsible of transferring
glucose from UDP-glucose to ceramide, by different chromatographic
steps was performed. The purified protein resulted active and with this
protein fraction, a mice polyclonal anfibody was obtained. This
antfibody was able to immunoprecipitate the active enzyme.
Furthermore, the antfibody was coupled to Sepharose in order to
perform the immunopurification of the enzyme more efficiently. The
same anfibody was used to detect GCS in other parasites. As this
enzyme does not present a conserved sequence through different
systems, a proteomic approach was performed and the results were
compared with data banks.

In a second step, taking into account previous results obtained
in our lab indicating that Tamoxifen (TAM) inhibits T. cruzi growth the
effect of TAM on the sphingolipid metabolism was studied. This study
was extended to P. falciparum and L. amazonensis. For this purpose,
fluorescent ceramides were metabolically incorporated in cultures
containing or not TAM. The labelled sphingolipids were extracted and
were analysed by TLC, HPLC and UV-MALDI-TOF mass spectrometry.

In the third step, using the metabolic engineering technique, a

new method for glycolipid analysis was developed. We performed



the metabolic incorporatfion of N-AzGIcNH2 in the intraerythrocytic
stages of P. falciparum. After extraction, the use of “click chemistry™
allowed to link a fluorescent reporter group that resulted useful for the
glycolipid detection during fractionation and also for the mass
spectrometry analysis as photosensitizer, diminishing the analysis time
while increasing sensitivity with a minimum sample preparation. This
new methodology is useful to quantify dynamic changes of the
glycolipid pattern as well as to perform direct structural determination

in different systems.

Keywords: MALDI-TOF m.s., T. cruzi, P. falciparum, sphingolipids,

Tamoxifen
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NUEVA METODOLOGIA PARA LA
DETERMINACION DE GLICOLIPIDOS
UTILIZANDO INGENIERIA METABOLICA.

QUIMICA cLICK

La glicodmica busca entender cdmo un determinado grupo de
hidratos de carbono se relaciona con un evento bioldgico en particular. Los
hidratos de carbono participan en la mayoria de los procesos bioldgicos,
desde la senalizaciéon intracelular hasta el desarrollo de un érgano o el
crecimiento tumoral. Entender cémo la totalidad de los azicares gobierna
estos procesos es un punto central de la glicobiologia.

El glicoma puede ser descripto en varios niveles jerdrquicos de

creciente complejidad:

o Un primer nivel en el que se determina la simple
estructura de un azucar separado de la proteina o el lipido al que se
haya unida, independientemente de su localizacion en la célulg,
organo U organismo.

° En segundo lugar, conocer la forma en que los hidratos
de carbono se asocion a las diferentes proteinas y lipidos,
fundamental al momento de determinar su funcién.

o Un tercer nivel de complejidad, en el que se determina
cudles de estos hidratos de carbono o glicoconjugados se expresan
en las diferentes células y tejidos.

. El Jlfimo peldano de esta jerarquia involucra la
visualizaciéon de coémo los glicoconjugados estdn organizados y se
relacionan entre si tanto a nivel infracelular, de la membrana o de la

matriz extracelular.

Dentro de este marco, las reacciones quimicas bioortogonales estdn

allanando el camino para las nuevas innovaciones en biologia y la
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glicobiologia no es un drea ajena a estos avances. Dichas reacciones

poseen extrema selectividad y biocompatibilidad, tal que los reactivos que
forman parte de ellas pueden formar uniones covalentes dentro de sistemas
bioldgicos funcionalizados e inclusive en organismos vivos (Jewetta vy
Bertozzi, 2010).

El término quimica bioortogonal refiere a cualquier reaccién quimica
que puede ocurrir dentro de los sistemas vivos sin interferir con los procesos
bioquimicos nativos. El término fue acunado por Carolyn R. Bertozzi en 2003.

Para ser considerada bioortogonal, una reaccién debe cumplir una
serie de requisitos:

. Selectividad: La reaccidon debe ser selectiva entre los
grupos para evitar reacciones laterales con compuestos bioldgicos.

. Inercia bioldgica: los reactivos y los productos de la
reaccién de unidén resultante no deben poseer reactividad capaz de
alterar la funcionalidad quimica nativa del organismo en estudio.

. Inercia quimica: El enlace covalente debe ser fuerte e
inerte a las reacciones bioldgicas.

. Cinética: La reaccién debe ser rdpida en la escala de
tiempo de los procesos celulares para evitar la competencia en las
reacciones que pueden solapar las senales de especies menos
abundantes. Reacciones rdpidas también ofrecen una respuesta
réapida.

. Biocompatibilidad de reaccién: Las reacciones no
deben presentar toxicidad y deben funcionar en condiciones
bioldgicas de pH, medio acuosos, y temperatura.

. El reportero quimico debe ser capaz de ser incorporado
en las biomoléculas a través de alguna forma de ingenieria de
proteinas o metabdlica.

La quimica bioortogonal se basa en dos pasos. En primer lugar, un
sustrato celular, por ej., metabolitos, inhibidores de enzimas, etc., se
modifica con un grupo funcional bioortogonal y se infroduce en la célula. El
producto final de la reaccién no debe alterar la estructura del sustrato para

evitar afectar dramdticamente su bioactividad. En segundo lugar, una
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sonda que contfiene el grupo funcional complementario es introducida

para marcar el sustrato.

Desde su infroduccion, el concepto de la reaccion bioortogonal ha
permitido el estudio de biomoléculas tales como hidratos de carbono,
proteinas, vy lipidos en tiempo real en sistemas vivos sin provocar toxicidad
celular. En el Ultimo tiempo se han desarrollado varias estrategias de ligacion
qguimica que cumplen los requisitos de bioortogonalidad, incluyendo la
cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen, en particular la variante paso a paso
catalizada por Cu(l) conocida simplemente como "la reaccién en un click”,
cicloadiciones tales como la reaccidn de Diels-Alder, ejemplos de
sustituciéon nucleofilica en compuestos conteniendo grupos epoxy y aziridina
y reacciones de adicién a dobles enlaces carbono-carbono como la
dihidroxilacion, entre otras.

La quimica click es una filosofia quimica introducida por K. Barry
Sharpless en 2001 (Kolb y col, 2001; Evans 2007; Diaz y col, 2008) y describe
una operatoria quimica a medida para generar sustancias en forma rapida
y fiable al unir pequenas unidades entre si. Se inspira en el hecho de que la
naturaleza también genera sustancias al unir pequenas unidades
modulares. La quimica click no es una reaccién especifica, sino que es un

concepto que imita la naturaleza o sea es bioortogonal.

Las reacciones en la guimica click deberian reunir las siguientes
caracteristicas:
e ser modulares
e serde amplio alcance
e dar unrendimiento quimico muy alto
e generar solo subproductos inofensivos
e ser estereoespecificas
e ser fisioldgicamente estables
e mostrar una gran fuerza termodindmica
e poseer una elevada economia de adtomos.
e para su aplicacidn en sistemas vivos debe ser

bioortogonal.
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La mayoria de las reacciones click son irreversibles e incluyen

procesos de enlace enfre un dtomo de carbono y un heterodtomo. Un
ejemplo de esto seria la incorporacion de grupos azida a través de la
reaccion Staudinger-Bertozzi dentro de biomoléculas produciendo
potenciales blancos para una marcacidon azido especifica. La reaccion
también se denomina ligacién de Staudinger porque las dos moléculas se
ligan al final de la reaccién, mientras que en la reaccion de Staudinger
cldsica, los dos productos no se unen covalentemente después de la
hidrdlisis. (Saxon y col., 2000; Kiicky col., 2002; Sletten y Bertozzi, 2009).Esta
reaccion es bioortogonal dado que las azidas y fosfinas no se hallan
presentes en las moléculas bioldgicas naturales. Ofro rasgo de alta
relevancia es la biocompatibilidad de la reaccién, dado que se lleva a
cabo en solucion acuosa bajo condiciones suaves a temperaturas y rangos
de pH moderados. Cabe destacar que la reaccion fiene una elevada
eficiencia, habitualmente se logran rendimientos de = 90%.

En el presente trabajo utilizamos la reaccion “click” de cicloadicién
de azidas y alguinos de Huisgen, con el cobre como catalizador que da
como resultado la formacién del 1,4-regioisdbmero. El kit fue disenado para
detectar la sintesis de nuevas proteinas o subclases de glicoproteinas
modificadas con un grupo azida (Fig. 1) a través de la incorporacion
metabdlica de diferentes azUcares modificados con azidas dentro de la
estructura glicoproteica. Luego se analiza el perfil proteico mediante SDS-
PAGE e incluso mediante Western blots. El método de deteccion también es
compatible con el andlisis mediante espectrometria de masa UV MALDI,
permitiendo diferenciar subclases de glicoproteinas, fosfoproteinas vy
proteinas totales. Las muestras fueron marcadas con Tetrametilrodamina
(TAMRA).
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= NN,

Proteina modificada @
metabdlicamente con un grupo azida
N

Cu(l), 30 min Temp. ambiente *‘

Triazol estable

TAMRA biotin alquino

Fig. 1: Reaccion azida/alquino click, cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen, variante paso a paso
catalizada por Cu (I). En nuestro tfrabajo consistié en la incorporacion metabdlica de diferentes
azUcares modificados con azidas dentro de la estructura dlicoproteica marcadas con
Tetrametilrodamina (TAMRA). Luego de la incorporacion metabdlica el azido-azUcar puede ser
quimicamente modificado por la reaccién de ligacidén de Staudinger uniendo una sonda al grupo
azido.

MARCACION DE GLICOLIPIDOS DE FORMAS INTRAERITROCITICAS DE P.
FALCIPARUM

Tanto la glicobiologia como el metabolismo lipidico de P. falciparum
han sido foco de un creciente interés en los Ultimos anos dadas su
potencialidad como herramienta quimioterapéutica (Mitamura, T. vy
Palacpac, N.M.Q., 2003).

En el presente trabajo se realizaron incorporaciones metabdlicas con
azido azUcares con el fin de determinar diferencias en los patrones de
glicosilacion en los distintos estadios intraeritrociticos de P. falciparum. Con
la intencidén de obtener informacién mds profunda sobre las estructuras de
los glicoconjugados en Plasmodium utilizamos azido-azucares Utiles para el
estudio de glicoproteinas y glicolipidos que con anterioridad eran
inaccesibles.

El metabolismo lipidico ha sido también uno de los aspectos mds
estudiados en los Ultimos fiempos de la biologia del pardsito por sus posibles
aplicaciones con propositos terapéuticos. (2). Fueron identificados dos

candidatos como  precursores  putafivos de ancla de  GPI
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(glicosilfosfatidilinositol) para proteinas de membrana, con las estructuras

etanolamina fosfato-6(Man a I-2)Man a |-2Man-a I-6Manal-4GIcN-Pl (Pfa) y
etanolamina fosfato-6Man a -2Man a -6Man-a |-4-GIcN-PI  (PfR) (3-4).
Solamente Pfa ha sido descripto como ancla de las proteinas MSP-1 y MSP-
2 (5).

El precursor PfR es sintetizado y transferido a alguna proteina no
caracterizada aun, especialmente del estadio de trofozoito (3, 6). Resultd
interesante que el core de glicanos aislado determinado en muestras de
nueve aislados de P. falciparum correspondientes a diferentes regiones
geogrdficas muestran una estructura universal (7). Un andlisis del sustituyente
acilo en C-2 del inositol de los GPIs de P. falciparum mostraron la presencia
de dcido palmitico (~90%) y dacido miristico (~10%). La molécula de
diacilglicerol contfiene predominantemente C18:0 y C18:1, proporciones
menores de C14:0, C16:0, C18:2, C20:0, C22:0 y dcidos no determinados,
con C18:1y C18:2 en la posiciéon sn-2 (8).

Por otro lado, ha sido demostrada la sintesis de esfingomielina por el
pardsito  (?-10), aunque su via metabdlica no estd suficientemente
entendida. A pesar de la evidencia de que Plasmodium tiene limitada
habilidad para sintetizar. Estadios intaeritrociticos de P. falciparum fueron
metabdlicamente incorporados con N-azido-tetra-O-acetilglucosamina. Se
realizaron las incorporaciones en diferentes condiciones, y los mejores
resulfados fueron obtenidos utilizando 0.26 mg/ml de cultivo durante 24hs.
Luego de la purificacion por gradiente de Percoll, cada estadio fue lisado,
centrifugado vy los lipidos fueron extraidos con cloroformo: metanol: agua.
La fase orgdnica (OP 1) fue separada de las proteinas precipitadas por
cenfrifugacion 'y cada fraccion fue marcada con TAMRA
(Tetrametilrodamina). El precipitado proteico marcado proveniente de
cada estadio fue nuevamente extraido con cloroformo: metanol: agua y la
fase orgdnica separada y secada (OP ). En todos los casos eritrocitos no-
infectados fueron tratados en paralelo y usados como confrol.

La fraccién proteica fue re-solubilizada en buffer de muestra vy
desnaturalizada para ser analizada por SDS-PAGE (Fig.2). El andlisis

evidencid que si bien en los tres estadios intraeritrociticos del pardsito se
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observaban bandas o zonas fluorescentes, los eritrocitos no infectados

mostraban un perfil de marcacién coincidente y de mayor intensidad. Por
ofra parte, a pesar de cambios en las condiciones de marcacion no se
logré un resultado satisfactorio. Por lo tanto, se procedié al andlisis de los

extractos lipidicos obtenidos.

Fig. 2-SDS-PAGE de las protfeinas precipitadas.
R, anillos; T, trofozoitos; S, esquizontes; C,
eritrocitos no infectados.

Con este prop&sito, las fases orgdanicas (OPI y OPIl) fueron analizadas
por CCD usando como solvente de desarrollo cloroformo: metanol: agua

(40:10:1) (Fig. 3 Ay B respectivamente).

Es de destacar que aunqgue los extractos provenientes de eritrocitos
no infectados mostraron lipidos marcados, el andlisis de los extractos
correspondientes a los diferentes estadios indicd claras diferencias.  El
andlisis de la OPI (Fig. 3A) mostré que las bandas denominadas 1 y 2
aparecen aumentadas en el estadio anillo y van disminuyendo con la

diferenciacién a esquizontes.
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Fig3-CCD de las fases orgdnicas.(A) OP | y (B) OPIl utilizando cloroformo: metanol: agua
(40:10:1) como solvente de desarrollo; (C)OPII utilizando cloroformo: metanol: agua (40:10:0.3)
como solvente de desarrollo. R, anillos; T, frofozoitos; S, esquizontes; C, eritrocitos no infectados.
Los numeros y las letras en minUscula indican los productos que fueron analizados por
espectrometria de masas.

Los compuestos fluorescentes denominados 1y 2, fueron levantados
de la placa y exfraidos con cloroformo: metanol: agua, secados y
analizados por espectrometria de masa. En un trabajo anterior (Landoni y
col., 2008) fue determinado que el andlisis de esfingolipidos provenientes de
incorporaciones metabdlicas con andlogos fluorescentes, NBD-ceramida y
NBD-dihidroceramida puede ser analizado por espectrometria de masa UV-
MALDI-TOF sin agregado de matriz, ya que el mismo grupo fluorescente es
capaz de absorber la energia a las longitudes de onda del Idser utilizado vy
actuar desorbiendo/ionizando los compuestos. Por lo tanto se intentd probar

si la sonda utilizada en este caso (TAMRA) poseia esta propiedad. En la
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figura 4 se observan los espectros obtenidos de los componentes 1y 2 del

estadio anillo.

El espectro correspondiente al componente 1 de la Fig 3 A, obtenido
en modo positivo, mostrd una senal a m/z 1817.7 (calc. m/z 1816.8)
correspondiente al [M+H]* de una estructura de dlicosilfosfatidilinositol
conteniendo un grupo diacilglicerol formado por C18:1 y C12:0 y dos
unidades de hexosa unidas a la molécula de hexosamina-Inositol marcada
con TAMRA (esquema 1). Un acido graso C14:0 adicional genera un pico
de m/z 2026.3 (calc. m/z 2027.0). Esta Ultima senal estd de acuerdo con el
hecho que el dcido miristico es el dcido graso preferencial que sustituye el
anillo inositol de los GPIs en Plasmodium (Debierre-Grockiego y Schwarz,
2010). Las senales a m/z 1200.5 y 1216.3 (calc. 1199.4 y 1215.4) corresponden
a la pérdida del grupo fosfatidil del m/z 1817.7. Adicionalmente, mientras el
pico con m/z 1506.5 (calc. 1505.6) corresponde a la pérdida del grupo
diacilglicerol del idn m/z 2026.3, la senal de m/z 1476.7 (calc. 1475.9) puede
ser atribuida a la pérdida de dos unidades de hexosa del m/z 1817.9.
Adicionalmente, la senal a m/z 939.7 (calc 939.3) corresponde a la pérdida

del grupo diacilglicerol del idn m/z 1476.5.
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Fig 4-Andlisis por espectrometria de masa realizado sin agregado de matriz externa.

A) banda 1, B) y C) banda 2 de fig. 3A; B corresponde al rango expandido m/z 850-2200.
HexNT: hexosamina marcada con TAMRA; DAG: fosfatidildiacilglicerol;, MAG
monoacilglicerol.
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1817.7

1476.7 NN N NN

ESQUEMA 1

Esquema 1. Esfructura del componente 1 de la Fig 3 A, correspondiente a una
molécula de dlicosilfosfatidilinositol conteniendo un grupo diacilglicerol formado por

C18:1 y C12:0 y dos unidades de hexosa unidas a la molécula de hexosamina-Inositol

marcada con TAMRA.
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El espectro de la banda 2 se muestra en la Fig4 B y C. En este caso la
senal a m/z 2004.0 (calc. m/z 2004.9) puede ser atribuida a una estructura
de glicosilfosfatidilinositol conteniendo un grupo diacilglicerol formado por
dcidos grasos C 14:.0 y C18:2 y una estructura glicosidica conteniendo tres
unidades de hexosas y la unidad de HexNHz-Inositol marcada con TAMRA
(Fig.4B). La ruptura principal entfre la glucosamina y el inositol producen una
senal a m/z 1200.5 (cal. m/z 1199.4). La pérdida de dos unidades de hexosa
de esta Ultima da lugar al ion m/z 890,1 (calc. m/z 889.3). Adicionalmente,
como en el espectro anterior, la senal a m/z 939,7 (calc. m/z 939.,4)
corresponde a la unidad de HexNH2-Inositol con el grupo fosfato. Por otfra
parte la pérdida de las tres unidades de hexosa y de la porcion
fosfatidildiacilglicerol da lugar a la senal m/z 890.1 (calc m/z 889.3) mientras
que la pérdida de las tres unidades de hexosa y el TAMRA da lugar a la
senal m/z 965.6 (calc. m/z 966.5). En la zona de masas menores (Fig 3C) la
pérdida del grupo TAMRA vy el ac. graso C18:2 da lugar a la sehal a m/z
686.7, m/z 702.9 y m/z 670.5 (calc. m/z 686.3, 702.3 y 670.3 respectivamente,)
Ademds la unidad de fosfatidildiacilglicerol da lugar al ibn m/z 645.2 (calc.
m/z 644.4), el fosfatidiimonoacilglicerol conteniendo el C18:2 da lugar a la
senal a m/z 433.7 (calc. m/z 433.2)mientras que la porcion de diacilglicerol
da lugar alion m/z 563.4(calc. m/z 564.4). Senales menores a m/z 617.9 y m/z
589.5 (de m/z 646.4) corresponden a micro heterogeneidades en la

composicion de los dcidos grasos (Esquema 2).
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ESQUEMA 2

Esquema 2. Se muestra la estructura determinada a partir del espectro de la Fig4 By C,
atribuida a una molécula de dglicosilfosfatidilinositol conteniendo un grupo diacilglicerol
formado por dcidos grasos C 14:0 y C18:2 y una estructura glicosidica conteniendo tres
unidades de hexosas y la unidad de HexNH2-Inositol marcada con TAMRA

Cuando el extracto OPIlI fue analizado por ccd (Fig. 3B) el estadio
esquizonte presentd un componente que migraba mucho que no estaba
presente en los otros estadios ni en el control. Las mismas diferencias pero
con una mejor resolucion fueron detectadas cuando las muestras se
analizaron en un solvente menos polar (Fig. 3C). Las bandas denominadas a
de la Fig. 3B, b y ¢ de la Fig 3C fueron exfraidas y analizadas por
espectrometria de masa sin agregado de matriz externa. Como era de
esperar, los espectros de masa en modo positivo de la bandas a y b

resultaron idénticos y fueron atribuidos a una esfructura de glicoesfingolipido
(Fig. 5).
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Fig.5.Espectro de masa de la banda (a) de la figura3 C. En la parte superior se observa el rango
expandido de nmv'z: 950-1900 Da

La senal de m/z 1706.1 (calc m/z 1705.8) puede ser atribuida al idn
[M+Na]* correspondiente a una ceramida compuesta por una base
esfingosinica d18:1 acilada con un dcido graso C 10:0 dihidroxilado vy
glicosilada con fres unidades de hexosa y una hexosamina marcada con
TAMRA (esquema 3). La senal a m/z 1364.0 (calc. m/z 1364.7) corresponderia
a la pérdida de dos hexosas de esta Ultima. De forma similar, la senal de m/z
1862.9 (calc. m/z 1863.9) corresponde a una base d18:1 acilada con un
dcido graso C12:0 y glicosiiada con cuatro unidades de hexosa y una
glucosamina marcada con TAMRA. De la misma forma, la senal a m/z
1538.9 (calc. m/z 1538.8) se atribuiria a la pérdida de dos unidades de
hexosas de la Ultima. La pérdida adicional de la ceramida del ion m/z 1538.9
generaria los picos m/z 1059.2 y 1075.3 (calc m/z 1058.4 and 1074.4, AO). En
la zona de masa menores, el pico mayoritario a m/z 764.3 (calc. m/z 765.4)
corresponde atribuido a la pérdida del grupo TAMRA concomitante a la

pérdida del dc. graso del ion m/z 1364.0 como [M+H]* asi como a la
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pérdida del grupo TAMRA, el &c. graso y una unidad de hexosa del ion m/z

1538.9. Una segunda pérdida de hexosa da lugar al ion m/z 603.9 (calc. m/z
604.4). Ademas la senal a m/z 684.1 (calc. m/z 685.2) corresponde a ftres
hexosas y la unidad de hexosamina. Estas estructuras estén de acuerdo con
las estructuras de glicoesfingolipidos previamente descriptas en P.
falciparum (Couto y colaboradores (2004)) en donde se detectaron mono,
di, tri y tetrahexosilceramidas conteniendo ac. grasos C10:0, C12:0 y C14:0

mono, diy tri hidroxilados.

10592
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" o He w o
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H
H  on 15389
o
cf
o
‘ \
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ESQUEMA 3

Esquema 3. Estructura correspondiente a la banda (a) de la figura3 C determinada por e.m.,
afribuida a una ceramida compuesta por una base esfingosinica d18:1 acilada con un
dcido graso C 10:0 dihidroxilado o C12:0 vy glicosilada con tres unidades de hexosa y
una hexosamina marcada con TAMRA

Por ofra parte, cuando las bandas ¢ y d fueron analizadas, mostraron
el mismo patréon de estructuras descripta para las bandas 1y 2 de la Fig. 3,
indicando que las estructuras GPI no fueron completamente extraidas en la
OFPI.

Los GPIs constituyen la modificacion con carbohidratos mds
abundante presente en Plasmodium, tanto en forma libre como unidos a
antigenos de superficie, y estdn involucrados en la patogenicidad del

pardsito (Delorenzi y col., 2009). Las estructuras de GPI descriptas hasta la

160



INGENIERIA METABOLICA EN P. FALCIPARUM

fecha contienen una estructura bdsica caracterizada por la presencia de

glucosamina sin N-acetilar (rasgo caracteristico) unida en la posicion 1 a
inositol y en la posicion 4 a una cadena comunmente de tres residuos de
manosa. Frecuentemente, la tercera unidad de manosa se encuentra unida
al extremo C- terminal de una proteina mediante una etanolamina fosfato
(EfNP). Ademds, un fosfolipido es unido al OH-1 del inositol. Estas estructuras
son producidas en una ruta biosintética a fravés de la accidon coordinada
de multicomponentes.

Basados en el conocimiento de las estructuras de los GPI del
pardsito, Delorenzi y col, propusieron 9 pasos, iniciado por la fransferencia
de NAcGIlc al fosfafidilinositol. El hecho que se hayan determinado
estructuras GPl luego de la incorporacion metabdlica de N-azido
acetilglucosamina muestra que el pardsito tolera andlogos del sustrato
natural. El segundo paso corresponderia a la desacetilacion de la unidad
de NAcGIc, sin embargo nuestros datos indican que la N-azidoglucosamina
permanece inalterada y es posteriormente manosilada. Este resultado
indicaria dos posibilidades: o este paso puede ser dispensable, aunque sea
en baja proporcién, o el grupo azido mimetiza lo suficientemente bien al
azUcar natural de forma que el paso de manosilacion puede llevarse a
cabo. En este sentido, aunque por busqueda en base de datos y secuencia
de mRNA y expresidn en P. falciparum se han descripto 8 genes (PIG-A, PIG
B, PIG-M, PIGO, GPI1, GPI8 y GAA-1) solo existe evidencia preliminar del gen
PIG-L que codifica la N-acetilglucosaminilfosfatidilinositol de N-acetilasa
responsable del paso de desacetilacion (Delorenzi y col. 2002)

La fig. 6 esquematiza la ruta biosintética de los GPI postulada para
Plasmodium con modificaciones en cuanto a la nomenclatura de los genes
y las enzimas, ademds se detallan los links correspondientes a la base de

datosDeRisiLab Malaria Transcriptome Database.
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Biosintesis del glicosilfosfatidilinositol (GPI)
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FIG. é.: Biosintesis de las anclas de GPI enPlasmodiumfalciparum. En el esquema se detallan las enzimas
que han sido registradas en DeRisiLabMalaria TranscriptomeDatabase. Tomado de GEROLD Y GOUDA

2014; HTTP://MPMP.HUJI.AC.IL/MAPS/GPIANCHOR1TPATH.HTML).

En resumen, se investigd por primera vez la incorporacion de N-
AzGIcNH2 en glicolipidos de los estadios intraeritrociticos de P. falciparum.
La marcacion, extraccion y deteccion fue llevada a cabo en forma sencilla

ya que el grupo fluorescente TAMRA ademds de ser un sistema altamente
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sensible, resultd ser Ufil como matriz interna para el andlisis por

espectrometria de masa. El hecho de que no sea necesario agregar una
matriz externa indica que se lleva a cabo un proceso de
desorciéon/volatilizacién/ionizacién por laser (UV-LDI). Sin embargo aunque
LDI es un método de ionizacién fuerte, se obtienen espectros muy limpios.
Hasta el momento este constituyd el primer ejemplo de andlisis de
glicolipidos por medio de incorporacion metabdlica de azido-azucares.

Esta aplicacion es particularmente atractiva porque disminuye el
tiempo de andlisis e incrementa la sensibilidad con una minima preparacion
de la muestra. Los resultfados muestran que esta estrategia puede
convertirse en una herramienta Util tanto para estudios biosintéticos como
para la elucidacién de glicolipidos en P. falciparum, constituyendo un
nuevo método para cuantificar cambios dindmicos en el patrén de

glicosilacion y facilitando el andlisis directo por espectrometria de masas.
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AC
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Alk-SMase
B-NAD
BSA
CCD
Cdasa
CDC
Cer
CerS
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v
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