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I N T R Ü D U B C I Ü N

I. GENERALIDADES

Los lípidos comprenden un amplio grupo de compuestos cuyas

características comunesprincipales son la porción hidrofóbica

relativamente grande de su molécula y por ende su mayor solubi­

lidad en solventes orgánicos. Se incluyen asi dentro de este

grupo, hidrocarburos de cadena larga, alcoholes, aldehidos, áci­

dos grasos, ésteres, aminas y sustancias derivadas tales como

glicéridos, ésteres de cera, Fosfolipidos, glicolípidos, esteroi­

des y carotenoides. Los glicolipidos reunen las caracteristicas

de los lípidos pero tienen además en su molécula una fracción de

carbohidratos. Si bien están ampliamente distribuidos, son com­

ponentes menores de la mezcla de lípidos aunque, dia a día,

aumenta el conocimiento sobre la diversidad de Funciones que

ellos cumplendentro de la celula o en los seres vivos. Los gli­
colipidos vegetales, de hongos y microorganismos, presentan gran

diversidad estructural mientras que los provenientes de animales

son en su mayoria glicoglicerolipidos o glicoesfingolípidos.



I. 1. ESTRUCTURAS Y CLASIFICACION

Los glicolipidos pueden dividirse en seis grandes grupos

según cual sea la fracción lipidica que los constituye.

1.1.1. Glicoglicerolípidos.

1.1.2. Esteril-glicósidos.

1.1.3. Glicósidos de hidroxi-ácidos grasos.

1.1.A. Azúcares esterificados a ácidos grasos.

1.1.5. Poliprenilfosfoazúcares.

1.1.6. Glicoesfingolipidos.

1.1.7. Otros glicolipidos.

I. 1.1. GLICÜGLICERÜLIPIDÜS

Carter y col. (1) aislaron de un extracto bencénico de ha­

rina de trigo dos fracciones de glicolipidos que contenían

D-Galactosa y glicerol. Los análisis posteriores tales comohi­

drfilisis, degradación enzimática y oxidación con periodato de­

mostraron que se trataba de monoy digalactosas unidas glicoai­

dicamente al grupo DH- de un glicerol, a los que se llamó mono

y digalactosildiglícéridos (MGDy DGD.respectivamente), cuyas

fórmulas se ven en la Figura 1.
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Figura 1: A)3-Ü-\é-D—galact0pirannsíl-sn-l,2-díacil-glicerol.

Monogalactusil díglicérido (MED).
B)3-Ü-[-O<-D-galactopiranusil—(l'—> 6)-Ü-(g-D-galactg
píranosil]-sn-l,2-diacíl glicerul.
Digalactusil diglicéridu (DGD).(52).



Posteriormente fueron aislados de numerosas plantas y tam­

bién se los encontró en bacterias, hongos y mamíferos.

Entre las bacterias, especialmente Grampositivas se aisla­

ron otros glicosil-diglicéridos, (ver Tabla l).

En los hongos no está claramente definida la existencia de

los glicosil-diglicéridos. El trabajo de Baraudy col. (1970),

(2) menciona la existencia de un monogalactosildiglicérido en

levaduras, pero no hay una adecuada caracterización del mismo.

En zoosporas de Blastocladiella emersonii, Mills y Cantina (3),

identificaron por cromatografía en capa delgada, dos compuestos

con movilidades equivalentes a monoy digalactosildíglicéridos.

Estos compuestosconstituyen una fracción mayoritaria de los lí­

pidos de este hongo acuático. Por otro lado, una investigación

exhaustiva, en Saccharomyces,de los glicolípidos lábiles al

álcali, más abundantes, con movilidad en las cromatografias en

capa delgada de digalactosildiglicérido pareció indicar que se
tratan simplemente de azúcares acílados (h)- Brennan, (5) ais­

16 pequeñas cantidades de un compuesto élcali lábil de Aspergillus

giggr que él identificó como’unamezcla de diglucosil y digelac­

tosil diglicérido. Aparentementeesta seria la primera evidencia

concreta sobre la existencia de diglicosildiglicéridos en hongos,

basada en una incuestionable caracterización. Lamentablemente,

las cantidades encontradas de este compuestoresultaron tan pe­



TABLAl

Algunossn-B-Ü-glicósildiglícéridusbacterianas(52)

Nombre Monoglucosil

diglicéridn

Diglucasil

diglicérido

Díglucnsil

diglicérido

Dimannsil

diglicérido

Galactofurannsil

díglícérido

Galactnsilglucosil

diglicérido

Blucusílgalactnsïl

glucosil díglicérido

Estructurade fracciEnglicnsïdica °<—D-glucopiranósidu

(3-D-glucupiranasil-(l—)6)Ü­

G-D-glucopiranósido

o<-D-glucnpirannsíl-(l-e>2)-Ü

o<-D-glucopíranósidn

o(-D-mannpiranosil-(1-)3)-Ü­

-D-manopiranfisído

Q-D-galactofuranósidn 0(-D-galactopirannsil(1-)2)-Ü—

o<-D-glucopiranósidu

d-D-glucopirannsil-(1»6)-D­

o<-D-galactopíranclsil-(l->2)-Ü

-o<-D-glucopiranfisidu

Bacteria Pneumococcus

MycoElasma

Staghylocnccus Mycaglasma

StreEtococcus

Microcnccus

lysndeikticus

Mycnglasma

Bacteroides

Lactobacillus Lactobacillus



queñas que pese a todo esto, se pone en duda el resultado de

estas observaciones.

En los mamíferos, la presencia de galactoglicerolípidos en

tejidos cerebrales ha sido descripta por distintos grupos (6),

(7), (B). Cuatro glicolípioos menores se purificaron de un ex­

tracto lipídíco de la sustancia blanca de cerebro bovino (7),

uno de los componentes que representa más o menos el 0,2% de

toda la materia blanca, se identificó comouna mezcla de galac­

topiranosil diacilglícerol y galactopiranosíl monoalquil­

monoacil glicerol.

Las estructuras de estos compuestos Fueron caracterizadas

comol,2-di-Ü-acil—3-Ü-(@i-D-galactopiranosil)-sn-glicerol y

l-Ü-alquil-2-D-acil-3-D-(G’-D-ga1actopiranosil)-sn-glicerol,
(7), (9), (lÜ). El alquil éter de estos galactoglicerolípidos

es predominantemente un residuo hexadecíl que también se en­

contró entre los glícolípidos de cerebro de bovino, cerdo y

oveja, pero no Fue detectado en la Fracción monogalactosil

diglicérido del cerebro de rata (ll). La estructura del mono­

galactosil diglicérido es idéntica a la de las plantas, pero

la composición de ácidos grasos es distinta. En los animales,

el 1,2-oí-Ü-acil-3—Ü-@-D-galactopíranosil-sn-glicerol

(monogalactosil diglicérido) aparece en el sistema nervioso

central y periférico. Este compuesto constituye más o menos



el 0,5%del total de los lípidos del sistema nervioso, existien­

do evidencias sobre la implicancia del mismoen el proceso de

mielinación. Aparece casi exclusivamente en tejido nervioso mie­

linado y su biosintesis es mayor cuando coincide con el periodo

de máximamielinacíón. La disminución en la concentración del

lipido después de la mielinación indica que hay un metabolismo

(turnover) activo.

Ütra evidencia de la asociación del mcnogalactosil diglicé­

rido con el proceso de mielinación se ha obtenido de estudios

con la cepa de ratones "jimpy" (12). Estos ratones son mutantes

deficientes en mielina y presentan poca o ninguna capacidad de

sintetizar o acumular monogalactosil diglicérido (13). Casi todo

el monogalactosil diglicérido de los homogenadosde cerebro de

ratón "jimpy" está en la Fracción microsomal (17,1 nmoles/g de

peso húmedo) en lugar de la Fracción mielina (2,7 nmoles/g pe­

so húmedo), mientras que en los homogenados de cerebro de ratón

normal hay 168 nmoles/g en los microsomas y 155 nmoles/g en la

mielina. La baja concentración de monogalactosil diglicérido

en los "jimpy" no puede atribuirse a la alta actividad de las

enzimas catabólicas, porque los niveles de °<y G>galactosidasas

y galactolipidolipasas son normales (13). Deshmukh,(l97h) (1h)

demostróque las células de la oligodendria son los sitios pri­

marios de sintesis del monogalactosil diglicérido en la mielina.
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Soore esta base, puede considerarse al monogalactosil diglicéri­

do comoun buen marcador para la mielinaoión en el diagnóstico

de enfermedades neurológicas.

Sulfolipidos

Existen derivados sulfatados de los glicoglicerolípidos y

el primero que se aisló, en el alga Chlorella, fue el sulFogli­

oosildiglioérido, (Fig. 2) (15), (16).

CH2803H
Ü

H0 OH Ü-CHz

ÜH HLIZO-CÜ-R

H2C0-C0-R

Figura 2: 6-sulfo-o(-D-quinovopiranosil—(1-)»3')-l',2'-diacil-sn­
glicerol. Sulfoglioosil diglicérido.(l7).

Este sulfolípido (17) contiene un grupo acido sulfónico

(R-SÜBH) y no un grupo éster (R-Ü-SÜBH)como los sulfátidos de

animales que en su mayoría son sulfogliooesfingolípidos (122).



Este compuesto que parece estar concentrado aunque no localizado

exclusivamente en las membranaslamelares de los cloroplastos

(18), (19), (20), (21), se encontró también en todas las plantas

fotosíntéticas y algas donde se lo buscó. (20).

En bacterias muyhalofílicas, se halló por otro lado un

éster sulfato con la siguiente estructura (22), (23):

’0350-3-gal (1-6) man (1-2) glu (l-l')-Ü—CH
l

R-Ü-CH

I R = C
R- ­

Ü CH2

2

ZÜth (phitanil)

En Mycobacteriumtuberculosis, ademásexiste otro glicoli­

pidosulfato, el 2,3,6,6' - tetra-acetil-ci-c<'-trehalosa-2'-sul­
fato. (2h).

En los eucariotes superiores, por su parte, se han caracte­

rizado varios sulfogalactoglícerolípidos. El monoalquil—monoacil­

gliceril-monogalactósido-sulfátido fue aislado por Hornblatt y

col. (25) en el testículo de la rata. Independientemente,

Ishizuka y col. (26) aislaron y caracterizaron otro sulfogli­

colípido en los testículos 9 espermatozoides del cerdo. Es prác­

ticamente idéntico al de la rata, con conformación Q -anoméri­

ca para la porción galactosil y el grupo D-acil está unido al

C-2 del glicerol. Los estudios de metilación sugirieron que el

grupo sulfato está unido a la porción 3' de la galactosa.
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Ishizuka lo llamó "seminolípido" y lo identificó comol-Ü-alquil­

2-Ü-acil-3—(G5—3'sulfogalactosil)-glicerol.En los testículos de

cobayo aislaron otro compuestode estructura similar.

Murray y col. (27) estudiaron la presencia de estos sulfa­

galactoglicerolípidos en testículos de otros cordados para inten­

tar establecer una correlación filogenética con respEcto a estos

compuestos. Investigando en aves y peces Levíne y col. (197h)

(28) encontraron que los testículos de los patos y las lechuzas

contenían dos glícolípidos principales pero estos eran sulfoga­

lactosilceramida y galactosilceramida. Los testículos del sal­

móny la trucha maduros también contenían dos glicolípidos prin­

cipales, pero en este caso eran sulfogalactosílglucosil ceramida

y galgluceramida. En consecuencia, parece que los testículos de

aves y peces carecen del sulFogalactosílglicerolípido.

Por otro lado, Ishizuka y Yamakaua(197h), (26) han carac­

terizado parcialmente los glícolípidos de testículos humanos

adultos. Los glicolípidos principales resultaron ser el sulfoga­

lactosil-glicerolípido y sus compuestosno sulfatados; pero tam­

bién se detecto la presencia'de sulfogalactosilceramida y otros

glicoesfingolípidos.

En la Tabla 2 se resume la distribución específica de sul­

Folípidus en los testículos de varios organismos.



TABLA 2

Distribución específica qe sulfolípidos en testículos de varios

organismos.

Especie Sulfogalactosil Sulfogalactosíl Sulfogalactosil
glicerolipido ceramida glucosíl ceramida

cobayo

humana +

ratón ­

cerdo ­

rata

pato +

lechuza +

salmón trazas

trucha

Ademásen cerebro de rata se han descripto dos Compuestos

de este tipo. Unode ellos parece ser el 5'sulfogalactogliceroli­

pido aún cuando su contenido acilo y alquilo es más heterogéneo

que el del sulfogalactoglicerolípido del testículo de rata (30).

En los hongos, hasta el momento al menos, no se habían de­

tectado este tipo de compuestos. Sin embargo, en este trabajo de

tesis se presentan algunos resultados que demostrarian la exis­

tencia de este tipo de compuestos en Neurospora crassa.



I. 1.2. ESTERILGLICÜSIDÜS Y ESTERIL GLICÜSIDÜS ACILADDS EN

PLANTAS.

Los esteroles y sus derivados son componentes comunes de

las células vegetales y han sido aislados e identificados en nu­

merosas plantas y algunos hongos (31), (32), (2) y (A).

Se han identificado cuatro clases de lípidos basados en es­

teroles: esteroles libres, ésteres de esterol, esterilglicóaidos

y esterilglicósidos acilados. Sus funciones no se conocen bien,

pero se cree que son componentes de membrana y dado que la con­

Formación y solubilidad de los esteroles tanto comosu interac­

ción con otros componentes de membranapueden ser afectados por

la glicosilación y acilación se ha sugerido que pueden Jugar un

importante papel en regular la permeabilidad de la membrana.

Los esterilglicósidos fueron descriptos por primera vez en

1913 por Power y Saluay (33), mientras que los esterilglicósi­

dos acilados han sido aislados por Le Page (3h). Desde entonces

se aislaron numerosos compuestos de este tipo (35), (36), (37),

variando notablemente de una planta a otra (3a), (39), (hü), (#1)

y también dentro de la mismaplanta en distintas etapas del de­

sarrollo (ul), (AZ), (A3). El componente azúcar es generalmente

glucosa, pero también se ha encontrado manosa (un) y galactosa

(#5). Entre los esteroles que se glicosilan los másfrecuente­
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mente encontrados son el e i-sitosterol y el estigmasterol y

las cantidades relativas de ambosvarían‘según los tejidos en

que se los encuentre. (Fíg. 3)

C2H5 C2H3

UDPG——>
+ “zm” +(UDP)

H0 0 p

p-—sn05TEROL

0

CZHS R-É-x

4p___________‘
Hcmo

2 0 i
0

Figura 3: Reacciones involucradas en la glioosílación y soilación
de los esteroles para Formaresterilglíoósidos y esterLL
glioósidos aoílados.(155).

En los hongos, Esders y Light, (31) demostraron 1a exis­

tencia de estos compuestos en Candida bogoriensis observando la
1hincorporación de C-UDPGa un aoeptor que resultó ser el ergos­

terol, aunque el colesterol también ers activo. El producto



aparentaoa estar en cantidades apreciables pero no se pudo

aislar por su inestabilidad. Por cromatografía en capa delgada,

Baraud y col. (1970), (2) encuentran esteril glicósidos como

componentes de las membranas citoplasmáticas de Saccharomyces

cerevisiae y en 197%Tyürinoja, Nurminan y Suomalainen (A) los

encuentran como componentes de la pared celular de la misma 1e­

vadura. Parodi (1976), (32) los biosintetizó a partir de una

Fracción particulada de la mismalevadura.

Las primeras evidencias de la existencia de estos compues­

tos en Neurosporgcrassa se presentan en esta tesis.

I. 1.3. GLICÜSIDÜS DE HIDRÜXIACIDÜS GRASÜS

Los ejemplos más comunes son los ramnolipidos presentes

en Pseudomonas aeruginosa. (Fig. h)

Se Formaen grandes cantidades cuando la bacteria se culti­

va en un medio rico en glicerol, pues éste es utilizado para la

biDsÍntesis tanto de la ramnosa comodel ácido graso. A diferen­

cia de los ácidos ustilagicos estos parecen ser homogéneosya

que por hidrólisis dan cantidades equimoleculares de L-ramnosa y

del acido graso. El ramnolipido tiene acción bacteriostática

hacia Mycoogcteriogftuberculosis, cepa H37RVy es tóxica para
los ratones.
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DH 0 OH Ü

CH3 CH3

a o Ü-[IÍHCHZCD-Ü-[IÍHCHZCDDHÜOH OH H

C7H15 C7H15

Figura h: 2-0-0(-L—ramnopiranosil-Q<-L-ramnopiranosil-D-3­
hidroxidecanoil-D-B-acido hidroxidecanoico.
Ramnolípido.

Ütros glicósidos son los ácidos ustilágicos, éstos son pro­

ductos extracelulares de cultivos aireados de Ustilago maydis el

hongo que ennegrece los granos de cereales (corn-smut fungus).

Estos ácidos son insoluoles en agua y son los responsables de

la actividad antibiótioa de los cultivos de Ustilago.

Haskins y col. (1955), (#6) y Boothroyd y col. (1956), (b?)

caracterizaron parcialmente de un aceite de Ustilago maydis un

disacárido acilado que contenía eritritol y manosa. Fluharty y

O'Brien (1969), (AB) reexaminaron el hongo y encontraron un gli­

colípido con idéntica estructura pero asociado a la célula y no

comoproducto extracelular.
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El ácido glucostilico A es el residuo e de celobiosa aci­

lado unido glicosidicamente al ácido ustilico A:

HÜH 28--9H--(CH2 ) --CÜÜH13
UH

y el ácido glucostilíco B es lo mismopero unido glicosidicamen­

te al ácido ustilico B.
ÜH ÜH
I l

HÜHC--CH--(EH2)12 --EH-CÜÜH2

Soforósidos

Estos glicósidos son abundantes en levaduras, mohosy algu­

nos basidiomicetes. Los soforósidos de Candida bogoriensis y

Torulopsis Epicola no se aislaron de la célula, son todos pro­

ductos extracelulares, aunque en Candida se detecta intracelu­

larmente varios dias antes de que la excreción comience, (#9).

(Fig. 5)

Laine y col. (1972), (50) describieron un lipido que está

en gran cantidad en Aspergillus nigga, el ácido monoglucosilo­

xioctadecenoico y que parece estar asociado a las células pues
no se lo encuentra en el medio de cultivo. Se le asigna un pa­

pel en la membrana (51) dado que si el hongo se cultiva en un

medio deficiente de fosfatos produce este ácido comolipido

polar dominante ya que en estas condiciones, la sintesis de

Fosfolipidos en el micelio es deficiente. Por el contrario, si
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CH20H
0 ..

Ü'hCH-(CH2)15COOH

DH ¿H
HD 3

CH20H o
0

DH
H0

OH

Figura 5: 2-Ü-G-D-glucop1ranosil-Q-D-glucopirannail

-L-17-hidroxioctadecanuatu. Saforalípido.
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el micelio crece en altas concentraciones de fosfatos, los

fosfoglícéridos son los lípidos predominantes. La idea es que

el glícolipido es retenido en la membranaen condiciones donde

los fosfoglicérídos fueron degradados o no se sintetizan. No se

observaron diferencias microscópicas entre micelios ricos y

pobres en fosfolipidos, por lo tonto el glicolipido ocuparía el

lugar del fosfolípido comocomponénte estructural de la membra­

na. Estas interpretaciones son compatibles con el punto de vis­

ta de que los glicolipidos y los fcsfolipidos tienen funciones

complementarias y de soporte en la bicapa lipidica de las mem­

branas biológicas.

I. l.h. AZUCARESESTERIFICADQÉ A ACIDÜS GRASÜS (52)

Entre los azúcares esterífícados más comunespodemoscitar

la tríacilglucosa de Mycoplasmay la diacil trehalosa, también

llamado factor de coordinación de Mycobacterias (Fig. 6)

Este factor puede extraerse de los organismos con solven­

tes no polares y se piensa-que es el responsable, de alguna ma­

nera, de la morfología de los cultivos que se ven en cepas

virulentas del microorganismo. Es una sustancia extremadamente

tóxica.
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CHgfl-CÜ-R

ÜEÜ-R
R-CÜ>Ü

OH

CHgO-CO-R CHZÜ-CÜ-R
D

OH OH
H0 H0

DH_ e DH

Figura 6: A)3,h,6-triacil-@>-D—glucopírandsa.Tríacilglucosa
(Mycoplasma). R-CÜ=01eoil.
B)6,6'-diacíltrehaldsa (Mycobacteria).R-CÜ=pa1mitoil
816H310,m1001andil C87Hl7502 6 corinomicolandil
l332Ht5302°

I. 1.5. PÜLIPRENILFÜSFÜAZUCARES

Los poliprenilfdsFatds son compuestos de alta energía que

existen en las membranasde prdcariotes y eucaridtes en canti­

dades extremadamente quueñas.

La naturaleza del lípidd participante es la de un polipre­

n01 cuya estructura y bidsíntesis ha sida exhaustivamente estu­
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diada, (55), (56) y cuya Fórmula es la siguiente:

CH}
I

H(CH2-C=CH-CH2)EÜH

donde el número de unidades isoprénicas g_y el grado de satura­

ción de la unidad 6< es distinto entre pro y eucariotes. En bac­

terias, los poliprenoles tienen lÜ á 12 unidades isoprénicas,

todas insaturadas (56), mientras que en eucariotes g_es igual a

17-21 unidades isoprénicas para animales y de 1h á 2h para hon­

gos y plantas, saturadas en la posición °< . (57), (58). Los

poliprenilfosfatos pueden contener simplementefosfato o piro­

Fosfato. Unido al FosFato se puede encontrar un monosacárido y

unido al pirofosfato, un monosacárido o un oligosacárido. Las

propiedades de estos compuestosdifieren de otros glicolipidos

conocidos en no ser saponiFicables y ser lábiles a la hidróli­

sis ácida suave (HCl 0,01 N, 10090,10 min.)- Son compuestos

hidrofóbicos y su sintesis es catalizada por enzimas asocia­

das a la membranacelular.

En bacterias la Función de estos glicolipidos es actuar

comointermediarios hidrofóbicos en el proceso de transferen­

cia de azúcares de los dadores nucleotidicos hidrosolubles al

lipopolisacárido de la pared bacteriana. (59), (60), (61),

(62), (63), (6h). En Eucariotes, su Función está ligada a la

glicosilación de proteinas (65), (66).
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En 1970, Behrens y Leloir incubando una preparación enzimá­
lb

tica de microsomas de higado con C-uridinadifostatoglucosa en

presencia de Mg++(67), observaron la Formación de un compuesto

marcadoen th-glucosa soluble en solventes orgánicos. Si a la

mezcla se le agregaba una sustancia extraída de higado, también

soluble en solventes orgánicos, aumentaba la formación del pro­

ducto radioactivo soluble en la Fase orgánica. Esta sustancia

era aniónica, contenía fosfato y su espectro al infrarojo la

asemejaba a los poliprenoles (67). Entonces, se Fosforiló qui­

micamente dolicol aislado de higado de cerdo, (68) y se comparó

con la sustancia activa.

Tanto el dolicol monofosfato sintético comola sustancia

del hígado resultaron resistentes a la hidrólisis alcalina y

ácida y tenian la mismamovilidad en cromatografía en capa del­

gada, de ahi se concluyó que era la misma sustancia.

La reacción, catalizada por la preparación microsomal re­

sultó ser la siguiente:

UDPGlu + DIJl-FI —> UDP + Dol-P-Glu

Esta reacción ha sido descripta en una variedad de tejidos

de mamíferos, aves e insectos, asi como también en hongos, pro­

tozoarios y plantas, (66).

Por otro lado, la reacción:

GDF’Man+ Dol-F’ —-> GDP + Dol-P-Man



es catalizada por otra enzima que se describió por primera vez

en higado y cerebro de rata, (69), pero que existe en otros te­

jidos de aves, mamíferos, protozoos, levaduras e insectos, (66).

Si por el contrario, los microsomas de hígado de rata, se incu­

oan con uridína difosfato N-acetilglucosamina, se Formael de­
rivado pirofosforilado conteniendo azúcar, según la siguiente
reacción:

UDPGlNac + Dol-P -———-—4>-Dol-P-P-GlcNAc + UMP (7D)

que se ha descripto similarmente en una gran variedad de siste­

mas, (66). Leloir y colaboradores, han descripto además la for­

mación de dolicol pirofosfatos oligosacáridos marcados en mano­

sa, utilizando también preparaciones microsomales de higado,

incubadas con th-GDPMan o con lQC-Dol-P-Man, (71).

Comose dijo anteriormente, la función de estos compues­

tos en eucariotes es la de actuar comointermediarios lipofi­

lícos en el proceso de biosintesis de las cadenas de oligosa­

cáridos unidas a las proteínas en los residuos N-asparagina.

El camino de bíosíntesis más comúnes el descripto en

células de mamíferos (67), (72) y de levaduras (73), (7A), (75)

donde a partir del Dol-P-P-GlcNAcse adicionan sucesivamente

otra GlcNAc,varias manosas y Finalmente tres glucosas a par­

tir de distintos dadores comose ve en la fig. 7.
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El compuestofinalmente sintetizado es transferido intacto

a un residuo asparagina del polipéptido aceptar, (?6) en una
. . ++reacc16n que requiere Mn . Posteriormente y a nivel de la pro­

teina, el oligosacarido sufre un proceso de degradación parcial

(procesamiento) y adición de nuevos azúcares. (77).

I. 1.6. ELICÜESFINGÜLIPIDÜS

Estos compuestos pueden dividirse en tres grupos principa­

les: (Fig. B)

a) Glicoesfingolipidos neutros, o) Sulfatidos, y c) Glicoesfin­

golipidos con ácido siálico o Gangliósidos.

Los glicoesfingolipidos están presentes, en la mayoria, ai

no en todos, los tejidos de mamíferos. Su estructura básica ea

la siguiente: (Fig. B)

La existencia de varias anomalías provocadas por las defi­

ciencias en el metabolismo de estos compuestos ha motivado un

scstenido interés por las investigaciones sobre la naturaleza

quimica de los mismos y de los mecanismos involucrados en su

biosintesis y metabolismo. El descubrimiento de las propiedades

antigénicas de estos lípidos ha estimulado asimismoel estudio

de sus propiedades fisicas y químicas. Ademas, en loa últimos

años, los glicoesfingolipidos han sido muyestudiados en célu­

las transformadas por virus tumorogénicos y el interés mayor
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Figura 8: Glicoesfingolípidus. A) N-acil-esfingosina-l-<5-D-galacto­
piranósidu.R-CÜ=lignoceril,2-hidrnxilignoceril,nervonil,2­
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B)N-acil-esfingosína-l-<5-D-galactupíranosil-3-sulfato.
Sulfátido.
CSII- -N-acetilneuramín0sil-ganglintetraglicnsilceramida.
Munosialoganglíósido. GMl.



se centró en las alteraciones que sufren los gangliósidos en

estas células comoresultado del proceso de transformación.

Thudichumen 187h (7B) Fue el primero en aislar un glicoes­

Fingolípido de cerebro humanoque contenía un ácido graso, un

azúcar y una base organica que no se conocía anteriormente, re­

sultando ser el cerebrósido o galactosilceramida. Muchosaños

después, Hlenk, (1935), (79) encontró en cerebros de chicos que

sufrían la enfermedad de Tay-Sachs o de Niemann-Pick un glicoes­

fingolípido que contenía un azúcar desconocido: el ácido siálicoi

Anteriormente esos lípidos habían sido detectados por Landsteiner

y Levene, (1925) (BU) y Maiz (1927) (81), (82) por su reacción

con el p-dimetilamino benzaldehido y orcinol para Formar un com­

plejo coloreado. Blix, (1938), (B3) informó sobre la aparición

de estos lípidos en cerebros normales y Klenk (19h2) (8h) los

llamó gangliósidos porque sospechaba que estaban localizados en

células ganglionares. Muchomás tarde, en 1951, Yamakauay

Suzuki (85) descubrieron que los gangliósidos aparecen en teji­

dos extraneurales. La estructura de estos compuestos Fué dilu­

cidada en la década del 60.por Svennerholm y otros (86), (B7).

(BB). Los globúsidos son también glicoesfingolípidos y consti­

tuyen un componente lipídico importante en las membranas de loa

eritrocitos humanos.

Su aislamiento y propiedades Fueron descriptos por Klenk



y Lauenstein (1962) (89) y por Yamakaua y Suzuki (1952) (9D).

En ldsh, Rapport y col. (91) aislaron la citolipiha H de riñón

humano.Esta sustancia junto con la citolipina H tiene propie­

dades hapténicas únicas.

Las estructuras químicas de la esfíngosína (h-esfinguenina)

y fitoesfingosina (h-D-hidroxiesfínganina) que son las princi­

pales bases orgánicas en la mayoria de los glicoesfingolipidos,

Fueron establecidas por medio de estudios degradativos (92),

(Fig.9).

En los glicoesfingolípidos de mamíferos, la h-esfinguenina

es generalmente la base aminada de cadena larga que aparece en

mayor cantidad, aunque los ganglios del cerebro contienen can­

tidades casi iguales de h-esfinguenina y de un isómero de cade­

na larga, h-eicosasfinganina. En las plantas, la h-hidroxieefin­

ganina es generalmente la base de cadena larga que aparece en

mayor cantidad. (93). Harlsson, (196A), (9h) fue el primero en

encontrar una familia de Fitoesfingosinas en cerebrósidos de

riñón. Una revisión sobre estas bases Fue hecha por Harlsson en

1971, (99).

La composición de ácidos grasos de los glicoesfingolipidos

vería según el tejido, habiendo sido estudiado en: cerebro (95),

(96), bazo, (97) y glóbulos rojos (98).
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Figura 9: Bases aminadas oe cadEna larga.
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EHZÜH

HÍIS- NH;

HE-ÜH

HE-ÜH

(9H2h3
CH3

L-D-Hioroxiesfinganina
(Fitoesfingosina)

Se sabe ademásque los glicoesfingolípidos neutros y aul­

fátídos de tejidos no nerviosos tienen altas concentraciones de

lignocérico (2hzü) y nervúnico (2h:l) seguidos por behénico

(22:0) y palmïtico (16:0).

Hay concentraciones variadas de o( -hidroxi acidos grasos

en los lípidos de estas fuentes. En cerebrósidos y sulfátidoa

cerebrales los ácidos grasos mayoritarios son del tipo 2hzü y
thl y sus o< -hioroxioerivados.
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Nomenclatura La IUPAC-IUBComission of Biochem. Nomenclature

propuso reglas para la nomenclatura de estos lípidos, algunas

de las cuales conciernen a las bases de cadena larga. Este tér­

mino se refiere a la esfinganina, sus homologosy estereoiaóme­

ros y a los derivados hidroxí y no saturados de estos compuestos.

Los términos genéricos usados son: esfingolipidos, para cual­

quier 1ípído conteniendo una base de cadena larga, glicoesfin­

golípidos para aquellos lípidos que contienen una base de cade­

na larga y uno o más azúcares, ceramidas para N-acilbases de

cadena larga, cerebrósídos para glicoceramídas y ganglibsidoa

para un glicoesfingolipído con ácido neuraminico. (Fig. B)

El compuesto conocido comodihidroesfingosina, 1,3 hidroxi-Z

amino-octadecano se llama esFinganina. La esfingosina o

1,3 hidroxiaminooctadeceno se conoce comob-esfinguenina.

Los homólogos más comunes son las bases de 820 que ae lla­
maneícosaesfinganina y h-eicosaesfinguenina.

Las bases de cadena larga que están sustituidas en C-b con

un grupo UHson del grupo de las fitoesfingosinas y se conocen

comoderivados de las esfinganinas. La fitoesfingosina mismase

llama h-D-hidroxiesfinganina. (Fig. 9)

La ceramida es la porción hidrofóbica de un glicoesfingo­

lípido. Consiste en una mezcla de especies moleculares donde la

esfingosina o bases similares estan unidas por unión amida a

varios ácidos grasos.
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En los glicoesfingolípídos, 1a ceramida está unida a mono

u oligosacáridos por unión glicosidica con el grupo hidroxilo

primario de la base aminada del glicoesfingolípido.

Cuando el carbohidrato contiene una o más moléculas de

ácido siálico, se los llama ganglifisidos. El término ácido

siálico se usa para clasificar el ácido N-acilneuramínico

(5-amino-3,5- dideoxi D-glicero-D-galacto-2 nonulo piranosónico).

El compuesto aparece generalmente como un derivado N-acetil o

N-glicolil. Los ácidos siálicos ocupan su posición en el extre­

mono reductor del oligosacárido ceramida en los ganglifisidos.

(Fig. B c), donde se unen por una unión cetosa a los grupos

hidroxilo de la galactosa o a un segundo ácido siélico. Alter­

nativamente también se encuentran como un azúcar ramificado

sobre un residuo interno de galactosa (101) (102).

En la Tabla 3 pueden verse las estructuras y nomenclatu­

ra de los glícoesfingolipidos neutros, gangliósídos y sulfati­

dos más importantes descriptos hasta el momento.

Distribución en mamíferos

Distribución general: La galactosilceramida y galactosilce­

ramida 1-3 sulfato son los glicoesfingolípidusmás abundantes

del tejido nervioso. Aparecen en el cerebro junto con los Fos­
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folipidos, el colesterol, los gangliósidos y pequeñascantida­

des de numerososglicoesfingolipidoacomo glucosilceramidas,

lactosilceramidas, 16-acilgalactosilceramidas, oligbglicosil­

ceramidas de mayor complejidad y galactosildiglicérido. La

galactosilceramida y su éster sulfato aparecen en mayor concen­

tración en la materia blanca y la mielina donde constituyen más

del 20%del peso seco del tejido. En proporción a otros compo­

nentes, el cerebrósído constituye más o menos el 5%de los li­

pidos totales en la materia gris, el 20%en la materia blanca

y el 23%en la mielina.

El éster sulfato, por otra parte, constituye más o menos

el 1%del peso fresco del cerebro humano (2,5-h% del peso seco)

y representa 5,h%, 3,8% y 1,7% respectivamente del total de

los lípidos en la materia blanca, mielina y materia gris (102)

(103). Por otro lado la concentración de galactosilceramida

y su éster sulfato en riñón, es de Ü,Üh%de peso seco y la de

lactosilceramida-l3-sulfato es Ü,Ülh-Ü,DlB%de peso seco (10A).

La concentración de estas dos sustancias es mayor en la mieli­

na del sistema nervioso central que en la mielina de los ner­

vios espinales, mientras que la concentración de esfingomieli­
na es a la inversa.

La presencia de glicoesfingolipidos en plasma fue demos­

trada por Svennerholmy Svennerholm (1963) (lll) y posterior­
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mente Vance y Smeeley (1967) (115) los caracterizaron tanto del

plasma comode los eritrocitos, comoglucosilceramidas, lacto­

silceramida, trihexosiceramida y globósido, cuyas estructuras

figuran en la tabla 3. Es importante destacar que estos glicoea­

fingolipidos también están asociados a lipoproteinas circulan­

tes del plasma (133). En linfocitos humanospurificados también

se sislaron estos cuatro compuestos (13h).

Gangliósidos:

La mayoria de los gangliósidos totales está en la materia

gris que contiene 2,5 umoles de ácido neursminico/g de peso hú­

medo (2% del peso seco 6 5%de lípidos totales). La médula adre­

nal es otro tejido rico en gangliósidos. Estos compuestos se lo­

calizan en las membranascelulares del tejido nervioso, especial­

mente en membranas externas de los sinaptosomas y en microsomas.

La estructura de los principales gangliósidos puede verse en la

tabla 3 y entre los tejidos extraneursles donde se los encuentra

se pueden nombrar: riñón, cristalino, plasma, eritrocitos huma­

nos, Equinos, caninos, Felinoa, plaquetas, placenta, bazo y re­
tina.

I. 1.7. DTRÜSGLICDLIPIDDS



DERIVADOS FÜSFATIDDS QE AZUCARES

Fosfatidilglucosaminil glicerol en Bacillus megateríumy

Pseudomonasovalis (53) (Fig. IDA)y fosfatidil inositol poli­

manósidos en Mycobacteria. (Fig. lÜB). Son D-manósidos del

Fosfatidilmioinositol. Este último es comúnen plantas y teji­
dos animales. (5h).

FITÜGLICÜLIPIDÜS

Estoa compuestos Fueron estudiados en tejidos vegetales y

se distinguen entre los glicolipidos de plantas por su base ami­

nada de cadena larga. Carter (1969) (135) lo identificó comoun

N-acil Fitoesfingosil fosforilinositol unido glicosídicamente a

un complejo oligosacárido. (Fig. 11A)

Está ampliamente distribuido en granos de cereales y semi­

llas de oleaginosas. No se conoce su función y significado bio­

lógico.

Las primeras evidencias de la existencia en hongos de es­

tos compuestos, se obtuvieron con el hallazgo de grandes canti­

dades de ceramidas libres en los extractos lipidicos y se pensó

entonces que eran productos de degradación de compuestos más

complejos. Wagner y ZoFczik (1966 ) (136) aislaron un esfingo­

lípido con Fosforo; mio-inositol y D-manosade Saccharomyces

cerevisiae y de Candidautilis y sugirieron la estructura
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Figura 10: A)3-sn-fosfatídil—l'-(2'-D-glucusaminil)-sn-glicerol.
Fosfatidíl glucosaminil glicerol.
B)3-sn-fosfatidil-sn-l'-mio-ínositol-2'- ©-D-manopira­
nósido-6'-Q>-(1—¡-6)poli-D-manapiranósidn.
Fosfatidil innsitnl polimanósidns.
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Figurall:Fitnglicalípidos.A)N-acil-f‘itoesfingnsílfnsfurílinosítol.

B)mannsil-muno-innsitnl-münofosfurilceramida(CerPIM). C)D-mannsil-innsitol-dífosfnrilceramida(CerPZIZM).



manosil-mono-inositol-monoFosForilceramida. (Fig. llB).

Al principio se pensó que era un producto de degradación

alcalina suave de otro lipido más complejo el CerP M (D-mano­212

sil-diinositol-difosforilceramida) (Fig. llC) que habia sido

aislado por Steiner y col. en 1969 (137), pero en 197h, Smith y

Lester (138), aislaron y caracterizaron cantidades significati­
vas de Ber-PIM (manosil-mono-inositol-monofosforilceramida). No

obstante ello el compuesto constituye una Fracción muypequeña

de los lípidos totales (2%). Ulteriormente, Brennan y su equipo

(5) lo aislaron de Agaricus bisporus y en este hongo representa

el 50-60%de la mezcla total de esfingolipidos. Ütros autores

encontraron estos lípidos en S.cerevisiae (139) (lhD). Unprecur­

sor en la biosintesis de CerPIMy CeerIzM sería la inositol­
fosforilceramida, Ber PI. Smith y Lester (197h) (138) aislaron

y caracterizaron tres miembrosde este tipo de esfingolipido

en S.cerevisiae. Por otro lado, Lester y col. en 197h, (lhl),

los encontraron en Neurospora crassa y Hackett y Brennan (1977)

(lh2) los identificaron en Aspergillus niger. Byrne y Brennan

(1976) (lh3) estudiaron estos compuestos para ver si al igual

que en las plantas superiores presentaban segmentos de oligo­

sacaridos, encontrando por lo menosh glicofosfoesfingolipidos

diferentes en A.bisporus y B distintos en A.niger. Algunos de
estos fueron caracterizados.
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En protozoos pueden encontrarse estos compuestos como com­

ponentes de la membranaplasmática de Acanthamoebacastellanií

(lhh) y también en células totales de formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzí (1h5). En ambos casos Fueron aislados y ca­

racterizada parte de su estructura.

La estructura propuesta para el lipofosfonoglicano de

A. castellanií es la siguiente:

galactosamina

9 I aminoetilFosFonato
ceramioa-P-inositol

6- hidroxí-Z-aminoetilfosfonato

glucosa glucosa

-manosa manosa

xilosa galactosa

La identificación de los componenteslipidicos del lípopeptido­

fosfoglicano de T. cruzí da la siguiente estructura:
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0
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[R-CHOH- CHZO-P- (¿-anSItOIW

R=CH3—(CH2)14—ó CH3-CH4012)” ­

R'=CH3'(CH2)14‘ o’ CH3-(CH2)22‘

R: dihidroxiesfíngcsina-C R': ácido palmíticc 6
lignccéricc.

19

Los azúcares eran mancsa, glucosa y galactcsa y en cantida­

des menores, glucosamina.

LIPÜPDLISACARIDÚS

Estos compuestos son lipo-pclisacáridcs complejos de alto

peso molecular que aparecen en las paredes celulares de las bac­

terias Gram-negativas. Están constituidos por un pclisacéridc

ligado a un glicclípido (lipidc A) por un residuo 3-decxicctulcsanatc.

El lípidc A parece ser una poli N-acil-gluccsamina esterificada ccn

etanolamina fosfato y cun ácidos grasos. (Fig.12).
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Figura 12: Estructura tentativa del lípido A de Escherichia coli

(lh6) donde R-CÜy R'-CÜ son cadenas de ácido acético,

láurico, hidroxilaúríco, mirístico y palmítico.

Otros lipopolisacáridos conocidos son los de Salmonella que

fueron agrupados en 16 tipos basados en los monosacáridos que

los constituyen. Hay un core, comúna todos los tipos que contie­

ne heptosa, etanolamina, Fosfato, 3-deoxi-D-ácido manooctulosóni­

co, D-Gal-D-glu y 2-amino 2-deoxiglucosa. El core está unido, por

un lado, a través del ácido octulosúnico al componentelipioico,

lípido A y por el otro, por intermedio de una hexosa, a un poli­

sacárido que contiene las secuencias de azúcar específicas res­

ponsables de la especificidad antígenica.



MICÜSIDÜS:

Son peptidoglicolipidos complejos preparados de las ceras

de Mycobacteria.

El micósido B de Mycobacterium 2323! contiene 6-deoxi-L­

talosa y 3-0 metil-S-deoxi-L-talosa. Unode los azúcares está

ligado en éster a un residuo C-terminal de alamina de un penta

o heptapéptido hecho de D-aminoácidos. El otro residuo azúcar

está unido glicosidicamente a la única D-alotreonina presente

en estos péptidos. Los ácidos micólicos están unidos por unión

amida a los grupos terminales amino de D-Fenilalanina. Algunos

azúcares están acetilados al 8-2 y C-h. La Fracción cera se

caracteriza por su insolubilidad en acetona. La cera D de

Mycobacteriumtuberculosis contiene un complejo peptido-glico­

lipido, todavia incompletamentecaracterizado, de alto peso

molecular que contiene ácido micólico esterificado en algunos

residuos azúcar. Esta sustancia es responsable de la acción

adyuvante y de la gran hipersensibilidad causada por los lípi­

dos del bacilo tuberculinico.

II. GLICÜESFINGÜLIPIDÜS

II. l. Funciónde los glicoesfingolipidos.

En la superficie de las células animales aparece una gran

variedad de glicoesfingolipidos, donde la porción de carbohi­



dratos puede ser diferente y cada uno de ellos puede tener una

función determinada, ya sea comolipido anular, receptor o marca­

dor en la superficie o integrante de la matriz de la membrana.

En cuanto a su distribución intracelular están en el retículo en­

doplasmático y en el aparato de Golgi, sitios donde ocurre la

biosíntesis de las membranasperiféricas. De allí son llevados

a la superficie en vesículas que se fusionan con la membrana

superficial.

A pesar de que los glicoesfingolípidos constituyen solo el 5%

de los lípidos totales, las actividades biológicas que presentan

son muy importantes. Además, por su ubicación especial dentro de

la membranacelular donde están asimétricamente distribuídos en

la mitad externa de la bicapa lipidica se los considera entre el

grupo de moléculas involucradas en la maquinaria de control de

información de las células.

Las evidencias crecientes que existen sobre la disposición

asimétrica de estos lípidos'en las membranasse basan en estu­

dios hechos en membranasde eritrocitos (1h7) (las). La fosfa­

tidilcolina y la esfingomielina que contienen colina, se ubi­

can preferentemente en la capa más externa de la bicapa, y los

lípidos que contienen grupos-NHZ,fosfatidilserina y fosfatidil­
Btanolamina’ principalmente en la parte interna, el coleste­

rol está en ambascapas y los esfingolipidoa parecen residir,



como se ha dicho, exclusivamente en la capa externa de la mem­

brana plasmática. A pesar de la pequeña proporción que los gli­

coesfingolipidos ocupan en la membranaplasmática, considerando

que todos están en la mitad externa de ésta, se puede calcular

que de cada dos o tres moléculas de lípidos una es un esfingo­

lipido. Esto es válido para células de mamíferos y puede ser

un fenómeno general en celulas animales. En la mayoria de los

microorganismos, sin embargo, el colesterol y los esfingolipi­

dos no han sido detectados aunque son componentes obligados de

hongos y protozoos.

Karlsson (lh9) postula que la mitad externa de la bicapa

de las celulas animales consiste de proteinas y tres componen­

tes lipidicos, colesterol, fosfatidilcolina y esfingolipidoa.

De acuerdo a sus funciones en la membrana, los glicoes­

fingolipidos se pueden dividir en tres tipos (150):

Tigo I: Lipidos anulares de la superficie celular.

Tigo II: Los glicoesfingolipidos comoreceptores y marcadores

de superficie.

Tigo III: Los giicoesfingolipidos comointegrantes de la matriz
de la membrana.

Tigo I: Ligidos anulares de la superficie celular.

Son aquellos lípidos que rodean una proteina Funcional de

membrana (151). Los estudios que se han hecho sobre este punto



Fueron en su mayoría con sulfátidos.

En una serie de investigaciones se ha demostrado que la

concentración de sulfátidos (13-SÜB-Galüer) en numerosos tejidos
está correlacionada con la actividad de la ATPasadependiente

de Na+yH+, (152). Esta enzima está involucrada específicamente

en la translocación del Na*en la superficie de las membranasde las

células animales (153). Esta relación se da tanto en los tejidos

con un considerable transporte de Na+comoen las glándulas de la

sal de ciertos peces, órganos eléctricos, riñón y células nervio­

sas, comoen eritrocitos con sólo unos pocos cientos de moléculas

de enzima por célula. (Figura 13).

Existen, sin embargo, divergencias en la correlación señala­

da. En la materia blanca, por ejemplo, el sulFátido está en con­

centración muyalta. Esto se explica obviamente por la presencia

de mielina, un sistema de membranasmúltiples especializado para

aislar los axones nerviosos. La mielina deriva de las células de

la glia y ha perdido su actividad enzimática, pero retiene sus

lípidos.

No hay sin embargo, evidencias suficientes que prueben que

los sulfátídos con sus grupos aniónicos son parte esencial de

la unidad de translocacifin, aun cuando existe una hipótesis don­

de el sulfátido es postulado comoun componente esencial para la

translocación del H+(modelodel "sitio del coFactor").
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La ATPasa dependiente de Na+ y H+ es una lipoproteina unida

a la membranaque ha sido aislada y altamente purificada en va­

rios tejidos.(15h). El ensayo de actividad consiste en la hidró­

lisis de ATPsiendo la reacción dependiente de lípidos. El li­

pido requerido necesita presentar el estado "liquido-cristalino"

para interactuar con la proteina, pero no se ha probado que se

necesite una cabeza polar determinada. Aunquela hidrólisis de

ATPse considera un paso esencial en la translocación del Na+ y

del H+, los estudios hechos sobre los requerimientos lipidicos

para la hidrólisis no son concluyentes en cuanto a un requeri­

miento lipidico determinado para la translocación. Usandolipo­

somas y enzimas purificadas de bacterias, se intentó recons­

truir la bombaíóníca y se vió que hay un transporte neto de

+ desde el exterior hacia el interior, cuando se agregadaNa

ATPa la suspensión. La ouabaina produce una inhibición comple­

ta del transporte, pero sólo desde el interior. Esto indica le

existencia de una proteina especificamente orientada. En estos

experimentos, los liposomas están formados exclusivamente por

lecitina y por ello surge evidente que ni la fosfatidilserina

ni los sulfátidos son absolutamente necesarios para la trans­

locación del Na+.

Por otro lado en otros experimentos hechos con preparacio­

nes enzimáticas animales, Harlsson infiere que los sulfátidos



son necesarios para la translocación del H+funcionando como

sitios para el catión con su grupo gal-3-sulfato hacia el exte­

rior de la membrana. (Figura 1h).

En aquellas preparaciones enzimáticas donde no hay sulfá­

tidos comointegrantes de la preparación, no existe transporte

de H+ y la bomba de Na+ se hace "electrogénica" con cotranspor­

te de C1“.

El proceso de translocación (Figura 15), comienza con el

Na+, no totalmente hidratado, unido al sitio iónico (carboxilico)

selectivo para Na+, del lado interno del canal ("gate") y el H+,

hidratado, unido al sulfátido del lado externo, (Figura 15,A).

La fosforilación de la ATPasaportadora del sitio "Na", provoca

un cambio conformacional cooperativo del "gate", moviendo el ei­

tio de unión al exterior. Eoncomitantemente, la Fuerza del campo de

dicho sitio decrece, Favoreciendo la hidratación y la disociación

del Na+. (Figura 15,8). Las constantes de estabilidad ahora expli­

can un intercambio de H+entre el sulfato y el "gate".(Figura 15,0).

En la defosforilación, (Figura 15,0), el "gate" vuelve al interior

con H+ y con mayor afinidad por el Na+. El equilibrio a ambos la­

dos (a través de la competencia entre Na+ y H+) da ahora la situa­

ción original. (Figura 15,A).

En ausencia del sulfátido, (o en la proximidad del "gate" y

sulfátído), la bombaes electrogénica: hay salida de Na+pero no
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EXTERIOR

INTERIOR

Figura 1h: Modelo del "sitio del cofactor" de la ATPasa
dependiente de Na+ y H+ y los sulfátidos en
las membranas. La enzima es un dimero compueg
to de dos grandes subunidades pero sólo una
de ellas reacciona con ATP(modelo del sitio­
medio). Dos subunidades pequeñas de glicopép­
tidos para cada polipéptído grande llevan un
canal ("gate") catiúnico, (ovalo en la Figura).
Los sulfátidos (hexagonos negros) están en la
mitad externa de la bicapa y en cantidad sufi­
ciente para formar un anillo alrededor de las
proteinas. El grupo sulfato (circulo negro)
está muypróximo del lado externo del canal
("gate") catiónico. Compáresecon la Figura 15.
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hay entrada de H+desde el medio hacia el sitio seíectivo del

"gate". (153).

EXÏERIOR

\ Na K K
K NaK K

‘ONÏ kz- — WK_
AIP fi Na \

INIEMOR

A B C D

Figura 15: Pasos sucesivos en la translocación del Na+ y el H+,
de acuerdo al modelodel "sitio del cofactor" (Fig.lh).
El grupo sulfato del sulfátido (círculo negro con H+en
A) está muycerca del lado externo de un canal ("gate")
proteico que tiene el sitio de translocación (circulo
negro con Na+ en A).

OTROS SULFÜLIPIDÜS

Los grupos aniónicos dominantes en toda clase de membranas

son carboxilos y fosfatos, tanto de proteínas comode lípidos y

carbohidratos. Auncuando es importante destacar que el

"glicocalix" que rodea muchas membranasplasmáticas, contiene

proteoglucanos con grupos sulfato. Similarmente la existencia
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de los sulfolipidos sugiere que las funciones que desempeñanes­

tán asociadas con sus propiedades aniónicas. Un ejemplo es el

glicolipido que contiene sulfonato en plantas y equinodermos,6­

sulfo-CK-quinovosildiglicérido (Fig.2) que se ha encontrado

que está correlacionado con la ATPasa dependiente de Na+ y H‘ de

los tejidos de caña de azúcar.

La conformacióncristalina de la región polar de este li­

pido (156) parece tener varios aspectos en comúncon la<3 -gal-3­

sulfato, sugiriendo esto una asociación similar de estos dos

sulfolípidos con la proteina en una unidad de translocación.

SULFÜGALACTDGLICERDLIPIDQÉ EN TESTICULDS Y ESPERMATDZÜIDES.

Poco es lo que se sabe hasta el momentosobre la posible

función de los sulfogalactoglicerolipidos, en los testículos de

mamíferos, pero hay algunos hechos importantes que los relacio­

nan con el proceso de espermatogénesis.

Cuando se Formanlos espermatocitos I en los testículos de

rata, hay un gran incremento en la cantidad de sulfogalsctoglice­

roleido. (27) Este compuesto es metabólicamente estable dado que

se lo encuentra posteriormente en espermatozoides.

Comoen los espermatozoides también existen gangliósidos

(157) (158), se puede pensar que éstos y los SGGpodrian contri­

buir a ls carga negativa en la superficie de los espermatozoides,
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(159), dado que sus grupos polares están expuestos al exterior.

Hasta el momento, sin embargo, no se sabe cual es la Función

real de los lípidos aniónicos en los espermatozoides. Particular­

mente con respecto a los sulfogalactoglicerolipidos, un punto

importante es establecer si estos compuestos están ubicados en

la cabeza o/y en la cola del espermatozoide. Si estuvieran en

la cabeza habria que determinar si están en el acrosoma o en

la membranaplasmática. Si están en la membrana, podria suge­

rir un papel en la interacción entre óvulo y espermatozoide.

Si estuvieran localizados en el acrosomaestarian involucrados

en la reacción acrosómica desplegada por el espermatozoide an­

tes de la fecundación; (160) se sabe que alli se localiza la

arilsulfatasa A (lBl).

Por otro lado si el sulfogalactoglicerolipido estuviera

ubicado en la pieza media o en la cola podria estar relaciona­

do con procesos bioquímicos asociados con la producción de

energia o motilidad, por ejemplo podria estar asociado con la

ATPasa dependiente de Na+ y H+.

Tigo II: Los glicoesfingoligidos comoreceptores y marcadores

de superficie.

La gran variedad en la composición de carbohidratos en las

moléculas de glicoesfingolipidos hace que éstos puedan conside­

rarse candidatos probables a cumplir funciones de reconocimienta
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en la superficie celular. Haymuchosestudios hechos sobre el

papel de los glicolipidos comoreceptores. Los gangliósidos, por

ejemplo, luego del descubrimiento de su capacidad para interac­

tuar especificamente con toxinas bacterianas, han adquirido mu­

cha importancia comoreceptores en la superficie celular.

La capacidad de los gangliósidos de unirse a la toxina

del cólera fue descubierta hace algunos años por Van Heyningen

y col. (l97b) (162). Desde entonces, varios grupos han demos­

trado "in vitro" una especificidad muyalta para un gangliósi­

do en particular, el GM1(Fig.8c). Existe una buena correlación
entre el "binding" a la toxina y 1a concentración de gangliósi­

dos en las células mucosas de varias especies y esto se puede

tomar comouna evidencia adicional sobre la localización exclu­

siva de los glicolipidos sobre la superficie celular. También

fue demostrada1a existencia de redistribuciones laterales de

receptores de toxina (formación de "patch" y "cap"), posible­

mente moduladas por proteinas de la membrana(163) (16h). Estos

resultados son de importancia básica cuando se considera las

funciones de los antígenos de la superficie celular de natura­

leza glicolipídica, porque esto demuestra que un ligando pue­

de ejercer un efecto celular específico mediante el "binding"

con un componente de membrana, en este caso un carbohidrato

ligado a una ceramida, el cual probablemente no atraviesa la

membrana. Una parte posible del mecanismo sería 1a asociación
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específica entre el azúcar del glicolipido y la proteina que

penetre la membrana. (165)

Actualmente se sabe que hay otras toxinas bacterianas que

también interactúan específicamente con gangliósidos. Entre ellas,

la toxina del tétano y la botulínica, con el Gle (166) y el GT
(167) respectivamente (tabla 3) en las terminaciones nerviosas

presinápticas y la toxina alfa de estafilococos que interactúa

con el sialosilparaglobósido (168) de músculo. Ademáslos gan­

gliósidos parecen ser también receptores de algunos virus (169),

de interferón (170), hormonas (171) y glicoproteinas (171).

ENTIGENÜS DE SUPERFICIE

Aunque el número de azúcares simples, comunes en los mamí­

feros, aproximadamente lÜ, es menor que el de los aminoácidos,

20, el número de combinaciones posibles entre aquellos es mayor

que 1a de los aminoácidos. Así por ejemplo en un disacárido con

dos hexosas diferentes, puede variar la conformación de la unión

glicosídica o la conformación del heterociclo puede ser de cinco

o seis miembros. En un dípéptido, sin embargo, existe una sola

posibilidad. Una segunda diferencia de interés, cuando se compa­

ran carbohidratos de la superficie celular y proteínas, es el

volúmende información genética necesaria para su sintesis. La

catálisis de la peptidación en el ribosoma no es especifica para
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un cierto tipo de unión. En contraste, cada unión glicosídica

necesita su propia glicosiltransferasa, siempre con una especi­

ficidad muyalta.(l72). Por lo tanto el carbohidrato puede ser

un portador potente y específico de una información obligada de

superficie en sistemas multicelulares.

El ejemplo clásico de los antígenos especificos de la su­

perficie celular son los antígenos de carbohidratos que perte­

necen a los mayores grupos sanguíneos en el hombre y otros aní­

males (173). El punto de vista general, hasta el presente, es

que la actividad ligada a membranaestá en los glicoesfingoli­

pidos mientras que la actividad soluble y que se secreta está

en Formade glicoproteinas.

Hay una gran variedad de oligosacáridos unidos a ceramida,

aunque la mayoría de estos glicolípidos existen sólo en muy

pequeñas cantidades (173).

El glicolípido con mayor tamaño de cadena oligosacaridica

identificado en membranasde eritrocitos A es una nonaglicosil­l
ceramida, afin cuando existen otros de menor movilidad cromato­

gráfica que pueden tener hasta 20 azúcares y que no han sido

todavía bien caracterizados. Este númeroparece ser el limite

superior para cadenas de azúcares de las proteinas de los gru­

pos sanguíneos (17A). De acuerdo a los cálculos, el número to­

tal de glicolipidos para eritrocitos A1con más de cuatro azúca­



res podria ser por lo menos #0. El número de diferentes cadenas

oligosacaridicas ligadas a lípidos sobre la superficie celular

es asi muy grande.

¿Por qué está la superficie celular equipada con informa­

ción estructural tan variada en la forma de carbohidratos? No

hay respuesta simple a esa pregunta. Los carbohidratos de su­

perficie se consideran involucrados en los procesos de recono­

cimiento celular y comoreguladores del comportamiento celular.

Las asociaciones y modificaciones intercelulares pueden ser

mediados por interacciones proteina-carbohidrato comolo propo­

ne el modelo de Roseman(172) de glicosiltransferasas-sustrato

y el modelo de la lectina-azúcar de Barondes y col. (175).

Los procesos de diferenciación normales y anormales pueden des­

cribirse en término de estos dos modelos, aunque la evidencia

experimental está lejos de ser concluyente. Las glicosiltrans­

ferasas y lectinas se encuentran sobre la superficie celular y

parecen estar involucradas en la modificación del comportamien­

to celular después del contacto célula a célula. Las células

tumorales parecen responder a un comportamiento más primitivo

con esquemas de transferasas menos desarrollados y con la sin­

tesis de glicolípidos bloqueada en muchoscasos en etapas pre­

coces.(l76). Este bloqueo está asociado a menudocon la acumu­

lación de precursores tales comola lactosil o glucosilceramida y la

desaparición del glicolipido con más de cinco azúcares (mela­
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nomadel intestino delgado, tipo 21) pero aparece una triglico­

silceramida que no está en tejidos normales. Esta podria ser un

intermediario en 1a elongación de la cadena de azúcares a glico­

lípidos más complejos. Su ausencia aparente en el tejido puede

deberse a un tiempo de vida corto, haciendo que sea dificil de

detectar excepto en células que crecen rápidamente. Alternativa

mente, un complejo multiglicosiltransferasas puede no disociar

normalmenteeste intermediario.

Los sulfátidos comoreceptores para opiáceos

Lau y col. (177) demostraron en 1978 que la potencialidad

analgésica de varios opiáceos se correlacionaba con su afinidad

por el cerebrósido-sulfato y también que éste poseía la mayoria

de las caracteristicas de un receptor para opiáceos (178), (179),

(180). Estos investigadores observaron que el cerebrósido-sulfa­

to no sólo cumplía con los requisitos estructurales del receptor

para analgésicos postulado por Beckett y Easy (195h) (181) y por

Portoghese (1965) (182) sino que presentaron evidencias de que

el receptor para opiáceos denominado "proteolipido" por Louney

y col. (l97b) (183) era el cerebrósido-sulfato. Unaobjeción

para aceptarlos comoreceptores es el hecho de que los sulfáti­

dos están muyampliamente distribuidos en el cerebro a diferen­

cia de los receptores de opiaceos que están localizados selecti­
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vamente en las Fracciones subcelulares sinaptosómicas y micro­

somales (184), (185), (186) y en regiones discretas del cerebro,

(187), (188).

Lamy col. (177), presentan evidencias que corroboran el pa­

pel que pueden tener los sulfátidos en los receptores para la mor­

fina. Una de estas pruebas la da el hecho de que el azur A que

es un colorante con alta afinidad para los sulfolipidos pero con

baja afinidad por lípidos que no tienen sulfato, antagoniza tan­

to el efecto analgésico de la morfina comola unión de los

opiáceos en membranasplasmáticas aisladas de sinaptosomas.

Otras experiencias indican que la acción de la sulfatasa A, que

es una enzima que hidroliza especificamente sulfátidos, decrece

o disminuye la unión especifica de los opiáceos a dichas membra­

nas. Más recientemente, Zalc y col. (1979) (189), presentaron

evidencias inmunohistoquimicas sobre la relación de la sulfoga­

lactosilceramida con el receptor para opiáceos. Preincubando

secciones de tejido cerebral que se sabe que son ricas en recep­

tores de opiáceos con el análogo de la morfine, levorfanol,

inhibieron selectivamente la unión de los anticuerpos antisulfá­

tidos sobre las membranasde las neuronas.

Tipo III: Los glicqgsfingolipidos comointegrantes de la matriz
de las membranas.(lh9)

Los glicoesfingolipidos estén anclados por la ceramida a
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la matriz fluida lipofílica y tienen la cabeza polar expuesta
al ambiente celular.

Unacuestión interesante es discernir que elementos hacen

que 1a célula seleccione a la ceramida comoun constituyente im­

portante de su limite con el ambiente. Parecerian existir algu­

nas características en la estructura de la ceramida que la hacen

particularmente adecuada en relación con su presencia en la pe­

riferia celular.

Las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos grasos y bases

aminadas (Fig. 16) que constituyen las ceramidas le confieren

cierta versatilidad en cuanto a los reduerimientos de Fluidez

de las membranas. Las cadenas hidrofóbicas de estos compuestos

estén más saturadas y son más largas que en los glicerolipidos.

Por otro lado en la región en que se unen químicamente los com­

ponentes ácido graso y esfingosina, "zona intermedia" (Fig.17)

se da una mayor posibilidad de variación en los grupos polares

Funcionales: ÜH’y alilicos: Tal hecho no se corresponde con

los Fosfolipidos, a excepción de los plasmalfigenos. La estruc­

tura de la "zona intermedia", ubicada entre la zona hidrofóbi­

ca y el grupo polar de la cabeza, se correlaciona bastante

bien en los distintos tejidos con el grado de estiramiento me­

cánico de los distintos tipos de células. (Tabla A). Esto su­

giere que la zona intermedia puede crear interacciones polares
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Figura 16: Tipos diferentes de bases aminadas de cadena larga
(esfingosinas), (arriba), ácidos grasos (medio) y
algunas de sus combinaciones posibles en esfíngDLí
pidas, (abajo).
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estabilizantes, (puentes de Hidrógeno) en una dirección lateral

de la membrana.Esto significa que las ceramidas pueden influen­

ciar las propiedades de la monocapasuperficial: una es por in­

termedio del tipo de cadenas hidrocarbonadas, la otra es a tra­

vés de los grupos polares en la zona intermedia.

Zona Hidrol‘óbica

HO-C‘ :0

'C'ÜH C Ü _

‘c‘ Pg“ 06 h C, Zona Intermedia
0 N\Clc\ s'c/

H É OH C
________-\_---____- __ ____ _-\___--_____-_

® ® CabezaPolar
ESFINGOLIPIÜO ' GLICEROLIPIDO

Figura 17: Estructura de un esfíngolípido y de un glicerolipido.
La zona intermedia tendria importancia en las interag
ciones laterales en la membrana.
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Cuandose consideran las interacciones posibles del coles­

terol, fosfatidilcolina, esfingolípidos y proteínas, puedeob­

servarse que la zona intermedia es diferente en los esfingolípi­

dos y glicerolipidos. En estos últimos solamente existen acepto­

res de puentes de H mientras que los esfíngolípidos comoya se

dijo, poseen tanto aceptores como dadores. En una monocapa de

estos dos lípidos, podría esperarse, por lo tanto que existan

puentes de H en las zonas intermedias incrementando así la pro­

babilidad de un estado asociado entre las moléculas de la mono­

capa. No obstante esto, es muypoco lo que se conoce todavía

acerca de la influencia de la zona intermedia sobre la función,

constitución o fluidez de la membrana.Sólo puede sugerirse, por

el momento,que una estructura variable de la zona intermedia,

puede producir efectos de orientación precisos, importantes no

sólo por los puentes de H en esta parte de la membranasino

también por la conformación molecular como un todo.

II. 2. BIÜSINTESIS DE LQE GLICÜESFINGÜLIPIDÜS

La química y el metabolismo de los glicoesfingolípidos

sigue siendo de Fundamental importancia ya que dicho conocimien­

to ayuda a definir el papel que estos compuestos juegan en la

dinámica de las funciones celulares y en los aspectos estructu­

rales de las membranasde las células.



Existen dificultades específicas en este camporelacionadas

con la insolubilidad de los sustratos y los productos en medios

acuosos. Además, la mayoría de las enzimas involucradas en la

biosíntesis de los esfingolípídos están asociadas a partículas.

Por todo ello su ensayo "in vitro" requiere usualmente la pre­

sencia de detergentes.

En general se acepta que los glicoesfingolipidos se sinte­

tizan por agregado secuencial de monosacáridos a la porción li­

pídica (ceramida) por el extremo no reductor de la cadena de

oligosacáridos en crecimiento. En la sintesis están involucra­

dos los nucleótido-azúcares y presenta requerimientos de pH y

de cationes divalentes semejantes a los que se necesitan para

la sintesis de glicoproteinas. Además, aunque hasta el momen­

to no hay evidencias directas, no debe descartarse la inter­

vención que podrian tener los lípidos intermediarios en la sín­

tesis de los glicolioídos. (193).

II. 2.1. GALACTÜSILCERAMIDAS

La mayoria de los estudios sobre el metabolismo de las

galactosilceramidas se hicieron con extractos de cerebro a cau­

sa de que los mamíferos jóvenes sintetizan grandes cantidades

de este lípido durante el proceso de mielinízación. Las glico­

sílceramidas de cerebro son muyheterogéneas con respecto a los



ácidos grasos que integran la molécula, se pueden encontrar áci­

dos grasos hídroxílados comono hidroxilados, saturados o no sa­

turados y con longitudes de cadena que oscilan entre 16 y 28

átomos de carbono (95).

Burton y col., (19h) demostraron "in vitro" la formacion

de la galactosilceramida a partir de UDP-Galy un precursor en­

dógeno. Se propusieron dos rutas de biosíntesís alternativas:

a) Acilación de una base de cadena larga seguida de galactosi­

lación:

Base aminada + acil BoA -——)ceramida + CoA (I)
(esfíngosina)

ceramida + UDP-Gal -—4>galactosílceramida + UDP (II)

o) Galaotosilación de una base aminada para formar psicosina, seguida

de acilacíón:

Base aminada + UDP-Gal ——a>psicosina + UDP (III)

psicosina + acíl-CoA -a> galactosilceramida + CoA (IV)

El ácido graso unido a 1a CoApuede contener o no un grupo

ÜH-. Amboscaminos metabólicos pueden demostrarse "in vitro"

(Fig.18). La galactosilación de la ceramida con hidroxí-ácido

graso para formar hidroxi-ácido graso-galactosilceramida (II)

ha sido demostrada por Morell y Radín (195) y Basu y col. (196)

quienes usaron fracciones particuladas de cerebro en desarrollo.
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Figura 18: Biusíntesís de los esfingulípidus. Abreviaturas:
Col=colína; S=su1Fato en posición 3 de la galac­
tusa;PAPS=3'—Füsfoadenusina-5'-Fosfusulfatu;
NANA:ácido síálícn. Rasta de abreviaturas en ta­
bla 6. (215).



Esta reacción ha sido confirmada tanto en cerebro (197), (198)

comoen riñón (199). Hay evidencias posteriores que demuestran

comola ceramida con hidroxi-ácido graso es incorporada intacta

a la galactosa obtenida usandosustratos sintéticos e identifi­

cando al producto por espectrometría de masa (200). También se

ha demostrado que la galactosilceramida con ácido graso no hi­

droxilado también se sintetiza por galactosilación de la cera­

mida (201), (202).

El camino alternativo de formación de galactosilceramida,

reacción III con formación de psicosina lo demostraron Cleland

y Kennedy (203) y Fue confirmado por otros autores (195), (20h),

(205), (206). La acilación de la psicosina por acil CoApara

formar galactosilceramida con ácido graso no hidroxilado Fué

demostrada por Brady (207) y también por Hammarstrom (208).

Nopuede desecharse, por lo tanto el posible papel fisio­

lógico que puedan jugar en la célula la galactosíl o glucosil

esFingosina, aunque probablemente este camino de biosíntesis

sea de menor importancia para la síntesis de glicolípidos

"in vivo".

II. 2.2. SULFATIDÜS

La transferencia del azufre radiactivo desde 3'-FosFoade­

nosina-5'-fosfosulfato a galactosilceramida para FormarsulFo­



galactosilceramida (sulfétido) se demostró en preparaciones de

cerebro de mamíferos (209), (210). (Fig.18).

La máximaactividad transferasa en cerebro de rata coinci­

de con el periodo de máximamielinación, (211). Este resultado

es esperable dado que el sulfátido de cerebro se encuentra en

su mayor parte en la mielina. En riñón se encuentra una lacto­

silceramida sulfatada (212) y la enzima de cerebro puede cata­

lizar la transferencia del sulfato a la lactosílceramida, (213).

(210). La incorporación de galactosilceramida radiactiva al

sulfato se demostró usando riñón de rata, (21h) y cerebro, (213).

El producto "in vitro" tiene el sulfato en posición 3 de la

galactosa, (21h) como1o hace el sulfato natural.

II. 2.3. GLUCÜSILCERAMIDAS

En extractos particulados de cerebro embrionario de pollo,

Basu, Haufman y Roseman, (2l6), demostraron que la ceramida pue­

de ser glucosilada por UDP-Glcpara formar glucosilceramida

(Fig.18). La enzima de cerebro de ratón no muestra especificidad

por 1a longitud de la cadena; lignoceroil-esfingosina es un sus­

trato tan activo comola estearoil-esfingosina, (201) y las cera­

midas con hidroxi-ácidos grasos son también efectivos comoacep­

tores, (217).



ÜLIGÜGLICÜSILCERAMIDAS

Las oligoglicosilceramidas neutras cuya biosintesis ha sido

estudiada en detalle, pueden clasificarse en tres grupos,(Tabla 5):

a) la tetraglícosilceramida 6 globósido I (218, (219), b) la

tetraglicosilceramida estructural de los grupos sanguíneos (220)

c) precursores de la tetraglicosilceramida y gangliósidos

(asialogangliósidos). La Formaciónde lactosilceramida a partir

de glucosilceramida ha sido demostrada por Hildebrand y Hauser

en bazo de rata (221) y por Basu y col. en cerebro embrionario

de pollo (216).

El próximopaso, la galactosilación de la lactosilceramida

por UDP-Gal, puede ser catalizada por homogenados de bazo (222)

y riñón (199), (223). Las dos actividades enzimáticas que trans­

fieren galactosa a la glucosílceramida y lactosilceramida respec­

tivamente, pueden diferenciarse por inactivación por calor y son

inhibídas por esfingolipidos diferentes (222). Se ha descripto

la N-acetilglucosilación de la lactosilceramida (22h) y recien­

temente Basu y Basu (225) han demostrado otro paso en esta se­

cuencia biosintética, la galactosilación por UDP-Galde GluNAc­

Gal-Glu-Cer. Handa y Burton (226) usaron una Fracción particula­

da de cerebro de rata joven para demostrar que la lactosilcerami­

da podria actuar como aceptor para la mitad azúcar de UDP-QalNAc.



El próximo paso, galactosilación por UDP-Galde la GalNAc-Gal­

Glu-Cer, lo demostraron Yip y Dain (227). Aunque la actividad

enzimática está presente en el cerebro de la rata Joven, se en­

contró mayor actividad en cerebro de rana; la enzima del cere­

bro de rana fué solubilizada y caracterizada (227). Los pasos

biosintéticos discutidos hasta el momentoestán resumidos en la

Fig. 18.

II. 2.a. GANGLIÜSIDÜS

La biosintesis de los gangliósidos, a partir de la cerami­

da, se produce por el agregado gradual de azúcares en presencia

de glicosiltransferasas unidas a membranas.Es bastante probable

que toda la biosintesis se haga a través de un complejo multien­

zimático, genéticamente regulado y especifico (228) y cada com­

plejo seria el responsable de la sintesis de un glicolipido com­

pleto. Cada reacción involucra la transferencia de un residuo

azúcar desde el nucleótido azúcar hacia un aceptor

XDP-glicosa + aceptor -—-—€>»XDP+ glicosa-aceptor

El camino de sintesis de los gangliósidos principales ha

sido estudiado por Roseman (229), Basu (230) y Fishman (231),

(Fig. 19). La incorporación de los azúcares se hace ordenada­

mente y cada glicosiltransferasa es altamente especifica. Como
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(Gm)

UOP-GaINAc

UDP-NAN

ER-Gk-Gy-Gal NÁC-Gfl
NAN-NAN I

(Gmb

¡mama-cams?
(6" ‘ NAN NAN-NAN

Figura 19: Biosíntesis de gangliósidos. Cada reacción
es catalizada por una glicnsiltransferasa
específica. CER-ceramida;Gal=galactasa;
GalNAc=N-acetilgalactosamina;Glc=glucosa;
NAN=ácidDsiálico. Resto de abreviaturas
en tabla 6. (2h3).



puede observarse en la Fig. 19, aunque GM2es una molécula rami­

Ficada, el ácido siálico se incorpora antes que la N-acetilga­
lactosamina.

Parece ser, por biosíntesis "in vitro" que el GM3es mejor
sustrato para la N-acetilgalactosaminiltransferasa que la lacto­
sílceramida (228). Lo mismoocurre con otras enzimas en este

proceso (231). La biosíntesis de los disialogangliúsidos ocurre

por medio de reacciones análogas a las descriptas (228), (232)

comenzando con 1a Formación del 803 (233). "In vitro" se ha es­

tudiado la actividad de una sialiltransFerasa que convierte el

G en Gle (23h). (Reacción 6 b de la Figura 19). Estos expe­le
rimentos se hicieron usando glicolipidos exógenos comoacepto­

res. Sin embargo, experimentos hechos en vivo o con aceptores

endógenos por Caputto y col. (235), (236) sugieren que las in­

teracciones entre las enzimas y los sustratos serían muchomás

complejas de lo que señala el esquema de la figura.

INTERRELACIÜNES DE Lg; CAMINOS MEÏAÉPLICÜS QQE INVÜLUCRAN A

LÜS ESFINGÜLIPIDDS.

En líneas generales se piensa que los caminos metabólicos

que involucran a los esfingolípidos están controlados por el

mismo tipo de mecanismos operativos que para otros caminos me­

tabólicos. Sin embargo no hay muchas evidencias sobre la exis­

tencia de mecanismosde control tales comoinducción, repre­
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sión o inhibición por retroalimentación de las enzimas involucra­

das. Tal vez, el obstáculo mas importante al progreso en este

campo lo da el hecho de que no hay preparaciones enzimáticas pu­

ras y la consiguiente incapacidad para determinar cantidades de

una determinada enzima. Verdaderamente, a causa de la heteroge­

neidad de las fracciones de ácidos grasos y de las bases de ca­

dena larga dentro de una clase dada de esfingolipidos, no puede

decirse con certeza cual es el número de enzimas que pueden es­

tar involucradas en efectuar reacciones biosintéticas relaciona­

das. Algunosde los interrogantes en relación a las interrela­

ciones metabólicas y tal vez al número de enzimas que intervie­

nen pueden explicarse por métodos indirectos. Por ejemplo, en­

zimas que son activas en la sintesis de los esfingolïpidos de

la mielina puedencaracterizarse por estudios de desarrollo.

La aparición de actividad enzimática en cerebro para la galac­

tosilación de la ceramida con hidroxí-écido graso para formar

Gal-Ber (198), (217), indica que esta enzima está comprometi­

da, probablemente en la mielinación. La dependencia de la ao­

tividad con la edad del animal diferencia claramente esta en­

zima de la enzima que galactosila la glucosilceramida para for­

mar lactosilceramida (205).
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TABLA 5

Estructuras anoméricas de tetrahexosiceramidas (215)

Globósido 1 GalNAc((3,1—> 3)Ga1(<>k,l -> L.)ca1((3,1-> t.)
GlCClfib 1)Cer

Esfingolípido es- Gal( (5,1» 3)GlcNAc((3,1—>wcal ( 1-) L.)
tructural de gru- Glc(l_)_l)Cer
pos sanguíneos
(estructura común)

Asialogangliósido Ga1(© ,1-> 3)GalNAc( G ,1—>¿4)l3al( @,1—>L.)
Glc(l-—>l)Cer

Los sistemas bacterianos también pueden ser útiles para

obtener información sobre el control del metabolismo de esfingo­

lípidos. Cuandola bacteria anaeróbíca Bacteroides melaninogenicus

crece en un medio suplementado con vitamina H, contiene más o me­

nos la mitad de sus fosfolípidos comofosfoesfingolipidos, cerami­

da Fosforiletanolamina y ceramida Fosfatídilglicerol (237). En

ausencia de vitamina H, la sintesis de esfingolípidos y el creci­

miento se detienen. (238). El agregado de succinato restablece un

ritmo bajo de crecimiento y produce una Forma aberrante de célula

alargada con poco contenido de esfingolipidos. La adición de vita­

mina H restablece tanto el crecimiento normal comola sintesis de

esfingolipidos. La capacidad de reiniciar la síntesis es muyrápi­

da por lo que este sistema resulta interesante en estudios sobre

el control de estos procesos. Estas observaciones junto con el
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hecho de que la vitamina H estimula la CDP-colina:ceramidacolina

Fosfotransferasa (esfingomielinasintetasa) de las mitocondrias

del higado de pollo, sugieren un papel importante para las naf­

toquinonas en el metabolismo de los esfingolipidos.

Dtros campos potencialmente importantes tienen que ver con

las investigaciones sobre la relación entre el metabolismo de

los glicoesfingolipidos y los glicerofosfolipidos, a través de

los productos de degradación de las bases de cadena larga (239),

(Zhü) y también con el metabolismo de las proteinas estructura­

les en sistemas de membranas (2h1), (2h2).

Por todo ello, una de las razones para estudiar los glico­

esFingolipidos en hongos, es que estos eucariotes inferiores

ofrecen la ventaja de poder controlar las condiciones de creci­

miento. Además, la obtención de mutantes permitiría conocer

cuales y comoson las enzimas que catalizan la sintesis y degra­

dación de los glicoesfingolipidos en estos organismos.

II. 3. GLICÜESFINGÜLIPIDÜS EN HÜNGÜS

Brennan y col. (1975) (2hh) sugirieron que la gran mayoria

de los esfingolipidos de hongos son glicoesfingolipidos del ti­

po de los que existen en las plantas superiores o en los anima­
les.
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En los tejidos animales, los residuos de azúcar están uni­

dos glicosídicamente con el grupo hidroxilo primario de la es­

Fingosina acetilada (ceramida). En plantas superiores, la unión

glicosídica directa se ve solamente en las monoglicosilceramidas

simples (cerebrósidos). El resto de los glicoesfingolipidos de

plantas tienen un puente fosfoinositol entre la ceramida y el

azúcar. En los hongos se encuentran ambostipos de glicoesfin­

golipidos (Tabla 6) y a menudo se los denomina genericamente

micoesfingoligidos.

Cerebrósidos o glicosilceramídas

Tanto en mohos como en levaduras o en Basidiomycetes, se

ha descripto la presencia de cantidades abundantes de glucosil

y galactosilceramidas. (Tabla 6). Los primeros que intentaron

aislar cerebrósidos en hongos fueron Landsiedel y Bamberger en

1905 (2h5) en Lycogeidon bovista, Zellner en 1911 (2h6) y

Rosenthal en 1922 (2h?) en Amanita muscaria, Hartmann y Zellner

en 1928 (2b8) en Marasminus scorodonius. Lamentablemente ningu­

no de ellos pudo obtener buenas caracterizaciones, ya que los

productos eran impuros y los datos proporcionados no eran sufi­

cientes.

Wagnery sus colaboradores fueron los primeros que infor­

maron realmente sobre la existencia de una glicosil ceramida
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en hongos (2h9). Se trataba de una galactosílceramida hallada

en Saccharomycescerevisiae, Candida utilis (136) y Aspergillus

niger (251). El glicoesfingolípido de A. niger tenia esfingosina

C 8 y dihidroesfingosina Bla y más del BU% del ácido graso quel
componiala ceramida era 2-hidroxioctadecenoico. La galactosil­

ceramida de C.utílis tenia díhidroesfingosina de C16 y Bla, es­

Fingosina 818 y ácido 2-hidroxiesteárico comoácido graso prin­

cipal. En la cepa de A.niger usada por Wagner, la galactosilce­

ramida parecia ser el lipido mayor dado que Fué obtenida en for­

ma cristalina por cromatografía en capa delgada de un extracto

entero de cloroformo: metanol.

Haufmanny col. (252) en 1971 describieron en detalle una

monoglicosilceramida en Hansenula cíferrii. Aparentemente, este

organismo no contenía las mismas galactosilceramidas de

S.cerevieiae ni de C.utilis. Las bases eran esfingosinas de

C Los ácidos grasos también eran diferentes, pues los17 V C19°

componentes mayores no eran hidroxílados. Prostenik y Cosovic

en 197M(253) aislaron y caracterizaron parcialmente los cere­

brósidos de Clitocybe tabescens y de un gran número de especies

agáricas demostrandola existencia de distintas bases aminadas,

pero en los cerebrósídos de los Basidiomycetes, el azúcar que

los componees la glucosa.



-79­

Poliglícosilceramidas:

Hasta hace pocos años no se sabia si los hongos y las plan­

tas superiores contenían poliglicosilceramidas similares a los

glooósidos, citolipinas, gangliósidos o glicoesfingolipidos simi­

lares a los de los grupos sanguíneos de las células animales. En

l97h, Lester y col. (lhl) describieron una (gal)3-glu-cer en
Neurospora crassa. (Tabla 6). Buscandoglicofosfoesfingolipídos

encontraron otro glicoesfingolipído pero desprovisto de fósforo.

La base aminada aparentaba ser fítoesfingosina C 8 y el ácidol
graso, el 2-hidroxitetracosanoico. El glicolipido era estable a
la metanólisis alcalina suave indicando una unión amida con el

ácido graso. Este glicolípido aparece también en otras cepas de

Neurospora pero hasta el momentono se ha encontrado en otros

hongos o levaduras. En esta tesis se presentan evidencias de

otros glicoesfingolipidos de cadena más corta que el encontra­

do por Lester.

Probable Función gg los glicoesfingolipidos gp los hongos.

La Función de los glicoesfingolipidos en hongos es poco

conocida. Pareceria ser que la naturaleza de la porción azúcar de

los glicoesFingolipidos estaria involucrada en Fenómenosde

reconocimiento celular y asociación intercelular. En los hongos

por lo tanto los glicolipidos parecería que juegan el papel

que las glicoproteinas ocupan en eucariotea superiores. Por
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ejemplo, el ácido glucurónico está directamente involucrado

en los fenómenosde reagregación celular en Microciong prolifera

(255) y la manosaes el principal factor de aglutinación sexual

liberado por Hansenula uingi (256). Asimismola manosa y otros

azúcares están aparentemente implicados en la aglutinación

de las gametas de Chlamydomonas(257). En Dvctiostelium discoideum,

los glicoesfingolipidos parecen estar involucrados en los pro­

cesos de agregación celular. Este es un sistema excelente para

estudiar aspectos de la diferenciación en eucariotes, ya que

en un medio rico, Dyctiostelium se multiplica y permanece como

células individuales (amebas). Cuandoel medio es insuficiente,

la población de células individuales, homogénea, se hace mutuamen­

te adhesiva y se agrega para formar organismos multicelulares,

comparables a un tejido animal, transformándose en dos tipos de

células que maduran como esporas viables o como células peduncu­

ladas, vacuoladas (258). Mc Mahon en 1973, (259) propuso un mo­

delo para la agregación ameooide, que en algunos aspectos no es

diferente al sugerido por Roseman(197h), (260) para el contac­

to intercelular en animales superiores. Dicho autor sugirió que

hay moléculas "sensibles al contacto" en 1a superficie de las

células que regulan la concentración interna de AMPcíclico.

Estas moléculas son activadas por interacción con moléculas

complementarias de las células adyacentes. Se examinó la compo­

sición quimica de algunos de estos factores de cohesión, algunos



resultaron ser glicoproteínas (261). Sin embargo, Uhilhems y

col. en l97b, (262) encuentran que los glicoesfingolípidos in­

tervienen en la agregación ameboide. Unextracto fenólico-acuoso

de células capacitadas para la agregación produjo dos antígenos

diferentes (I y II). El antígeno I se supuso que era un Fosfoes­

Fingolípido, dado que tenía ácidos grasos, fitoesFingosina y

Fósforo, pero no inositol. Tambiéntenía etanolamina y 19 resi­

duos de azúcares. Posiblemente este antígeno sea un complejo

de glicoesfingolípido relativamente simple más un lípido análo­

go al lipoFosfonoglicano aislado en Acanthamoebacastellanii

(263), (lhh).

El antígeno II, en cambio, es una glicoproteína con los

mismos azúcares que el antígeno I pero en distinta proporción

y con la Fracción proteica rica en aminoácidos acídicos hidro­

xilados. E1 antígeno I de una mutante de D. discoideum que no

agrega, contenía muchomenos Fucosa que las células que podían

agregarse. Estos resultados parecen sugerir una ausencia de

"respuesta por extensión glicosídica" en las amebasen agrega­

ción.. Este término, acuñado por Hakomori en 1972, (265) se

originó cuando observaron que la cantidad y complejidad del

azúcar en los glicoesfingolípidos se incrementaba cuando los

cultivos alcanzan la confluencia y este incremento se atribuyó

a un incremento de la extensión glicosídica de los lípidos

precursores. Esta observación, combinada con la evidencia de que
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los glicoesfingolipidos de las células animales están primaria­

mente localizados en la membranaplasmática ha lleVado a Hakomori

a suponer que en células en crecimiento, una cierta proporción de

glicoesfingolipidos y glicoproteinas están acomodadosen un orden

complementario a estructuras semejantes en células opuestas. Este

concepto de la función de los glicoesfingolipidos sobre la super­

Ficie de células animales puede aplicarse directamente a la agre­

gación en los Acrasiales. En el caso de Eumycota, los glicoes­

fingolípidos mientras proveen de un sitio de unión a la membrana

de los constituyentes de la pared celular, pueden proveer también

de sitios de agregación o Factores sexuales de aglutinación.

En Neurosgora crassa fué descripto por Lester (197h), (lhl)

un glicoesfingolipido del tipo de las oligoglicosílceramidas, pe­

ro en 1976, Hushuaha y Hates (266) niegan la existencia de glico­

lipidos en este hongo. Esta tesis confirma la presencia de glico­

esfingolipidos en Neurosporacrassa y los caracteriza.

III. Neurosporacrassa

III. l. Caracteristicas

Neurosgora crassa es un hongo que pertenece a la clase

Ascomycetes, Serie: Pyrenomycetes, Ürden: Sphaeriales, Familia:

Sordariaceae. (267). (Figura 20).
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Fué estudiado por primera vez, a mediados del siglo pasado

(18h3), y se lo clasificó entre los hongos imperfectos, como

Monilia sitophila ya que no se conocia su ciclo sexual. Se lo

llamó Monilia porque la Forma y disposición en serie de sus es­

poras, las asemejaban a un collar y sitophila porque significa

amante del pan, ya que estos son los hongos que se conocen vul­

garmente como moho rojo del pan.

Recién alrededor de 192? se encontraron Formas perfectas

asociadas con estos mohos y fueron 8.0. Dodge y J. Shear (266)

quienes los clasificaron incluyéndolos en la clase Ascomycetes

y le dieron el nombre genérico de Neurospora a causa de que sus

esporas ovales y negras presentan sobre la superficie externa

estrías semejantes a nervaduras.

La especie N. crassa se encuentra en áreas tropicales y

subtropicales y crece sobre árboles o restos celulósicos de

plantas. Se la aisló por primera vez en Indiana (E.U.A.) y

actualmente es muyusada en investigación, porque su cultivo

y mantenimientoson fáciles. Debidoa estas características

de cultivo es posible compararlos con las bacterias y esta­

blecer de este modoparalelos valiosos entre la biología mo­

lecular de organismos eucariotes y procariotes.

El micelio es laxo, de aspecto mohoso con conidios ro­

sados en Formade collar. Las células que constituyen las hiFas,
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son multinucleadas, variando el número de núcleos entre 3 y lDÜ

por célula. Poseen mitocondrías normales, retículo endoplasmáti­

co con ribosomas, nuclEolos y varias inclusiones tales comocris­

tales de ergosterol, gotas de lípidos sobre todo en los órganos

reproductores y en las esporas (5) corpúsculos de glucógeno y

gránulos de pigmento. Por Fuera de la membranaplasmática exis­

te una pared celular muygruesa compuesta de polímeros de gluco­

sa, un proteoglicano, quitina y poligalactosamina, proteína y

lípidos en menor proporción (269). Las hiFas o Filamentos rami­

ficados aparecen incompletamente segmentadas por septos que

tienen poros simples de 0,5 ¡kde diámetro en su centro. Los poros

permiten el libre Fluir del citoplasma a lo largo de la hifa lle­

vando núcleos, mitocondrías y otras inclusiones hacia el extremo

de la hifa donde se produce el crecimiento por extensión de la

misma.

Comoorganismo heterotrofo puede usar acetato, succinato,

glicerol, glucosa y/u otros monosacáridos, así comooligo y

polisacáridos como Fuente de carbono. Comofuente de nitrógeno

acepta nitritos, nitratos, amonioy aminoácidos. Tambiénnece­

sita unas pocas sales simples, oligoelementos y una sola vita­

mina, la biotina.

Presenta tres Formas de esporas, dos asexuales, macro y

microconidios y una sexual (ascosporas). Los macroconidios,
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avales, rosados, se desarrollan sobre conidioforos ramificados

y constituyen la fase de propagación asexual. Son multinucleados,

con un promedio de 2,5 núcleos por conidio.

Los microconidios son uninucleados y también pueden germi­

nar y dar micelio, pero su función primordial es comoesperma­

cio en la fecundación.

Los macroconídios aparecen en los cultivos entre los dos

y cuatro dias de crecimiento, mientras que los microconidios

tardan entre B y lÜ dias a temperaturas de 250 C.

Los cultivos vegetativos son haploídes y morfológicamente

hermafroditas, una cepa normal de cada tipo (A 6 a) puede pro­

ducir gametas masculinas (microconidios) y gametangios femeni­

nos (ascogonios) encerrados en el protoperitecio. Comola espe­

cie es heterotálica, requiere la participación de dos tipos de

cepas compatibles (A y a) en 1a reproducción sexual; Ésta

ocurre cuando las condiciones ambientales son desfavorables

para el desarrollo vegetativo.

La Fertilización implica la distribución de conidios sobre

la superficie del cultivo compatible que tenga protoperitecios.

Después que el núcleo del espermacio penetra en el esco­

gonio, los núcleos parentales se dividen mitóticamente varias

veces y simultáneamente el ascogonio produce prolongaciones a

donde migran los pares de núcleos compatibles. Estas son las
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llamadas hifas ascógenas que desarrollan hasta conVertirse en

células madres de los aseos. Aquí ocurre la fusión de los núcleos

dando por resultado-un núcleo diploide que pronto sufre una di­

visión meiótíca seguida por una mitótíca. El resultado final es

un asco con ocho ascasporas que a su vez son binucleadas. (27D).

Los dos tipos de apareamienta segregan en las ascusporas en pro­

porción 1:1 como dos alelus de un mismo gen. Las ascosporas son

expulsadas al exterior a través del cuello del perítecío. Pueden

permanecer en estado latente bastante tiempo y necesitan tempe­

raturas de hasta 6098 para activarse y germinar.
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MATERIALES Y METÜDÜS

I. PREPARACION DEL MATERIAL BIÜLÜGICÜ

I. l. Ürganismoutilizado

En todos los estudios realizados se usó la cepa salvaje del

hongo Neurosgora crassa original St Laurence 7h del cepario de es­

te laboratorio. Cuando Fue necesario se usó la cepa mutante cr-l

(FGSC#88) deficiente en adenilato ciclasa.

Las cepas se repicaron en tubos con medio sólido conteniendo

2%de sacarosa, 0,5 ug/lÜÜ ml. de biotina y 1,5% de agar en el

medio minimo de Vogel, (272). Los repiques se realizaron cada 6 6

7 dias, manteniéndose los Cultivos en estufa a 30°C.

Para obtener cantidad suficiente de material lipidico, los

cultivos se hicieron en medio líquido, este medio está compuesto

por los mismos elementos usados para el medio sólido, pero sin el

agar. Para realizar el cultivo en gran escala se probaron dos mé­

todos alternativos. En todos los casos el inóculo inicial fue de

105 conidias por ml. de cultivo. En el primer caso, se usó un re­

cipiente de vidrio con capacidad para 15 litros de medio liquido

aireado a presión a través de un burbujeador de vidrio Frito.

El cultivo además se agitó magneticamente. El hongo se cultivo
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siempre por #3 hs. de acuerdo a los datos obtenidos de la curva

de crecimiento. En el segundo caso se utilizaron vasos de Erlen­

meyer con capacidad para 2000 m1. a los que se les coloco ADDml.

de medio mínimo a cada uno. Se incubaron a 3098 durante #3 hs.

en un agitador rotatorio (120 ciclos por minuto). El rendimiento

resultó mayor cuando el hongo se incubó en vasos da Erlenmeyer

por lo que finalmente se siguió usando la segunda metodologia.

I. 2. Curva de crecimiento

Con objeto de determinar el momentoen que el cultivo de­

bia interrumpirse para obtener el máximode material lipidico,

se realizó una curva de crecimiento procediéndose de la siguien­

te manera:

Se obtuvieron gran cantidad de conidias, incubando Éstas

en un Erlenmeyer de lÜÜÜ m1. con ZÜÜml. de medio minimo duran­

te 6 dias. Al Final del período de incubación, los micelios

fueron aplastados con una varilla estéril para que soltaran la

mayor cantidad de conidias posibles y se Filtraron, por un em­

budo previamente estErilizado y con lana de vidrio, recogiendo­

se el material en tubos de 20 ml. El Filtrado se lavó posterior­

mente con lÜ m1. de agua destilada.

El liquido de Filtrado se diluyó 20 veces para ser contado

en cámara de Neubauer. Con las conidias asi obtenidas se sembra­
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ron cultivos en Frascos de Erlnemeyer de lÜÜm1., siguiendo la

segunda metodología y los micelios se cosecharon a las 18,28,38,

ha y 60 horas a partir de la inoculación.

Independientemente de la metodología utilizada para el cul­

tivo del hongo, una vez Finalizado el periodo de incubación, el

micelio se Filtró a través de un embudoBüchner, se lavó con agua

destilada, se liofilizú y luego se pesó y guardó en congeladora

hasta el momentode ser procesado. El peso del material liofili­

zado fué aproximadamente de un lÜ a un 20% del peso húmedo.

I. 3. Incorporación de precursores radiactivos

1.3.1. El“ Glucosa

Para estudiar la síntesis de glicolípidos, el micelio fué

incubado en presencia de El“ glucosa durante 3 hs. Para ello se

usaron cultivos de las cepas salvajes y de la mutante cr-l defi­

ciente en adenilato ciclasa. Los micelios fueron cultivados en

vasos de Erlenmeyer durante b3 hs. y luego de la filtración por

Büchner, SÜÜmg. de micelio se colocaron en un vaso de Erlenme­

yer que contenía 20 ml. de medio mínimo sin sacarosa como Fuen­

lh D-glucosa uni­te de Carbono, al que se le agregó 20 pl. de C

Formemente marcada, ( l mCí/ml. a.e.:l mCi/mg.). A las 3 hs. el

micelio fué filtrado y liofilizado para su posterior procesa­
miento.
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I. 3.2. Sulfato de Sodio radiactivo

Cuandose quiso detectar la presencia de sulfolipidos, la

cepa St Laurence 7h se cultivo en un frasco de ErlEnmeyer de

500 ml con 100 m1 de medio minimo al que se le agregó 0,3 ml.

de S3SÜuNa2(lÜ mCi/ml., a.e.: 896 mCi/mMol) a tiempo cero.

El cultivo se inicio por el agregado de 105 conidias/ml y se

incubó por L3 hs. a 30°C.­

II. QÉÏENCIÜN DEL EXTRACTOLIPIDICÜ

El micelio liofilizado se homogeneizó con 20 volumenes de

una mezcla de cloroformo: metanol (CzM), 2:1, (vzv) en un homo­

geneizador Sorvall Ümnimixer y se calentó 20 min. a 55°C para

inactivar las lipasas. El extracto se dejó de l a A hs. a tem­

peratura ambiente y se decantó en una centrífuga Internacional.

El precipitado se reextrajo con lÜ volumenes de CzM, 2:1,

se dejó 10 min. a 55°C y l h. a temperatura ambiente. Una ter­

cera extracción se llevó a cabo con 5 volúmenes de CzM, 1:2.

Los sobrenadantes de las distintas fracciones se llevaron

a seco con evaporación a baja temperatura y el residuo se re­

suspendió en CzM,2:1, realizándose una partición con 0,2 vol.

de MgCl A mM, según el método de Folch y col. (273). Luego2

de ello, las dos fases obtenidas se lavaron dos veces cada una



con la correspondiente Fase teórica opuesta, es decir, la Fase

inferior se lavó con la Fase superior teórica, cloroFormo: me­

tanol: agua, 1:16:16 y la Fase superior se lavó con Fase infe­

rior teórica, cloroFormozmetanolzaguathlhzl. La Fase superior

se guardó en congeladora hasta el momentode ser utilizada para

detectar la existencia de gangliósidos mientras que, la Fase in­

Ferior se evaporó y el residuo asi obtenido, 10 % del peso del

micelio lioFilizado original Fué utilizado en los Fraccionamien­

tos que se indican a continuación.

III. FRACCIONAMIENTÜDEL EXTRACTO LIPIDICÜ

III. 1. Cromatografía en columnas de acido silicíco:

La Fase inFerior de la extracción de Folch se Fraccionó en

una columna de cromatograFia usando como adsorbente ácido sili­

cico (100-200 mesh). preparada según la metodología descripta

por Hates (27h).

Este material tiene una capacidad de adsorción de 10-13 mg.

de lípido por g. Antes de usarlo, el ácido silicico se activo

durante 12 hs. a 80-10090. La dimensión de las columnas Fué de

1,5 cm. por 13 cm. y se armaron con el ácido silicico suspendi­

do en cloroFormo. La muestra se sembró suspendida en cloroFormo

y se eluyó con los siguientes solventes:
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l-CloroFormo, lÜ volúmenes de columna

2-Cloroformozacetona, C:A, 1:1, lÜ volúmenes de columna.

3-Acetona, 5 volúmenes de columna.

h-Acetona:metanol,A:M, 1:1, lÜ volúmenes de columna.

5-Metanol, lÜ volúmenes de columna.

III. 2. Cromatografía en columnas de intercambio aniúnico

Se usó díetilamínoetilcelulosa (DEAEcelulosa) forma aceta­

to, preparada según el método descripto por Rouser y col. (281)

con algunas modificaciones. Para ello, la resina se suspendió y

dejó reposar en HEl l N por 2 hs. y luego se lav6 hasta neutra­

lidad con agua. Se filtro con Büchner de plástico con una gasa

y se siguió lavando en Büchner con:

l) NaOHlN, 2-3 hs; 2) lD veces con agua destilada; 3) se sus­

pendió en etanol y se lavó varias veces hasta que el material

quedó casi seco; A) se resuspendió en metanol 99 % y se proce­

dió de igual manera que en 3). Luego de ello se secó con papel

de filtro una noche. 5) se resuspendió en ácido acético una

noche; y 6) se lavó varias veces con metanol 99%hasta neutra­

lidad, guardándose en frasco oscuro hasta el momentode usar.

Se usaron columnas de 1,5 cm. por 21 cm. La resina en me­

tanol 99% se empaquetó a presión ( 10 psi) y luego se lav6

sucesivamente con tres a cinco volúmenes de metanol 99%, cloro­
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Formozmetanol, 1:1 y cloroFormo.

La muestra Fué resuspendida en cloroFormo y sembrada.

La elución secuencial se hizo con los siguiente solventes:

l-CloroFormo, lÜ volúmenes de columna.

2-Cloroformozmetanol, C:M, 9:1, lÜ volúmenes de columna.

3-CloroFormozmetanol, BzM, 7:3, lÜ volúmenes de columna.

h-CloroFormozmetanol, C:M, 1:1, 5 volúmenes de columna.

S-Metanol, 5 volúmenes de columna.

Este sistema de Fraccionamiento se usó con 1a Fase inFerior

de la extracción de Folch, saponiFicada, a Fin de eliminar los

FosFolípidos.

III. 3. Cromatografía en columnas de ácido silicico eluldas con

gradiente lineal de metanol en cloroFormo.

La Fracción cloroFormo:acetona obtenida de la cromatografía

indicada en III. 1., y la Fracción de cloroFormo:metano1,9:l, de

III. 2. se purificaron por pasaje a través de una segunda colum­

na de ácido silicico pero eluída con un gradiente lineal de me­

tanol 0-15 % (V:v) en cloroFormo, mientras que las Fracdiones

acetona y acetonazmetanol de III. l. y la Fracción cloroFormo:

metanol, 7:3 de la columna de III. 2. se puriFicaron con el

mismo sistema pero se eluyeron con un gradiente de metanol 0-60 %
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3 ml.

IV. DEGRADACIÜN QUIMICA

IU. I. Tratamiento con ácido

IU. I. l. Hidrólisis suave

Para descartar la presencia de poliprenilfosfoazúcares,

las Fracciones que contenían glicolípidos fueron sometidas a una

hidrólisis a pH 2. En estas condiciones solamente es hidrolizado

el enlace entre el Fosfato y el azúcar en los prenil Fosfo(o di­

Fosfo)azúcares. Para ello la muestra de glicolípido fué llevada

a seco bajo flujo de N2 a presión en tubos de lÜ x 75 mm. Se aña­

dieron Ü,5 pl. de una solución al 0,0% % de azul timol en agua

como indicador y 5 pl. de butanol saturado en agua como emulsio­

nante y se agitó en un vibrador de tipo "Uortex" con HCl 0,01 N

en un volúmen Final de 200 ul. El color rosado del indicador se

consideró pH 2 1.0,2. El tubo se tapó con bolita de vidrio, se

calentó 20 min. aproximadamente en baño de agua hirviente y se

interrumpió pasando a agua helada. Se agregó l m1. de clorofor­

mozmetanol, CzM, 3:2, realizándose una partición según Folch

(273).
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En estas condiciones se supone que la Fase superior debe

contener los productos hidrosolubles de la hidrólisis, mientras

que la Fase inferior contiene el glicolipido remanente y los

productos liposolubles.

IV. l. 2. Hidrólisis enérgica.

Se utilizó para romper tanto la unión glicosidica entre

las bases aminadas de cadena larga y el o los azúcares que con­

Formanel glicolipido de tipo glicoesfingolipido comola unión

amida entre los ácidos grasos y las esfingosinas.

Se utilizaron tubos de lÜ x 27D mm. tipo Uheaton, con ta­

pa a rosca hermética a las que se les agregó una lámina de te­

flón para evitar que los solventes usados en las sucesivas ex­

tracciones posteriores a la hidrólisis disolvieran sustancias

que pudieran contaminar las muestras.

Las muestras de glicoesfíngolipidos se secaron a presión

de N2 y se les agregó 300 pl.de HCl 3N disuelto en una mezcla

de butanolzagua 1:9. Se calentaron durante h hs. en estufa a

lÜÜDCy se interrumpió la hidrólisis por enfriamiento en hielo.

Sin modificar el pH se completó el volúmen hasta l ml. con

agua y se agregó l ml de hexano para particionar y extraer de

ese modolos ácidos grasos que se hubieran liberado con la hi­

drólisis. La extracción se repitió dos veces más con volúmenes
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menores. La Fracción hexano, conteniendo los ácidos grasos, se

evaporó bajo presión de N2 y se guardó en congeladora hasta el
momentode su análisis.

Por otro lado la fracción acuosa se llevó a seco bajo pre­

sión de N y se tomó en 0,3 ml. de agua, ajustándose a pH lÜ por2

el agregado de amoniaco. Este procedimiento permitió disociar

las sales Formadaspor las esfingosinas con los cloruros, dejan­

do las bases libres y por lo tanto ínsolubles en agua. De este

modose pudo ulteriormente extraerlas con cloroformo (tres ex­

tracciones), quedando en la fase acuosa solamente los azúcares

y el cloruro de amonio Formado. Para eliminar este último com­

puesto, las muestras fueron lioFilizadas y resuspendidas en

0,2 ml. de piridina anhidra y evaporadas con presión de N2. Es­
te procedimiento se repitió dos veces. Después del tercer agre­

gado de piridina, los tubos se centrifugaron para precipitar

las sales ínsolubles y los sobrenadantes Fueron transferidos a

otros tubos y guardados para su posterior análisis. (Clara

Hrisman, método no publicado).

IU. I. 2. 2.

Para corroborar la presencia de esterilglicósidos, las
muestras Fueron sometidas a hidrólisis ácida en HCl 3N disuel­

to en una mezcla de butanolzagua, 1:9, durante h hs. a lÜÜDC.



-93­

Unavez concluida la hidrólisis se realizó una partición con he­

xano, efectuándose dos extracciones adicionales con dicho sol­

vente, sin modificar el pH. Los esteroles se extrajeron ulterior­

mente con una partición con cloroformo. Las Fracciones se lleva­

ron a seco con presión de N2 y se guardaron en congeladora hasta
su análisis.

IU. I. 3. METANÜLISIS

IV. I. 3. l. Enérgica

Cuandolos análisis de las Fracciones azúcares o ácidos

grasos se hicieron por cromatografía gaseosa y/o espectrometria

de masa, los glicoesfingolipidos fueron sometidos a metanólisis.

Se siguió básicamente el método de Clamp y col. (292). Las mues­

tras se colocaron en tubos tipo wheaton de lÜ x 27D mm., se las

llevó a seco bajo N2 y se las resuspendió en l ml. de HCl 0,75 N

en metanol calentándose durante 18 hs. a 80°C en estufa. El pro­

cesamiento y Fraccionamiento de los productos de la metanólisis

se realizó según lo descripto en el punto IU.I.2.

IV. I. 3. 2. Suave

Se utilizó para detectar o descartar la presencia de sulfá­

tidos, cuya movilidad cromatográfica en los solventes habitua­
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les coincide con las de otros glicoesfingolipidos. Se llevó a

cabo retomando las muestras en HCl 0,5 N en metanol y calentan­

do a 60-6500 durante distintos tiempos (3, 6 y 12 min.). Una vez

concluido esto, se colocaron los tubos en hielo, se lioFilizaron

y cromatografiaron en capa delgada. (278).

IV. 2. Tratamientos con alcali

IV. 2. l. SanniFicación

Cuandofué necesario, el extracto lipidico total o algunas

de las fracciones de la columna de cromatografía fueron saponifi­

cadas con NaÜH0,1 N en metanol durante 15-30 min. a 37°C con

agitación permanente. Se neutralizú con HCl en metanol hasta pH

7,5-7,B y la muestra se llevó con cloroformo a una proporción

3:2 para realizar una partición según Folch. La fracción liposo­

luble Fué llevada a seco y resuspendida en cloroFormozmetanol

C:M, 2:1 para su análisis posterior. (298).

IU. 2. 2. Hidrólisis alcalinaiintermedia

Se utilizó para corroborar la presencia de cerebrósidos

en algunas de las fracciones de las columnas de cromatografía.

Las muestras se resuspendieron en 200 pl de HÜH1 N en metanol

y se hidrolizaron durante 6 hs. a lÜDQB.La hidrólisis se hizo
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en tubos tipo wheaton con tapa a rosca. La neutralización se hizo

con SUpl de ácido perclóríco h N (39,9 ml. de perclórico a lÜÜ

ml. de agua) y luego de ello se añadieron 3DGul de cloroformo

más 50 ul de agua para particionar según Folch. La Fracción li­

posoluble se cromatografiú en capa delgada. (210).

IU. 2. 3. Hidrólisis alcalina Fuerte

Se utilizó para diferenciar los cerebrósidos de los este­

rilglicósidos que existen presuntivamente en NeurosEoracrassa.

Las muestras se resuspendieron en BÜÜpl. de hidróxido de

potasio 1,5 N en metanol y se incuoaron durante 72 hs. a BÜDC

en tubos tipo Mheaton con tapa a rosca. (279). Luego de la hi­

drólisis, las muestras se transvasaron a Frascos de Vidrio ti­

po Himax de 250 ml. conteniendo Q5 ml. de cloroformo, 30 ml.

de metanol y 15 ml. de agua para desalar. (La concentración

de sales disminuye a lÜ mñolar aproximadamente). Se centrífu­

garon y la Fase inferior se evaporó para semorar en capa del­

gada.

U. METODOS ANALITICÜS

U. l. Azúcares totales

Se valoraron por el método del Fenol-sulfúrico de Dubois y
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col. (280) basado en la Formación de derivados del furano en me­

dio ácido. Este método se usó para identificar aquellos picos de

las columnas de DEAEcelulosa que contenían glicolípidos. Para

ello alícuotas de aproximadamente lÜ % del volúmen total de cada

una de las Fracciones Fueron llevadas a seco bajo presión de N2,
procediéndose según dicho método. La valoración del color se efec­

tu6 en un espectrofotómetro Coleman ZDÜÜ,a A90 nm.

U. 2. Cromatografía en capa Fina

Para Fines preparativos se confeccionaron placas de croma­

tografía de Ü,3-Ü,5 mm. de espesor, usando Silicagel G tipo GD

sobre base de vidrio.

Para fines analíticos se usaron placas de Silicagel G de base

de vidrio, comerciales, sin indicador Fluorescente, de 0,25 mm.

de espesor.

U. 2. l. Preparación de placas de sílice

Se utilizó el método de Hates (275). Las placas de vidrio

se lavaron sucesivamente con una solución de detergente, agua

corriente y agua destilada. Se secaron dejándolas escurrir y

antes de utilizarlas se desengrasaron con un algodón embehido

en cloroformo. El soporte de sílice se preparó de la siguiente

manera: en un frasco de Erlenmeyer lo bastante grande para agi­
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tar Fuertemente la mezcla se colocó agua y el polvo de sílice

en la proporción 33:67 6 hüzes (peso:volumen). Una vez agitada,

la mezcla se dejó reposar l min. y se colocó en el aplicador de

gel y se armaron las placas con un espesor de 0,3 a 0,5 mm. se­

gún se necesitara. Las placas se secaron al aire y luego de ello

se las cromatografió en metanolzácido clorhídrico concentrado,

9:1, para eliminar el hierro y otros metales pesados. Una vez

corridas, se secaron al aire hasta eliminar el HCl y antes de

usarlas se las activó por calentamiento en la estufa a llÜ-lZÜDC

de 3D a EDmin. Este lavado no se puede efectuar en las placas

comerciales.

U. 2. 2. Elución de los lípidos de las placas de sílice

Se realizó utilizando los solventes: cloroformo:metanol:

agua, 1:2:Ü,8, 6 cloroformo:metanol,2:l, para lípidos neutros.

El procedimiento fue el siguiente: las zonas con reacción po­

sitiva al Iodo se rasparon y el material se recogió en tubos

de ensayo (16 x 150 mm.) a los que se les agregó el solvente

de extracción. Se agitaron 2-3 min. en "vortex" y se los dejó

reposar toda la noche. Luego de ello se centrifugó (2000 rpm)

y el precipitado se reextrajo dos veces de la mismamanera.

Los sobrenadantes Fueron sometidos a una partición tipo Folch

y la fase inferior obtenida se secó bajo Flujo a N2 y se las
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resuspendió luego en C:M,2:l, para su posterior anÉlisís.

U. 2. 3. Salventes Eara cromatografía en caga delgada

1)

2)

3)

h)

5)

Generales para glica y Fosfulípidus

Cloroform0:metanul:agua, 65:25:h. (282) (29D)

Clorafnrmozmetanolzagua, 60:25:h.

Blnroformozmetannlzagua, 60:35:8. (283)

CloroformozmetanolzNHhÜH 2,5 M, 60:3528. (28h)
(h)Clorofurmazmetannl, 9:1.

Generales para lípidos neutrns

Eter isopropílico: éter de petróleo (30-659C), lzh. (58)

Diclorumetano. (285)

Especiales para esterilglicfisidas y cerebrósidos

Clornformnzmetanul:boratu de amonio 1%en agua, 5:h:l.

ClnrnFormo:acetonazpiridina:amoniaco 20%:agua, 20:30:60:2:2.(286)

Cluruformu:metanul:acïdo acéticozagua, 65:12:30:2.

Especial para ceramidas y esfíngusinas.

Eloroformozmetanolzagua:amoniaco #8:lh:l:l. (287)

Especial para sulfátidns

Clorufurmo:metanol:amoniaco, 66:30:5. (289)

Clorufarmozmetanal:acetnna:ácidnacético:agua,lÜ:2:h:2:l.(29Ü)
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U. 2. A. Revelado de los lípidos

---Iodo. Es especifico para enlaces insaturados. Los lípidos

saturados también se colorean pero menos intensamente. Se uti­

lizó en las cromatografias en capa delgada. Las placas se some­

tieron a vapores de Iodo en un desecador o cuba de vidrio.

---Fluorescamina.(29l) Es especifico para aminas primarias.

Normalmenteesta técnica se usa para dosar proteinas. En este

caso sirvió para el reconocimiento de las bases aminadas de

cadena larga, ya que la reacción de fluorescencia se produce

con el grupo amino. Las placas se rocian primero con solución

de buffer Fosfato 0,2 M,pH8,6 y luego con una solución de Fluo­

rescamina en acetona (30 mg/lÜÜml). Bajo la lámpara de luz ul­

travioleta, las esfingosinas y/o sus derivados se ven de color

verde manzana.

---Resorcinol-HCl. Sirve para teñir ganglidsidos que dan color

azul violáceo (276). A BÜ'ml. de ácido clorhídrico que contie­

ne Ü,5 ml. de CuSÜb 0,1 M (2,5 g de CuSÜA:5 HZÜ en lÜÜ ml de

agua) se le agregan, h hs. antes de usar, lÜ ml de una solución

de resorcinol al 2 %, esta mezcla se lleva a lÜÜ ml con agua.

Se rocia la o las placas de silicagel con esta solución y des­

pués se la cubre con otra placa de vidrio y se la calienta a

12008.
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-—-Ninhidrina. Este método se utilizó también para detectar es­

fingosinas o sus derivados por reacción de coloración con los

grupos amino de estas bases. Se preparó una solución de ninhi­

drina 0,2 %en acetonazpiridina, 9:1, con la que se rociaron

las placas. Estas fueron luego calentadas a llÜQCpor 5-10 min.

(lhb).

---Ürcinol Por acción del acido sulfúrico caliente, las hexosas

se deshidratan produciendo cá -hidroximetil furfural (inestable)

que se condensa con el 3,5 dihidroxitolueno (orcinol) dando un

compuestocoloreado. Se utilizó esta técnica para diferenciar

los glicolipidos de otros lípidos en las cromatografias en capa

delgada. Las placas Fueron rociadas con una solución de 200 mg.

de orcinol disueltos en una mezcla de ácido sulfúrico concentra­

do:agua, 3:1, que se guardó en frasco oscuro hasta seis meses

sin perder efectividad. Luegode rociadas, las placas se calen­

taron en estufa a QD-IÜÜQCpor no menos de 15 min. La coloración

varió de lila a violeta según el glicolipidoJ (293).

---Acido sulfúrico 50%.Esta técnica, desarrollada por Heftmann

y col. (29A), sirvió para detectar la presencia de materia orgá­

nica, utilizándosela en el caso de esteroles extraídos de los

esterilglicósidos o aún de los mismosesterilglicósidos intactos.

Las placas de silicagel donde fueron cromatografiados los este­

roles fueron rociadas con ácido sulfúrico al 50 %y colocadas

inmediatamente después sobre una plancha caliente a 78-BÜQC.
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A partir de ese momento y con ayuda de un cronómetro se determi­

nó el tiempo en que tardan las manchas en aparecer, el color que

presentan al aparecer, el color al cabo de lÜ min. de calenta­

miento y finalmente se las observa a 365 nmal ultravioleta y se

determina la Fluorescencia que presentan.

V. 2. 5. AUTÜRADIÜGRAFIA

Para llevarlas a cabo se utilizaron placas radiograFicas

X-ÜMATR y S de Hodak que se cortaron en la oscuridad del tama­

ño de las placas de silicagel (20 x 20 cm) y se sujetaron a

éstas con cinta durex. El conjunto asi armado se colocó en un

chasis para radiografías y se dejó durante el tiempo deseado

también en la oscuridad.

Revelado:

Las láminas radiográfícas se separaron de las placas de

sílica y se colocaron durante aproximadamente l 6 2 min. en el

líquido revelador, RomekUniversal, dilución 1:2. Una vez cum­

plido el plazo, las placas se pasaron por una solución de áci­

do acético 2 % durante 25 seg. y luego se Fijaban en el liqui­

do apropiado, (Romfix, de Romek), durante unos 9 min. aproxima­

damente. Finalmente las placas se lavaron con agua destilada

antes de dejarlas secar al aire. Es importante destacar que el

tiempo del revelado depende del intervalo que toma la aparición
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de las manchasradiactivas sobre el fondo gris de la placa.

U. 3. Cromatografía en papel

Se la utilizó para identificar monosacáridos, Fué de tipo

descendente y se utilizó papel Uhatman nQ l.

U. 3. l. Solvente: Butano1:piridina:agua, 6:h:3. (295).

V. 3. 2. Revelado de los monosacáridos

Se utilizó el reactivo de nitrato de plata alcalina (296)

y sus modificaciones (297). El grupo aldehído de los monosacá­

rídos reduce a la plata y ésta precipita en medio alcalino. La

técnica consiste en pasar la tira de papel a revelar por una cu­

beta que contiene la solución de nitrato de plata l %en aceto­

na, una sola vez. La tira se deja secar al aire y luego se vuel­

ve a pasar por una cubeta que contiene NaÜH0,5 N en etanol.

Las manchas aparecen marrones sobre el Fondo castaño del papel.

Sumergiendola tira en una solución de tiosulfato de sodio al

5 % las manchas se Fijan y el fondo se aclara totalmente.

U. b. Cromatografía gaseosa. Espectrometria de masa.

Se utilizó para identificar los componentesazúcar, ácidos

grasos y esfingosinas o sus derivados de los glícoesfingolipidos

aislados de Neurospora crassa.
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La identificación de los azúcares se realizó en el Institu­

to, pero los metilésteres de ácidos grasos y las esfingosinas

fueron analizados en el Departamento de Química Orgánica de la

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA,gracias a

la gentileza del Dr. Eduardo G. Gros y su equipo de colaborado­

TES.

Para llevar a cabo estos analisis se usaron los productos

de las hidrólisis ácidas o de las metanólisis descriptas en el

item de Degradación Quimica.

V. A. l. Análisis del comEonente azúcar.

La fracción acuosa obtenida a partir de 1a metanólisis

del glicoesfingolípido fue liofilizada y analizada por croma­

tograFía gaseosa. Se eligió la metanólisis en lugar de la hi­

drólisis ácida dado que la formación de metil-glicósidos en el

C-l hace a los azúcares más estables.

Los reactivos fueron preparados de la siguiente manera:

l-Metanol anhidro: el metanol comercial se destiló a reflujo

con iodo y magnesio metálico y Fue guardado en botellas con

tapón de vidrio (292).

2-HC1(gas) metanólico: el gas clorhídrico se generó por go­

tas de ácido clorhídrico sobre ácido sulfúrico cOncentrado.
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El gas se circuló a través de una trampa de BaCl2 anhidro y se
recogió directamente en metanol anhidro. En el momentode usar­

lo se diluyó a 0,75 N. (292).

3-Metanólisis: comoFue descripta.

h-Derivatización de los metil-glicósidos.

El material liofilizado fué disuelto en 0,05 ml de piridi­

na anhidra con suave agitación y se lo sililó según la técnica

de Clampy col. (292) agregándole 5 pl.de la mezcla sililante

(piridina:Hexametildisilazano: trimetilclorosilano, 3:5:2)

y se agitó Fuertemente.

5-Aparato utilizado y condiciones de la cromatografía.

Los azúcares así derivatizados fueron analizados en un sis­

tema de doble columna de vidrio, de 1,80 m. x 2 mm. de diámetro

interno, una de ellas de referencia, empaquetadas con 3 % de si­

licona SE 3D montadas sobre un soporte de Anakron ABS (BD-9D mesh)

con N (3D ml/min.) como gas portador. Se utilizó un aparato2!

Packard modelo 7hÜÜEquipado con un detector de ionización de

llama,FID. La temperatura de la columna Fué programada a hD/min.

de lhD a 25008. La temperatura del inyector y del detector Fué

de 26090.

U. h. 2. Análisis del componente ácido graso

Los ésteres metílicos de los ácidos grasos se aislaron de
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la Fracción hexano obtenida luego de la metanólisis o hidrólisis.

Los ácidos grasos fueron disueltos en éter etílico y tratados con

una solución etérea de diazometano (277) hasta que el color ama­

rillo se estabilizó en la solución. Luegode l h. a temperatura

ambiente, se eliminó el diazometano residual con corriente de

N2 y el residuo se redisolvió en éter isopropílico para su aná­
lisis posterior.

Aparatos utilizados y condiciones de la cromatografía.

a-La cromatografía gaseosa se llevó a cabo en un cromatógrafo

Hewlett-Packard modelo 5830 con detector de ionización de llama.

Las columnas usadas Fueron de vidrio de 1,80 m x 2 mmde diáme­

tro ínterno rellenas con DES(dietilenglicol succinato) al 15 %

sobre un soporte de Chromosorb u-Aw-DMCS(60-80 mesh). Las condi­

ciones de la cromatografía fueron: temperatura del inyector:

25000, temperatura del detector: 25000. El programa fue Fijado a

IÜDC/min. desde 7000 hasta 00000. El gas portador fue N2 a 20
ml/min.

b-La cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masa se

realizó en un sistema.de cromatógrafo gaseoso Varian modelo lbhÜ

y espectrómetro de masa Varian-Mat modelo 0H-7A, comandado por

una computadora Varian-Mat Data System 166.
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La cromatografía se hizo en columnas de vidrio de 2 m x 2 mm

de diámetro interno rellenas con DGSal 15% sobre Chromosorb

w-Am-DMCS.La temperatura del inyector fue 26008. La programa­

ción Fue a lÜDC/min. desde 70°C hasta 20008. El gas portador

Fue Helio a 20 ml/min, utilizándose un separador de Helio mode­

lo Watson-Biemann de dos etapas a ZÜÜQC.

La fuente iónica del espectrómetro de masa operó a ZÜDDC

con un potencial de 7G eVy l mAde emisión, mientras que la tem­

peratura del detector de corriente iónica Fue de ZDÜDCcon un

potencial de 19 eU y 0,2 mAde emisión. El barrido fué de AUa

9DGunidades de masa y la velocidad del mismo fue de 19 espec­

tros por minuto.

U. h. 3. Análisis del componente esfingosina

Los productos de la hidrólisis ácida que se extrajeron con

cloroformo Fueron secados bajo presión de N2 y se transfirieron
a viales de sililación, resuspendiéndolos en’5 ul de piridina

anhidra. La extracción se repitió dos o tres veces para lavar

bien las paredes del tubo original y se secó con N2.

Las muestras de Neurospora junto con muestras patrones de

esfingosina , dihidroesfingosina y Fitoesfingosina Fueron sili­

ladas por tres métodosdiferentes.
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1) Las muestras resuspendidas en 5 pl de piridina anhidra fueron

sililadas con una mezcla de hexametildisilazano:trimetílclorosím

lano, 2:1 y se las calentó durante 30 min. a 10008.. Mediante

este procedimiento sólo se sílílan los grupos UH-de las esfingo­

sinas. (292). Por otro lado se usaron dos métodos alternativos

con objeto de sílilar también los grupos amino de las esFingosi­

nas.

2) Las muestras resuspendidas en 5 pl de piridina anhidra fue­

ron sililadas con una mezclade N,Ü-bis (trimetil-sílil-trifluor­

acetamida y trimetilclorosilano) en proporción 10:1 y se dejaron 2h

hs. a temperatura ambiente. Este procedimiento se usa comunmente

para esteroides y es una modificación de otros métodos (299), (300).

(301), (302), (303).

3) Se usó una mezcla de N.Ü-Bis (trimetilsilil-trifluor-acetamida)

con piridina en proporción 2:1 y se dejaron las muestras lÜ min.

a temperatura ambiente (144).

Aparato utilizado y condiciones de la cromatografía gaseosa-espec­
trometria de masa.

El aparato utilizado Fué el mismocon el que se analizaron

los ácidos grasos.

La cromatografía se efectuó en columnas de vidrio de 1,80 m
x 2 mm. de diámetro interno rellenas con DU-lÜl al 2 % sobre



Chromosoro-w-Au-DMCS (SU-BD mesh). La programacion Fué a lÜOC/min.

desde 90 a 28000. El gas portador Fue Helio a 12 ml/min. El se­

parador de Helio fue un modelo Matson-Biemann de dos etapas a

26098.

La fuente iónica del espectrómetro de masa operó a ZÜÜQCcon

un potencial de 7D eU y 1a emisión Fue de l mA., mientras que la

temperatura del detector de corriente iónica fué de 20008 con un

potencial de 22eU y una emisión de BÜÜpA.El barrido de cada es­

pectro fue de AUa BÜÜunidades de masa y la velocidad de barri­

do fue de 18 espectros por minuto.

Programa "Search"

Los espectros de masa de las señales de los cromatogramas

de las muestras incógnita fueron normalizados y codificados por

computadora. Esos espectros codificados (Programa ENCÜD) Fue­

ron comparados por la computadora (Programa Search) contra los

espectros de patrones grabados en memoria_magnética. (disco

y/o cinta).

UI. REACTIUÜS

Los materiales empleados en los experimentos de esta te­

sis se obtuvieron de los siguientes lugares: El“ Glucosa y
5

NaS3 Ü“ de NewEngland Nuclear. Los solventes tales como cloro­
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formo, acetona y metanol, todos reactivos proanálisis fueron

comprados en Sintorgan o Merck. El ácido silicico era Unisil

(lDÜ-ZÜÜmesh), ha sido obtenido de Clarkson Chemical Co. La si­

licagel G Tipo SD según Stahl y las placas comerciales sobre ba­

se de vidrio sin indicador fluorescente, fueron de Merck

(5721/0025) o de Eastman Kodak. Las placas radiográficas fue­

ron Kodak (X-ÜMATR y S). Los patrones de glicolípioos tales

comohematbsioos GM3,glucocerebrósioos, esterilglucósidos, sul­
fátioos, esfingosina, dihidroesfingosina y fitoesfingosina se

compraron en Supelco. Los reactivos de sililación tales como

hexametil disilazano, trimetilclorosilano, N,Ü-bis (trimetil­
silil-trifluor acetamida) Fueronde Pierce.

Los gangliósidos de cerebro de embrión de pollo, los sul­

fogalactoglicerolípídos oe testículo de rata y sulfátidos de

cerebro de rata fueron preparados en nuestro laboratorio si­

guiendo el mismométodo de.extracci6n y purificación que se

usó para NeurosEora crassa.
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RESULTADOS Y DISCUSION

I. Curva de crecimiento

En la figura 21 se muestran los resultados de la curva de

crecimiento de la cepa salvaje (UT) de Neurospora crassa obte­

nida a partir de las condiciones del cultivo establecidas en

Materiales y Métodos. Se pueden observar las etapas clásicas

del crecimiento de los microorganismos a saber: l) una fase

"lag" de Ü a 12 hs.; 2) una fase logaritmica o "exponencial",

12 a ABhs. y 3) la fase estacionaria, ha a 60 hs. (317).

Se resolvió fijar el periodo de crecimiento del hongo en

b} hs, considerando que, de este modo, al final de la fase ex­

ponencial, el rendimiento en material lipidico será máximo.

II. Distribución de los lípidos en las distintas fracciones del

extracto lipidico.

La extracción del micelio de N. crassa siguiendo el proce­

dimiento de Folch con cloroformo: metanol, 2:1 y posterior par­

tición con una solucion salina da lugar a dos fases, una superior

que contiene los compuestos hidrosolubles: (monoy disacáridos,

sales y nucleótidos asi comolípidos altamente polares) y otra
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Figura 21: Curva de crecimiento de la cepa salvaje (MT) de
Neurcsgora crassa en función del tiempo de cultivo.
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Fase la inferior u orgánica, (FI) donde se encuentra la mayor

parte de los lípidos. Estos lípidos se puedenclasificar en ge­

neral en neutros, glicolípidos y fosfolipidos.

II. l. Fase superior

Las fracciones correspondientes a la fase superior de dis­

tintos extractos lipidicos de N. crassa fueron dializadas exhaus­

tivamente contra agua destilada o Filtradas por una columna de

Sephadex G 25 equilibrada en cloroformozmetanolzagua, 60:3Ü:h,5,

para eliminar todos los compuestos hidrosolubles pequeños tales

comosales, péptidos, azúcares, nucleótidos, aminoácidos, etc.

Las Fracciones no dializables o el extracto retenido en la colum­

na de Sephadex que Fue eluído con cloroformozmetanol:agua,

60:3D:h,5, se resuspendieron en cloroformo:metanol, 1:1 y se cro­

matografíaron en placas de silicagel G preparadas en el laborato­

rio. Los solventes elegidos fueron cloroformozmetanolzagua,

60:35za, y cloroformozmetanolzagua 60:35:8'NHAÜH 10%). Se usó

la coloración de orcinol:sulfúrico, especifica para azúcares y

de resorcinolzclorhidrico que es específica para gangliósidos.

Todos los resultados Fueron negativos en cuanto a la existencia

de gangliósidos, dado que se observaron manchas que reacciona­

ron con el reactivo de orcinol pero no con el de resorcinol.

(Fig. 22).
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Figura 2a: Cromatografía en capa Fina de la Fase superior
(FS) del extracto lipídioo de Neurosgora crassa.
Patrones: GB=gaogliósidos totales de cerebro y
GM3= hematósido. Solvente: cloroformozmetanol:
agua (NHAÜHlÜ%),60:35:B. Coloracíón:resorcinol
-clorhíorico (manchasoscuras) y orcinol-sulfúrico.
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Esto no llama la atención dado que los gangliósidos se en­

cuentran exclusivamente en tejidos animales, en particular en

organismos pertenecientes al PhylumChordata (30h). Entre los

Invertebrados sólo se ha detectado su presencia en las gametas

de equinodermos (305).

II. 2. Fase inferior

II. 2. l. Cromatografía en ácido silicico

La fase inferior de la extracción de Folch se fraccionó en

columna de ácido silicioo de acuerdo a la metodología descripta.

La fíg. 23 muestra el resultado de la cromatografía en capa

fina de las distintas fracciones obtenidas de la columna.

En la fracción clorofórmica pudieron reconocerse por coin­

cidencia de movilidades con los patrones utilizados, la existen­

cia de los siguientes lípidos: escualeno, geranil-geraniol,

carotenoides, ácidos grasos libres y esteroles libres. Estos re­

sultados coinciden con los ya publicados por Hates y col. (266).

En la fracción metanólica aparecen manchas que se tiñen

con anisaldehido o con 12, pero no con orcinol y cuyo RF coinci­
de con el de los patrones de fosfatidiloolína, fosfatidílserína,

fosfatidiletanolamina y fosfatídilinositol. Estos resultados tam­
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Figura 23: Cromatografía en capa fina de las Fracciones eluídas oe la
columna de ácido silicico. Se usaron placas Merck ND5721.
Los solventes utilizados Fueron: A) éter isopropilico:
éter de petróleo, l:h, para los lípidos neutros (Fracción
clorofórmica). B)Cloroformo:metanol:agua, 65:25zh, para
las Fracciones acetónica y metanólica. Coloración: iodo y
orcinol-sulfúrico. Las manchasoscuras corresponden a reag
ciones positivas con este último colorante. Patrones utiil
zados: esc=escua1eno;fit=Fitostero1;Ber=geraniol;Col=coleg
terol;Gal Cer=galactosilceramida bovina; GgÜCer=trihesoxi­
ceramida;GgÜsehEer=tetrahexosiceramída;GgÜseSCer=pentahexo—
siceramida;FE=FosFatidil etanolamina; Fc: Fosfatidil colina;
FI=fosfatioil inositol; FS-Fosfatídíl serina.
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bién coinciden con los publicados por Hates (266) y Lester (306).

Por otra parte, en la fracción acetónica se pudo observar

la existencia de sustancias con reacción positiva al orcinol, lo

que indicó la presencia de glicolipidos en dicha Fracción. En

general las manchas aparecían contaminadas por sustancias que re­

velaban con iodo pero no con orcinol y cuyas movilidades coinci­

dian con los patrones de Fosfolípidos. Por esta razón, en lo su­

cesivo, la Fase inferior de la extracción de Folch se saponificó

y además se agregaron solventes de elución intermedios como la

mezcla de cloroformo:acetona ,1:l y acetonazmetanol ,l:l , para

obtener una mejor resolución de las distintas fracciones obteni­

das de las columnas de ácido silicico. De tal forma, como se ob­

serva en la fig. 2h, la cromatografía en capa Fina de las Fraccio­

nes de la columna de ácido silicico, indica que en la fracción

cloroformo:acetona,l:l;acetona y acetona:metanol,l:l; aparecen

sustancias con reacción positiva al orcinol que coinciden perfec­

tamente con la tinción de iodo, mientras que en la Fracción meta­

nólica prácticamente no se detectan fosfolípidos.

Con el solvente cloroformo:acetona ,l:l eluye el 90%de

estos glicolipidos insaponificables que presentan una movilidad

semejante a la de los cerebrósidos patrones, mientras que en

acetona y acetona:metanol,_l:l aparece el 10%restante de estos

glicolipidos que parecen ser más polares que los anteriores ya
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Figura 2h: Cromatografía en capa fina de la fase inferior de la ex­
tracción de Folch saponíficada y eluída en columna de
ácido silícíco. Fracciones: C:A,cloroformo:acetona, 1:1;
A: acetona; A:M,acetona:metano1,l:l; y M,metanol. Solven­
te:cloroformo:metanol:agua, 65:252h. Coloración:iooo y
orcinol-sulfúrico (manchasoscuras). Patrones: S=sulfáti­
dos; GlcCer=glucosilceramida; las restantes referencias
están detalladas en la figura 23.
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Figura 2h:(fctc) l,2=galactcsilceramida patrón; 3=cerebrósidc bovina;
h=fracción clcrcfcrmc:acetcna,l:l; 5: Fracción acetcna;
6,7,8=fracción acetcnazmetancl,l:l; 9=sulfcgalactcglí—
cerclípidc de testículo de rata; lÜ=Faseinferior sin
sapcníficar; ll=fcsfatídil colina; 12=trihexcsíceramída;
13=dihescxiceramida; lh=esterilglucósidc y sulfétidc
patrones.
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que permanecen más cerca del orígen en el cromatograma y sus mo­

vilidades se aproximan más a las de las ceramidas con más de un

grupo azúcar.

II. 2. 2. Cromatografía en DEAEcelulosa

Comométodo alternativo de fraccionamiento de la referida

fase inferior de la extracción de Folch se utilizó una cromato­

grafía en columna de DEAEcelulosa, forma acetato. (ver métodos).

En la fig. 25 puede verse la cromatografía en capa fina de los

productos obtenidos de las distintas fracciones de dichas colum­

nas y también comodesaparecen con la saponificación aquellas

sustancias, fosfolípidos, que daban reacción positiva con iodo

pero no con orcinol.

Los glicolípidos no saponificables de la fase inferior (FI)

se resolvieron en la columna de DEAEen dos grupos, el primero

conteniendo el 90%de los glicolípidos eluyó con una mezcla de

cloroformo:metanol, 9:1 , mientras que el lÜ%restante eluyó

con una mezcla de cloroformo:metanol, 7:3

Comparandolos resultados se puede ver que los productos

de elución en cloroformozacetona de la columna de ácido silíci­

co fueron aparentemente los mismos que los que eluyeron con

cloroformozmetanol, 9:1 de 1a columna de DEAE. Del mismo modo

todos aquellos glicolípidos que eluyeron con acetona o acetona:
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Figura 25: Cromatografía en capa Fina de la Fase inferior de la ex­

Foto:

tracción de Folch saponifioada y cromatografiada en una
columna oe DEAEcelulosa. Solvente:oloroformozmetanol:agua,
65:25:h. Coloraoiónziooo y oroínol-sulfúríco (manchasos­
curas). FI=fase inferior total; FIS: fase inferior sapooi­
Fioada; o: fracción olorofórmica; c:m,9:l= fracción Cloro­
Formo:metanol, 9:1; c:m,7:3= fracción cloroformo:metanol,
7:3; Col=oolesterol. LacCer=laotosilceramida. Las restan­
tes referencias estan detalladas en las figuras anteriores.
1=Fase infarior total; 2=Fase inferior saponifioaoa; 3=frag
ción cloroformo:metanol, 9:1; h=oereorósido patrón; 5=Frac—
ción oloroformo:metanol, 7:3;6: tetra y pentahexosiceramidas
patrones; 7= fosfatidil colina.
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metanol del ácido silicico son equivalentes o similares a los

que eluyeron con la Fracción 7:3 de la columna de DEAE.

Sobre la base de estos resultados puede inferirse que en

el micelio de Neurosgora crassa existen compuestos con carac­

terísticas similares a los cerebrósidos y a glicoesfingolípi­

dos de longitud de cadena hidrocarbonada creciente. Estos com­

puestos presentan una reacción positiva con el orcinol, no se

destruyen por saponificacíón y su movilidad cromatográfica es

similar a la de glicoesfingolípídos patrones provenientes de
células de mamíferos.

III. Purificación de las Fracciones gue contienen glicolígidos

La separación y purificación de los distintos glícoesfin­

golípidos del mícelio de Neurospora existentes en las fraccio­

nes obtenidas de las columnas de acido sílícico y DEAEcelulo­

sa se realizó por recromatografía en columnas de ácido silici­

co o en placas preparativas de silicagel.

III. l. Cromatografía en ácido silicíco

Los glicolípidos fueron purificados en columnas de ácido

sílícico eluidas con gradientes lineales de metanol en cloro­

Formo. De tal modo, los glicoesfingolípidos que habían eluído
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Figura 26: Perfil de elución de los glícolípidos mayoritarios de

Neurusgura crassa. La columna de ácida silicicu Fue eluída con un

gradiente lineal de metanul en clornfurmo Ü-—15 %. U01.tntal=AÜÜ ml.

Fracciones=3 ml. cada una. Fracción eluída= clurofnrmo:acetona,l:l,

6 clurofnrmu:metanol,9:l.



de las columnas de ácido silicíco y de DEAEcelulosa con las

mezclas de cloroformozacetona, 1:1 y de cloroformozmetanol’ 9:1

respectivamente, fueron recromatografiadas en una columna de

ácido sílícico, eluIda con un gradiente continuo entre D y 15%

de metanol en cloroformo. El perfil de elución se puede ver en

la fig. 26. Se obtuvieron dos picos que se detectaron por el mé­

todo del fenol-sulfúrico. El pico A eluyó con 6%de metanol y el

pico B con 9-lÜ% de metanol.

Por otro lado en la fig. 27 se observa el perfil de elución,

en una recromatografia en ácido silicíco de las fracciones ace­

tona y acetona:metanol, 1:1, o cloroformo:metanol, 7:3; (ácido

silicico o DEAEcelulosa, respectivamente). En este caso el gra­

diente elegido fue entre Ü y 60% de metanol en cloroformo, como

puede apreciarse aparecen entre 3 y 5 picos que eluyen con alre­

dedor de 25,35 y 50%de metanol y dan reacción positiva con el

métododel fenol-sulfúrico.

III. 2. Cromatografíapreparativa en capa fina

Las placas de silicagel G fueron preparadas en el labora­

torio con un espesor de 0,5 mm.. Se efectuaron varios desarrollos

sucesivos cun el solvente cloroformo:metanol:agua, 65:25zh. La

placa una vez dasarrollada se cubrió con otra placa de vidrio de

forma tal que la mayor parte de lo sembrado quedó cubierto
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excepto en los bordes que al ser coloreados con iodo o con orci­

nol permitió ubicar las distintas bandas de glicolípidos. Los lí­

pidos se extrajeron de la sílica del modoya descripto en mate­

riales y métodos.

La Figura 28 muestra las cromatografías en capa fina de los

productos obtenidos con este método de purificación. Los produc»

tos dan reacción positiva con el orcinol y sus movilidades coin­

ciden con la de los patrones.

IV. Cerebrósídos

De todo lo visto hasta el momentopuede decirse que los com­

ponentes mayoresentre los glicoleidos no saponificables de

Neurosgoracrassa son sustancias con características cromatogra­
Ficas similares a los cerebrósidos o monohexosiceramidas.

A continuación se presentan los resultados que confirman la

existencia de estos compuestos en el hongo y también un análisis

de la estructura de los mismos.

IV. l. Cromatografía en capa fina en distintos solventes

La primera evidencia de que estos glicolípidos podían ser

cerebrósidos la dió e1 hecho de que en las cromatografias en ca­

pa fina corridas en distintos solventes, siempre cocromatografia­
han con la glucosilceramida patrón.



Figura 28: Foto:
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Cromatografía preparativa de la Fracción oloroformo:
acetona, 1:1, de la columna de acido silicioo.
lzestarilgluoósido patrón; 2=oarabrósido bovino;
3=fraooión oloroformo:acatona, 1:1. A y B: cerebro­
síoos de N.orassa.



La tabla 7 resume los RF de los cerebrósidos de Neurospora

crassa y los de la glucosilceramida patrón, corridos en placas

silicagel 0 de Merckcon distintas mezclas de solventes.

TABLA 7

Movilidad cromatográfica de cerebrósidos en distintos solventes

SÜLUENTE Glc-Cer Gal-Ber cerebrósidos
patrón bovina Neurospora crassa

cloroformo:metanol:agua 0,58 0,b7 0,58
65 ' 25 : h 0,60 0,53 0,60

cloroformo:metanol 0,11 0,15 0,11
- 10 0,30 0,23 0,30

cloroformo:metanol:aguazamoniaco
1:1 0,2h 0,25 0,2h

0,30 0,27 0,30

Comopuede observarse, siempre se identificaron dos compo­

nentes con caracteristicas de monohexosiceramidas que en todos

los solventes usados difieren ligeramente en su movilidad cro­

matográfica. Esto, que ocurre normalmente aún con otros cerebro­

sidos descriptos en la literatura (307) (lll) parece deberse a

diferencias en la composición de ácidos grasos. La presencia de

hidroxiácidos grasos en el grupo ceramida tiende a modificar la

polaridad del mismoen los distintos solventes cromatográficos.
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Comose verá más adelante el análisis de la composición de áci­

dos grascs de los dos cerebrósidos A y B corroboró esta hipótesis.

IV. 2. Hidrólisis alcalina

La estabilidad de la unión glicosidica entre la esfingosina

y el monosacárido se corroboró sometiendo e los cerebrósidos a

hidrólisis alcalina, según las condiciones descriptas en materia­

les y métodos y cromatografiando los productos de la hidrólisis

en capa fina. Los resultados pueden verse en la fig. 29. Comoera

de esperar no se observó ninguna modificación del compuesto pos­

teriormente a la hidrólisis. En cambiocuando la hidrólisis se

realizó durante 72 hs. a BÜDC, los cerebrósidos se deacilaron

dando un compuesto del tipo esfingosina-glucosa con movilidad de

0,36. (Tabla 17), en el solvente utilizado.

IU. 3. Metanólisis e hidrólisis ácidas

Los productos obtenidos de las metanólisis y/o hidrólisis

ácidas de los cerebrósidos fueron analizados separadamente uti­

lizando distintas metodologías.

IV. 3. l. Caracterización de la fracción glicosidica de los

cerebrósidos A y B.
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Figura 29: Cromatografía en capa Fina de los cershrósidos de Neurosgora
crassa sometidos a hidrólisis alcalina. B y ÜH‘corresponden
a muestras controles e hidrolizaoas respectivamente.

Foto: l=cerebrósido patrón sin hidrolizsr; 2=ioem. hidrolizado con
HDHl N; 3=cerebrósido de Neurosgors crassa control; h=idem.
hidrolizsdo en las mismas condiciones que el patrón.
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La Fracción acuosa obtenida a partir de ia metanólisis y/o

hidrólisis ácida de los cerebrósidos fue extraída con piridina

para eliminar las sales Formadascomosubproductos de la hidróli­

sis y los azúcares así purificados se identificaron por dos mé­
todos distintos.

IU. 3. 1. l. Identificación del monosacárido por cromatografía

en papel.

La cromatografía descendente en papel uhatman N0 l usando

comosolvente butanolzpiridinazagua, 6:h:3 y revelada con nitra­

to de plata mostró como único componente azúcar en ambos cerebró­

sidos a la glucosa.(Fig. 30).

IU. 3. l. 2. Identificgpión de los azúcares por cromatografía

gaseosa

En la fig. 31 se observa el perfil de elución de la croma­

tografía gaseosa del trimetilsilil derivado del metilglicósido

del cerebrósido A y del B. Comopuede apreciarse aparecieron dos

picos que corresponden a °< y C> metilglucósidos cuyo tiempo de

retención es similar al de los patrones utilizados.

Es importante destacar que si bien la galactosa es el com­

ponente azücar más habitual de los cerebrósidos de cerebro y te­
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Figura 3D: Cromatografía an papal de los monosacáridos que
componen los cerebrósídns A y B de N.crassa.
Gal=galactnsa;G1c=glucosa;Man=manosa;Malt=maltusa;
Xil=xilosa. Solvente:butanol:piridina:agua,6:h:3.
Coloraciónznitrato de plata.Papal:Mhatman NQl.



-l36­

l
200 220

l 1

160 180
l

M0

°C

Figura 31: Perfil de la cromatografía gaseosa de
los munosacáridos componentes de los
cerebrósidos A y B de Neurosgora crassa.
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jido nervioso en general (316), asi comode eritrocitos (115),

leucocitos (308), bazo (309) y de espermatozoides del molusco

Hyriogsis schlegelli (310), las glucosilceramidas son también

componentes comunesde los tejidos animales tales camo linfo­

citos (13h), plasma (115), suero (133), 1a estrella de mar

Asterias rubens (311), pulmones en el cerdo (312), .eche (313)

y de vegetales tales comoPhaseolus vulgaris (31h) y de la ha­

rina de trigo (315).

En aquellos hongos en los cuales se ha estudiado la com­

posición de los cerebrósidos (Tabla 6), la glucosa es también

el componente azúcar más frecuente en los cerebrósídos de

Fusarium lini (2h3), Aspergillus oryzae (271), y Fusicoccum

amigdali (191) entre los Imperfectos, de Hansenula ciferrí (252)

entre los Ascomycetesy de todos los Basidiomycetes investiga­

dos hasta el momento(307), (250), (253). También posee glucosa

el cerebrósido I de Phycomycesolakeesleanus mientras que el II

tiene cantidades equivalentes de glucosa y galactosa (2h3). Por

el contrario Aspergillus niger, (251) Saccharomycescerevisiae

y Candida utilis (2h9), (136) son los únicos hongos que poseen

galactosa comocomponente azúcar en su cerebrósido.

IU. 3. 2. Caracterización de 1a Fracción lipidica gg los cere­

brósídos A y B.
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IU. 3. 2. 1. Identificación de los ácidos grasos por cromatogra­

fía gaseosa y esgectrometría de masa.

El material extraído con hexano, obtenido luego de la meta­

nólisis de los cerebrósioos A y B que contenía los ésteres metí­

licos de los ácidos grasos fue sometido a análisis por cromato­

grafía gaseosa y espectrometria de masa. En la fig. 32 A y B se

observan varios picos que corresponden a los ésteres metílicos

de los ácidos palmítico, esteárico y oleico del cerebrósido A y

de los ácidos hidroxiesteárico e hidroxioleico, así comoácido

palmítico, esteárico y oleico en cantidades menores del cerebro­

sido B. La identificación se realizó comparandolos tiempos de

retención de los ésteres metilícos de dichos ácidos con patrones

cromatografiados en condiciones similares.

La tabla 8 muestra la proporción en que se encuentran estos

ácidos en el cromatograma gaseoso.

Tabla 8

Composición de ácidos grasos de los cerebrósioos A y B de N.crassa
on C'Acido ' Nomenclatura %

doble enlace IUPAC A B

Palmítico 16:0 hexadecanoico 35 23

esteéríco 18:0 octadecanoico hl ll
oleíco 18:1 ?-octaoecenoico 2h 6.h

hidroxiesteárico
h 18:0 2-hidroxioctade­

canoico “3

“larÜX1°131°° h 18:1 2-hidroxioctade­
cenoico 15
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Figura 32: Registro potenciumétríco del cromatograma
de los ésteres metílicus de los ácidos gp;
sos que componen los cerebrósidos A y B de
NeurosEoracrassa. A) ésteres metílicos de
ácidos grasos delcerebrósído A. B) idem
para el cerebrósido B.
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Espectrometria de masa

En la Figura 33 se observan los espectros de masa (EM) de

los ácidos grasos del cerebrósido A. Estos espectros que corres­

pondena los ésteres metílicos de los ácidos palmitico, esteári­

co y oleico aparecen indicados como EM166, EM197 y EM ZÜÜres­

pectivamente en el cromatograma de la Figura 32 A. Los resulta­

dos obtenidos se encuentran además sintetizados en la Tabla 9.

Los espectros mostraron iones moleculares a m/e 270, m/e 298 y

m/e 296 y una alta abundancia del ion m/e 7h. Esto indica la

existencia de un reordenamiento de los Fragmentos donde el Hïf

migra a una doble ligadura seguido por una ruptura eng} . (318).

(Figura 3h,a).
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Otros iones característicos que aparecen son m/e 239,

m/e 267 y m/e 265 que corresponden a la pérdida del grupo metoxí,

es decir (M-3l) (Fig. 3A,b).

cugo-E-(cnz)nCH3 —. 0= C(CH2)nCH3

M "-31

Figura'Bhlb

Los iones m/e 269 (M-29) en el ácido esteárioo y m/e 227

y m/e 255 (M-h3) en los ácidos palmítico y esteárico respectiva­

mente se originan por un reordenamiento de la caUEnamás la trans­

ferenoía de un H hacia el Fragmento que retiene 1a carga seguido

de la pérdida de un radical propílioo. En el M-ABla ruptura ae

hace entre Ch y CS y en M-29, la ruptura se hace entre 83 y E“

(319). (Figura 3h,c).
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Otra característica de los espectrcs de las ésteres meti­

liccs de los ácidos grasos es la aparición de los icnes de la

serie EHBÜCEKCHZ)"nque se encuentran a m/e (59 + lb n). El ion

más abundante de la serie es el m/e B7 aunque también aparecen

el m/e la} y m/e 199. En estos últimas hay expulsión de porcio­

nes íntermedias de la cadena más un H. (320). (Fig. 3h,d).
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pH + 0+

CH3UCaiii-CH? 4-) CH30C-CH-CH2
m/e 87

Figura 3h¡d

En el espectro EM2ÜÜque corresponde al éster metílico

del ácido oleico se observa la presencia de los iones m/e 222

(M-7h) y m/e lBÜ (M-llE) que corresponden a la pérdida de la

fracción éster más un H que se reubica cuando se rompen las

uniones entre 82, 83 y CS, C6 respectivamente. (321), (322),
Fig. 3h,e. 9N3

C R Figura31+¡e
m1

. [:HZ

m1=265
m2=366

En el caso de ésteres monoinsaturados de cadena larga,

la ubicación y estereoquímica de la doble ligadura no se puede

determinar directamente por espectrometría de masa pues los es­

pectros de todos los monoenos de B18 con doble ligadura en po­
sición 6,8,10,13 y 17 son semejantes.(320). Unaposibilidad de

identificar la doble ligadura sería trimetilsililar los deriva­



dos oxígenados de los ácidos grasos pues los trimetilsililderi­

vados van a la doble ligadura y asi se produce la ruptura de la

molécula y la aparición de fragmentos característicos. (320).

Para ello sería preciso aislar el ácido, transformarlo en epoxi,

luego en glicol y finalmente derivatizarlo y ello está fuera de

los objetivos de la presente tesis.

Tabla 9

Espectros de masa de los ésteres metilicos\de los ácidos grasos

del cerebrósido A y su abundancia relativa.

EM166 (Palmitico) EM197 (Esteárico) EM200 (Üleico)
m/e Abundancia m/e Abundancia m/e Abundancia

% % %

A3 35 #3 35
55 30 55 B 55 AD
69 5 69 AD
7h lÜÜ 7A lÜÜ 7h lDÜ
87 60 ’87 65 87 65
lh3 lÜ lh3 lÜ

180 15
199 5

227 5 222 15
239 A

255 8
26A 28
265 15

267 h
269 2

27D 6 296 5
298 B
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Figura 35: Cromatogramapor corriente iónica total de los ésteres metílicns
de los ácidos grasos que constituyen el cerebrósidn B.
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Figura 36:.Espectrus de masa de los ésteres metilicns que componenel
cerebrósído B. A) Acido hidroxiesteárico.
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El cromatograma correspondiente a los ácidos grasos del

cerebrósido B presenta cinco picos cuyos espectros de masa fue­

ron determinados.(Figura 35). De estos picos, los denominados

EM25h, EM283 y EM288 corresponden a los ésteres metílicos

de los ácidos palmïtico, esteárico y oleico respectivamente.

Se observan iones moleculares a m/e 27D, m/e 298

y m/e 296 con abundancia de los iones m/e 7h y m/e 87. Del mis­

mo modo que en el cerebrósido A, aparecen también iones a

m/e 269 (M-29), m/e 239, m/e 267, m/e 26h (M-3l), m/e 227,

m/e 255 (M-h3), m/e 222 (M-7h) y m/e 180 (M-116). (Tabla 10).

Los dos picos restantes corresponden a los espectros

EM 3h5 y EM 583 con iones moleculares a m/e 31h y m/e 312

(Figura 36 A y B) lo cual indica la presencia de los ésteres

metílicos de los ácidos hidroxiesteárico e hidroxioleico res­

pectivamente con presencia de iones característicos a m/e 255

y m/e 253 (M-59) (tabla lÜ). La aparición del ion M-59 mar­

ca la posición del grupo hidroxilo en la molécula en el Cak

ya que su presencia Facilita la ruptura entre C2 y C3 con la
pérdida del grupo carbometoxi.(Figura 3bf).
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Ü
l! ,’ + i

CH3ÜCI7LI'3H(CH2)15 CH3 —) HD=CH (CH2)15 CH3
\0H '

m/e 314 m/e 225
01-59)

m/e 312 m/e 253

Figura 3h¡ F

Ütros iones que indican la posición del grupo ÜH'en la

cadena son los que están asociados con ruptura g) a la función
oxigenada, m/e 57, m/e 9D y m/e 60. (320). (Figura 3h,g).



+ H\

9‘“ 9

CH3Ü C -EH-(CHZ)15 CH3

m/e 314 (M)

CH3OC¿g - (042)15 CH3

H5 1/ \1 OH
ÜEC-CH30<—CH3DÍÏ CH=0 cugoí':

m/e 57 rn/e 90 m/e 60

M
Por último la aparición del ion m/e 103 es otro indicio

más de la posición del grupo ÜH-cerca del extremo anterior de

la cadena. (320).(Figura 3h,h).
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‘DH

CH3ÜC- F:CH2 m/e 103
ÜH

¿123134.2

De los resultados obtenidos puede concluirse quu ios áci­

dos grasos hidroxilados en Neurospora crassa tienen el grupo 0H'

en el CZ. La presencia de estos ácidos comoconstituyentés im­
portantes de los cerebrósidos del hongo coincide con lo registrado

en la literatura con respecto a los cerebrósidos en general (32h)

(325), y también a los cerebrósidos encontrados en hongos hasta

el momento. (252), (2h3), (271), (136), (251), (191), (307), (250).

Lbs(X-hidroxiacidos mencionados son los únicos componentes hidro­

xilados que aparecen en cerebrúsidos.

En cuanto a la longitud de la cadena, 1a variabilidad es ma­

yor. En cerebrósidos de cerebro predominan los ácidos esteárico

(18:0), lígnocérico (thü) (95) y nervónico (2h:l) aunque también

se encontraron desde palmitico (16:0) hasta hexacosanoico (26:0)

en concentraciones variables (95) (323). En tejidos extraneurales

(97) y en sangre (9B) se encuentran concentraciones altas de lig­

nocérico (2h20) y nervónico (2hzl) seguida de palmitico (16:0) y

cantidades menores de ácidos 018 a 023. (323). En el cerebro de

1a lamprea Lamgetra Fluviatilis, los cerebrósidos tienen ácidos
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grasos que van de El“ a 027, predominando palmítico y esteárico.

(326). En la estrella de mar, Acanthaster Elanci, los cerebrósi­

dos tienen o< —hidroxi ácidos de 019 a 02h.(327).

En los hongos, la variedad de ácidos grasos que integran

los cerebrósidos es grande aunque no son demasiadas las especies

de hongos donde se han descripto hasta ahora estos compuestos.

(ver Tabla 6). Entre los Phycomycetes, el ácido graso que consti­

tuye el cerebrósido de Phycomncesblakeesleanus es 2-hidroxipal­

mítico (2-h 16:0) (2h3). Entre los hongos imperfectos pueden ci­

tarse Fusarium lini con acido esteáríco (18:0) y 2-hidroxiesteá­

rico (h 18:0) (2h3), Aspergillus oryzae con 1620,1820, h18:0 y

h 18:1 (271), Aspergillus niger con hlB:l (251) y Fusicoccum

amigdali con h18:l (191).

Entre los Ascomycetes,Hansenulaciferríi tiene 16:0,16:l,

18:1,1822,18:3 y h18:0 (252) Saccharomyces cerevisiae y Candida

utilis poseen h18:0 (136).Finalmente entre los Basidiomycetes

se conoce la composición de ácidos grasos de los cerebrósidos

de Lactarius deliciosus con lb:0,16:0,18:0,h16:0,h16:l y hl9:0

(307), de Amanita muscaria, A. ruoescens y Agaricus bisgorus

con 16:0,18:0,18:l,18:2,h15:0,h16:0 y h18:0 (250). Si se compa­

ran los ácidos grasos que componenlos cerebrósidos de Neurospora

con los encontrados en estos hongos puede decirse que estos áci­

dos grasos son componentes normales de los cerebrúsidos en hongos
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y que están distribuidos al azar entre los distintos grupos sin

que se les pueda atribuir ninguna importancia filogenética.

IU. 3. 2. 2. Identificación ggr cromatografía en capa fina de

.las bases aminadas de cadena larga.

La presencia de bases aminadas de cadena larga se demostró

en una cromatografía en capa fina de la fracción clorofórmica

obtenida luego de la hidrólisis ácida de los cerebrósidos A y B.

Aunque no se pudo determinar con precisión de que tipo de bases

se trataba, el revelado con ninhidrina y fluorescamina confirmó

la existencia de grupos amino en esas moléculas. El solvente

usado fue cloroformozmetanol:aguazamoníaco concentrado, ua:1u:1:1

y las movilidades cromatográficas variaron de 0,53 en la Fracción

correspondiente al cerebrósido A a 0,58 en la Fracción del cere­

brósído B, siendo el Rr de 0,60 para la esfingosina y de 0,56
para la dihidroesfingosina.

IV. 3. 2. 3. Identificación por cromatografía gaseosa - espec­
trometría de masa de las bases aminadas de cadena

larga.

Los productos de la hidrólisis ácida de los dos cerebró­

sidos A y B de Neurospora crassa que se recogieron en cloroformo
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de acuerdo a la metodologia descripta, Fueron sililados y anali­

zados por cromatografía gaseosa-espectromatria de masa.

Cerebrósido A

De dos muestras diferentes de la fracción cloroffirmica del

careorósido A se obtuvieron los siguientes cromatogramas por

corriente iónica total, A1 y A2. El cromatograma de la fracción

Al, (figura 37), presentó nueve señales o picos cuyos espectros
de masa Fueron determinados y comparados contra el banco de es­

pectros de memoria. Los picos indicados como EM58, EM61 y

EM77 resultaron impurezas, mientras que los indicados como EM

157, EM202, EM237 y EM261 aparentaron ser metilsilil deriva­

dos de ácidos grasos que pudieron ser arrastrados en el proceso

de Fraccionamiento.

Los espectros EM171 y EM183 resultaron corresponder a ba­

ses del tipo "esfingosinas" ya que mostraron un ido muy impor­

tante a m/e 20h (9D y 60 % respectivamente; ver tabla ll), esto

indicó una sílilación completa, es decir que al grupo amino tam­

bién se sililó (Figura 38). Descontando el ión m/e 73 (MeBSi)+

que es base en ambos espectros (lÜÜ %; Figura 39, A y B y tabla

ll); se destacaron los iones:
+

rn/e 103 (CHZÜMe3Sí)+ rn/e 2m. (Me3SiHNCHCHZÜSiMa3)
. + +

m/e 117 (HZNCHCHÜSiMez) m/e 205 (MeBSiHZNCHCHZÜSiMe3)2
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Figura 37: Bromatograma de la fracción A1 del cere­

brósido A de Neurosgnra crassa.
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Figura38:EstructuraprobabledelasbasesaminadasdecadenalargaquecomponeneloerebrósidoA
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. +
m/e 132 (HZNCHCH2051MB3) +

m/e lh7 (MeBSiÜSiMe2)+
m/e 217 (CHMe fiiHNCHCH3 2051Me3)

m/e 299 y m/e 313. La abundancia relativa de estos iones se pue­

de ver en la tabla ll. Comoes habitual para los metil silil

éteres de las bases de esfingolipidos, el ión molecular no fué

detectado. (337).

Dadoque se trata de bases totalmente sililadas, se podria

suponer que, en EM171, el mayor Fragmento, m/e 299 podria resul­

tar de la pérdida de 20h unidades de masa, siendo entonces la ba­

se de un peso molecular de 503. Dicho en otras palabras el Freg­

mento m/e 299 seria equivalente a M-20b, donde M es el ión mole­

cular. Se trataría entonces de una dihidroesfingosina de 17 áto­

mos de carbono como se ve en la figura 3B, A.

Habría en cambio, dos interpretaciones posibles para el es­

pectro EM183:

A) Que se trate de una dihidroesfingosina de 18 átomos de Carbo­

no si m/e 313 fuera M-2Ühya que esto significaría que la molécu­

la tiene un peso molecular de 517. (Figura 38,5).

B) Tambiénpodria tratarse de una dihidroesfingosina de l9 áto­

mos de Carbono si m/e 328 Fuera igual a M-2Üh, en este caso el

peso molecular es de 531. (Figura 38,8). Debe tenerse en cuenta

que, por el peso molecular obtenido, el m/e esperado en este

último caso deberia ser de 327; por lo tanto se puede suponer
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-que el Fragmento m/e 328 estaría protonado, Fenómeno que no es

extraño en los espectros de masa de estas bases.

TABLA 11

Abundancia relativa de los fragmentos que aparecen en los espec­

tros de masa de las bases aminadas de la fracción Al del cerebro­
sido A.

EM 171 EM 183

m/e Abundancia m/e Abundancia

% %

73 lÜÜ 73 lÜÜ
103 lÜ
117 lÜ 117 AU
129 lÜ 129 8
132 lÜ 132 20
1h? 15 1h? 15
189 lÜ
191 20 191 lÜ
20h 9D 20h 60
205 20 205 lÜ
217 AD 217 9
299 20

313 lB
328 3

En la fracción A2, el cromatogramapresentó siete señales

(Figura AO), de las cuales se analizaron las dos más importantes,

EM 187 y EM ZÜÜ, ya que las otras dos, EM90 y EM 103 parecieron

ser derivados sililados de ácidos grasos. Los compuestos cuyos

espectros se indican como EM187 y EM200 (Figura hÜ) parecieron

ser también bases del tipo de las esfíngosinas posiblemente iso­
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meros, con ión base a m/e 20h (100%) lo que indicaría una silila­

ción completa y con iones a m/e 73, m/e 103, m/e 117, m/e 129,

m/e 132, m/e lh7, m/e 20h, m/e 205, y m/e 306 cuyas abundancias

relativas Figursn en la tabla 12 y en ls figura hl. El ión má­

ximo en este caso es m/e A38. Si se considerara a m/e A38 como

M-20h, el ión molecular, M, seria de 6h2 y esto no coincide con

el peso molecular de ninguna base conocida, ya que la Fitoesfin­

gosina de 20 átomos de Carbono tiene un peso molecular de 633 y

la de 21 átomos de Carbono tiene un peso molecular de 6h7. Una

dihidroesfingosina de 27 átomos de Carbono tendria un peso mo­

lecular de 6h3, pero es poco probable que exista una base de cs­

dena tan larga. En cambio, si se supone a m/e A36 igual a M-103,

el peso molecular sería de-5hl y correspondería s una dihidroxi­

base diinssturada de 20 átomos de Carbono cuya estructura tenta­

tiva se puede observar en la figura 3B D).

Cerebrósido B

De tres muestras diferentes de la Fracción clorofórmica del

cerebrósido B se obtuvieron los siguientes cromatogramas por

corriente iónica total, B 82 y B . El cromatogrsma correspon­l' 3

diente a la Fracción Bl presentó cinco señales, (Figura #2),
dos de las cuales aparecen en muyquueña cantidad por lo que los
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Tabla12

Abundanciarelativa(AQcolumna)delosfragmentos(50columna)queaparecenenlosespectros demasadelasbasesaminaoasdelaFracciónA2delcerebrósídoA.

S7LM

187LH

18?/LSJ

”DRTE<&”SFEC*

SUM

[39834

BRSE

31434
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Figura #2: Bromatograma de la Fracción El

del cerebrósidu B de Neurosgura

CI‘BSSE.



valores de corriente iónica total resultaron tan reducidos que

fue imposible registrar los respectivos espectros de masa. Los

restantes tres picos corresponden a los espectros EM1290, 1296

y 1308, cuyos fragmentos más importantes presentaron las caracte­

risticas señaladas en la tabla 13.

Tabla 13

Abundancia relativa de los Fragmentos que aparecen en los espec­

tros de masa de las bases aminadas de la fracción El del cerebro­
sido B.

EM 1290 EM 1296 EM 1308

m/e Abundancia m/e Abundancia m/e Abundancia

% % %

A3 10

AS lÜ #5 B AS -­
56 BA 56 16 56 17
67 13 67 13 67 ll
73 56 73 8h 73 h
8h 20 BA 18 8h 18
103 lÜÜ 103 6A 103 3A
117 ll 117 6 117 6
121 2h 121 25 121 9
125 27 125 28 125 22
129 28 129 5h 129 32
132 15 132 19 132 B
lh3 16 lh3 62 lh3 31
155 9 155 Ah 155 lÜÜ
187 19 187 B 187 -­
20h 7D 20A lÜÜ 20h 39
205 ll 205 12 205 6
221 l 221 17 221 53
225 16 225 -- 225 —­
2h3 -- 2h3 7 2h3 3l
257 12 257 6 257 23
295 8 295 2h 295 35
323 20 323 6D 323 17
355 6 355 8 355 16

369 9 369 20
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En el espectro 1290, el valor de m/e 20h indicaría la presen­

cia de una base totalmente sililada y considerando que el mayor

Fragmento, m/e 355 podría producirse por la pérdida de 20h unida­

des de masa resultaría una base de peso molecular de 559, pudiendo

asimilarse a una dihidroesfingosina de 21 átomos de Carbono.

(Figura A}, A).

El EM1296 correspondería también a una base persililada da­

do que su ion mas importante es el m/e 20h. Razonando de manera

análoga a la anterior, si el mayor fragmento, m/e 369 resultó

de 1a pérdida de 20h unidades de masa entonces el peso molecular

del compuesto sería de 573, esto correspondería a la dihidroes­

fingosina de 22 átomos de Carbono. (Figura A3, B).

El tercer producto, correspondiente a EM1308, aparentó no

ser una base aminada de tipo simple. En la tabla 13 puede obser­

varse la presencia de los iones m/e 397,369,296,20h,155,132,113 y
103. De esto puede deducirse que se trataría de una base sililada

pero con particularidades que hacen aparecer al ion m/e 155 como

ión base, (100%). Ahora bien, si se considera al ion m/e 397

como resultante de la pérdida de 20h unidades de masa, (M-20h),

el producto tendría un peso molecular de 601 indicando una Fito­

esfingosina de 18 átomos de Carbono con dos insaturaciones o una

dihidroesfingosina de 2h átomos de Carbono.



De las dos posibilidades planteadas, los restantes fragmen­

tos del espectro señalarian a la segunda comola más probable,

pero para explicar el ión m/e 155 deberia plantearse la posibi­

lidad de una ramificación en Blu respecto a la dihidroesfingosí­

na de C22 presentada anteriormente. (Figura A}, C).

R’ H H
l I n

CH3-(CH2)n-Í,ï-(CH2)10"9-15-10?

R o 1+1 9(CH ) Si Sí(CH3)3
33 S¡(CH3)3

Figura h}: Estructura probable de las bases de cadena larga que
componenel cerebrósido B de NeurosEora crassa.

A) n = 6 R=R' = H
B) n = 7 R=R' = H
C) n = 7 R=R' = CH3

El cromatograma de la Fracción 82 presentó cinco picos,
(Figura LA), dos parecieron ser impurezas y de los tres restan­

tes sólo uno proporcionó cantidad suficiente para obtener un

espectro. (Figura A5). En la tabla 1k se observa la abundancia

relativa de los iones más abundantes de la Fracción 82. En es­
te caso, parecería tratarse de una base totalmente sililada,

ya que apareció el ion m/e 20h. De tal Forma considerando al

ión m/e 313 como M-ZÜh, la base tendria un peso molecular de

517 correspondiendo de ese modo a una dihidroesfingosina de



Figura kb: Cromatograma de la Fracción 82 del cerebrósido B.
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B semejante a la descripta para el Fragmento Al del cerebro­18’

sido A. (Figura 38, B).

Tabla 1a

Abundancia relativa de los Fragmentos que aparecen en el espec­

tro de masa de la base aminada de la Fracción 82 del cerebrósido B.

EM 1191

m/e Abundancia

%

A3 20
55 lÜ
73 lÜÜ
75 35
117 3D
129 20
132 20
lh7 20
20h #5
217 7
313 13

El cromatograma de la Fracción B3 presentó dos señales cu­
yos espectros Fueron EM773 y EM786. (Figura AG). Como puede

verse en la tabla 15 y en la Figura A7, ambos espectros presen­

taron iones semejantes, por lo que podrían considerarse como

ísómeros. La presencia de m/e 20h índicaría que las bases están

totalmente sililadas, pero los Fragmentos de mayor peso molecu­

lar detectados, m/e 361 y m/e 521 no son asimilables a Fórmulas

de estructuras de esFingosinas descriptas en la literatura.



786

173

Figura h6: Crumatugrama de la Fracción B3 del
cerebrósido B.
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Si se considera a m/e 521 como un fragmento parcial, los

valores razonables a sumarle para llegar al inn molecular serian

20h,l32,lü3,89 y/o 1h y en ningún caso se llega a un valor coin­

cidente con un peso molecular asimilable a bases esfingosina,

dihidroesfingosina o Fitoesfingosina conocidas.

Tabla 15

Abundancia relativa de los fragmentos que aparecen en los espec­

tros de masa de las bases aminadas de la Fracción B3 del cerebró­
sido B.

EM 773

m/e Abundancia

73 lÜ
103 -­
129 B
lh7 5
191 20
20h lÜÜ
217 20
2h} 5
271 5
361 lÜ
521 2

m/e

73
103
129
1h?
191
20A
217
2h3
271
361
521

EM 786

Abundancia

10
5
B
5
7D
IÜÜ
3D

En la tabla 16 se presentan las estructuras tentativas de

las bases aminadas de cadena larga de los cerebrósidos A y B.



Tabla 16
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Estructuras tentativas de las bases aminadas que componenlos

cerebrósídos A y B de N.crassa.

I

CH3—--(CH2)n---;-1-(CH2)¡0Z-F-"Í'Z-"CHZ
UH NH;

Berebrósido no n R 1,2

17 2 H

18 3 H
A

19 h H

20 5 H insaturados

21 6 H

B 22 7 H

2h 7 CH3

La composición de las bases aminaoas que integran los ce­

rebrósidos es bastante variable. En el cerebro de los mamífe­

ros predominanlas esfingosinas (h-esfínguenina)y las dihidro­

esFingosinas de Bla y E20 (h-esfínganina y h-eicosasfinganina)
(311). La Fitoesfingosina (h-hidroxiesfínganina) que al princi­

pio se creia que aparecía sólo en las plantas (93) es la base

más importante de los glicoesfingolipidos del plasma sanguíneo
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(115), de los riñones de mamíferos (328) y del intestino delga­

do (329). En los riñones de bovinos se detectaron Bequeñas can­

tidades de esfingosinas de cadena ramificada, comolB-metil-d17:

lh-esfingosina (330).

En cuanto a los hongos, también se pensó que la Fitoesfín­

gosina era la única base que constituía a los cerebrósidos, y

esto parece ser cierto en los Basidiomycetes, tales como

Lactarius deliciosus, Amanita y Agaricus(3ü7) (250), donde las

Fitoesfingosinas presentan sus cadenas de longitud variable,

entre 17 y 22 átomos de C y también ramificadas. En Phycomices

y Fusaríum (2h3), también abundan estas bases, a pesar de ser

estos hongos más primitivos que los anteriores. En Neurosgora,

de acuerdo con nuestros resultados, la fitoesfingosina no cons­

tituye a los cerebrósidos, esto coincide con lo que sucede en

otros Ascomycetes como Hansenula (252) 6 Candida (136) en los

cuales, las bases más abundantes son también la esfingosina

de 020 y la dihidroesfingosina de Bla y C16, igual que en
Neurospora. Sin embargo, Lester (lbl), cuando aisló la tetra­

hexosiceramida de Neurospora crassa, encontró que las fitoes­

Fingosinas de Bla y BZDeran las bases que componían la cera­
mida en este glicoesfingolípido. Tambiénun estudio más pro­

Fundo que el de Wagner (136) en la levadura del pan_hecho por

Soumalainen (h) muestra que además de las esfingosinas y dihi­
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droesFingosinas de Bla y C hay tambien Fitoesfingosinas de20

320 V 515 y dihidroesFingosinas de C en la mezclü de lípidos20

-ootenida de una fracción de la columna de acido silicico, donde

sólo eluyen cereorósídos, esterilglucósídos y sulfatidos.

En todos los hongos imperfectos, a excepción de Fusarium,

no existen las Fitoesfingosinas comointegrantes de los cere­

brósidos, pero si una variedad de esfingosínas y dihidroesfin­

gosinas de cadena lineal y ramificada de longitud variable

(271) (251) (191).

Es de hacer notar que en ninguno de los casos estudiados

hasta el momento,aparece la lh-dimetil-dihidroesfingosina- ­

822 (lh-di-CHB-docosaesfinganina) propuesta en esta tesis para
el cerebrósido B de NeurosEora crassa.

v. GLIcoEsr-‘INEQLIPIDQ DE MAS DE UN AZUCAR

Los glicoesfingolipidos que tienen más de un azúcar en su

molécula, son, como ya se ha dicho comunes en los tejidos ani­

males, donde alguno de ellos cumplen Funciones definidas. En

la fig. ABestán representadas las relaciones estructurales de

los glicoesfíngolipidos según una clasificación hecha por

miegandt (30h). Las oligohexosiceramidas predominantes en ri­

ñones (199) (331) (332) y pulmones (312) (333) de mamíferos



Gal—CerGa'NAC‘X1'353'NAC813‘I33W1,4Gal(¿1,4Blc-[er

GaINAc(31,3Gan<1,4GaI(¿1AGlc-Cer

Galod,4Gal-ter

Galo<1,4Gal(31,4Glc-Cer

SERIEII

Gal1,4Gal1,4Gïl-ter

I4­

SERIEVGa(¿1,BlcCer
I

GaINAc1,3GaI1,4Gal1,4GaI-Cer

ÁlcNACPBGaQ1,4Glc-Cer

2

SERIEI Á

1 Gal31,4GIcNAc(s1,3Galg1,4GIc-Cer

Gal(¿1,3GICNACQ1,3Ga|@1,4Blc-[3er
Figuraha:Relacionesestructuralesentreglicaesfíngnlípidos.(TomadodeNiegandt,H.(30h)).

-183­



-1au—

pertenecen a las series I y II de dicha Figura. En bazo, higado

y sangre la mayoría de los glicolípidos pertenecen e la serie II,

pero es probable que existan componentes que pertenezcan también

a la serie I (30h). Los oligosacárioos semejantes a la porción

oe carbohidratos de los glicoesfingolipidos de la serie III

(Fig. ua) fueron aislados en principio comoazúcares libres de

leche humanay orina (33h). La presencia de oligohexosiceramidas

en el plasma humanofue estudiada por primera vez por Svennerholm

y col. en 1963 (lll) y Vance y Sueeley las caracterizaron poste­

riormente comoglucosilceramida, lactosilceramida, galactosil

galactosilglucosilceramída y globósido (N-acetilgalactosaminíl

galactosilgalactosilglucosilceramida) (115). Entre los inverte­

brados, se aisló recientemente una ceramida octasacárido, que

contiene manosaS-Fosfato entre sus azúcares, en Corbicula

sandai (molusco bivalvo) (336). En las plantas, en cambio, los

glicoesfingolípidos encontrados presentan los oligosacáridos

unidos a las ceramidas por un puente Fosfodiéster (335), pero

no se han descripto hasta el momentooligohexosiceramidas con

unión de tipo glicósidica. En los hongos, fue Lester en l97h

(lhl) el primero que aísló precisamente en Neurospora crassa

una tetrahexosiceramida identificándola como(gal3glu)
N-hioroxitetracosonil-hidroxiesfinganina. (Tabla 6).
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Ündrusék y Prástenik en 1978 (307) hacen referencia a la

existencia de oligohexosiceramidas en los cuerpos de fructifica­

ción de Lactarius deliciosus, pero hasta el presente no hay

otras evidencias en la bibliografía de la presencia de estas sus­

tancias en hongos. Por eso, la aparición en las fracciones ace­

tona y acetona:metanol,l:l, de las columnas de ácido silicico y

cloroformo:metanol, 7:3 de las columnas de DEAEcelulosa, de

compuestos no saponifícables, con reacción positiva al orcinol,

más polares que los cerebrósidos y con movilidad cromatografica

semejante a la de oligohexosiceramidas patrones, no sólo confir­

maria lo descripto por Lester y col. (lhl), sino que aportan

una prueba más en favor de la existencia de n-hexosiceramidas

en hongos.

U. l. Cromatografía en capa fina

La recromatografia en columnas de ácido silicico de estos

compuestos, eluídos con un gradiente de metanol en cloroformo

permitió separar por lo menoscuatro picos que se tiñeron posi­

tivamente con fenol-sulfúrico. (fig. 27). En la figura A9 se ve

la cromatografía en capa fina de las sustancias aisladas de la

columna de ácido sílicico. Lamentablemente la escasez del mate­

rial disponible impidió, hasta ahora la identificación exacta

de los azúcares que componenestas sustancias. Por la movilidad

cromatográfica en el solvente empleado se podrian tratar de por



GM

@

g,CD

Glc[er
OLacCer

g.Gqflse4Cer

VGgDse5CerÓ

1110987654321
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lo menosuna tri y una tetrahexosiceramidas esta última podria

ser la descripta por Lester.

VI. ESTERILGLICÜSIDÜS

Los esterilglícósidos son lipidos no saponificables y los

encontrados hasta el momentoson 34l-É-glucopiranósídos deriva­

dos de esteroles, principalmente del tipo del colesterol, sitos­

terol y estigmaesterol. Por otro lado también se conoce el

6-palmitoil- o -D-glucósido del ©’-sitosterol (3h).

Son compuestos característicos de plantas comolo demues­

tran los trabajos de Eíchemberg, Hou, Lavitmann y Cardiní (35),

(36), (37) y recientemente se los encontró en algas (AS) y en

el afrecho del arroz (338), pero en hongos sólo han sido identid

Ficados en Saccharomyces cerevisiae como componentes de las mem­

branas plasmáticas por Baraud y col. (2) y por Tyorinoja y col.

(A). La biosintesis de estos compuestospor una fracción parti­

culada de la mismalevadura ha sido descripta por Parodi (32).

En Neurospora no se habia detectado hasta ahora la presen­

cia de estos compuestos, ya que son dificiles de separar por

los métodos cromatográficos usados comunmente,delos glicoesfín­

golipidos del tipo de los cerebrósidos. Ademásestos dos tipos

de compuestos eluyen juntos de las columnas de ácido silicico
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con la fracción cloroformo:acetona,l:l, y acetona. Por otro la­

do en las columnas de intercambio iónico como DEAE_celulosa

(forma acetato), no son retenidos, debido a sus propiedades neu­

tras o de zuitterion y eluyen con la fracción cloroformo:meta­

nol,9:l.

UI. l. Cromatografía en caEa fina

En las cromatografias en capa fina los esterílglicósídos

cocromatografian también Junto con los cerebrósidos en los sol­

ventes comunmenteusados para identificar a estos últimos.

En la tabla 17 figuran las movilidades cromatogréficas (RF)

de los esterilglicósidos aislados hasta el presente en hongos y

los RF de los cerebrósidos.

En Neurospora, la primera evidencia que se tuvo de la exis­

tencia de estos compuestos apareció en una cromatografía en capa

delgada de rutina de identificación de los productos de la Frac­

ción cloroformozacetona de una columna de ácido silicico. En di­

cha placa apareció una sustancia con Rf en la zona de los cere­
brósídos (D,55-Ü,60) que se teñïa con orcinol-sulfúrico de un

color borravino semejante al del patrón de esterilglucósidos

utilizado, en lugar de tomar el color lila-violáceo caracteris­

tico de los cerebrósidos. Ademásel color aparecia en los prime­

ros minutos de calentamiento, en cambio en los cerebrósidos apa­
rece más tarde.



-189­

Tabla 17

Movilidades crumatográficas (RF) de esterilglícósidos y cerebró­
sidüs.

SÜLVENTE ESTERILGLICÜSIDD CEREBRÜSIDÜ REFERENCIA

cloroformnzmetannl 0,32 0,21
(b)

9:1 0,37 0,31

cluruformo:metanol:agua
25 : h 0,73 0,70

0,76 (277)

0.58 0,61
0,5h Neurosgoracraesa

experimental

clurnformozmetanol:agua:ácido
Fórmico

65:25:h:2

a) muestras sin tratar 0,69 0,69 (32)

0,575 0,60 N.crassa
0,5h5 experimental

b) muestras hidrolizadas
con HÜH1,5 N 0,78 0,36 (32)

0,57 0,2b N.crassa
experimental

0tra cromatografía en capa delgada, desarrollada en el sol­

vente clornfurmuzmetanol, 9:1, de la fracción CzAde la columna

de Unisil, reveló la presencia de sustancias que se teñian dife­
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rencialmente de los cerebrósidos con ácido sulfúrico 50%(29h).

En este caso, el esterilglucósido patron y algunas sustancias de

la Fracción C:A:,cloroformo:acetona tomaron color rojo-fucsia

con el acido a los pocos segundos de calentar las placas (menos

de un minuto), mientras que los cerebrósidos patrón y aún los

de Neurospora aparecían mucho después (5 min) y de color violeta.

Para confirmar los resultados obtenidos, se aislaron por croma­

tografía preparativa, las sustancias que parecian ser esterilgli­

cúsidos y se sometieron a dos tipos de hidrólisis.

a) Hidrólisis alcalina. Se sabe que los tratamientos alcalinas

fuertes deacilan los cerebrósidos sin afectar a los esterilgli­

cósidos (313). La ceramida glucosa genera un compuesto, esfingo­

sina-glucosa que en ciertos solventes, por ejemplo cloroformo:

metanolzaguazacído fórmico, 65:25;h:2, migra relativamente poco,

mientras que el esterilglucósido aparentemente no es afectado

por esta hidrólisis. Este es uno de los procedimientos que se

siguieron para caracterizar los supuestos esterilglicósidos de

N. crassa y cuyos resultados Figuran en la tabla 17. El procedi­

miento seguido se encuentra descripto en Materiales y Métodos.

o) Hidrólisis ácida. El tratamiento con HCl 2 N durante 3-a hs,

permite en cambio la liberación de los esteroles, acidos grasos

y azucares que constituyen la molécula. Los esteroles pueden

entonces ser identificados en capa delgada por sus propiedades de
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coloración y su movilidad cromatográfica comparéndolas con mues­

tras patron. Las fracciones clorofórmicas obtenidas de esta hi­

drolisis que se suponía contenían a los esteroles fueron cromato­

grafiadas en placa delgada y corridas en dos solventes diferen­

tes, éter isopropílico: éter de petróleo (lzh) y en diclorometa­

no junto con patrones de colesterol, G -sitosterol, geraniol y
escualeno.

Las placas Fueron rocíadas con acido sulfurico 50%de

acuerdo a Heftmann (29h) y con un cronómetro se midió el tiempo

de aparición de los colores, cuando las placas se colocaron so­

bre una plancha caliente a 78-8098. Cada tipo de esterol, según

el estudio hecho por Heftmann,presenta un color característico

con el calentamiento, lÜ min. después otro hasta alcanzar el co­

lor definitivo. Tambiénpresentan una Fluorescencia determinada
al UV a 365 nm.

En la tabla 18 se resumen los resultados obtenidos.

De los resultados obtenidos, se podría sugerir que los

componentesesteroles de Neurospora podrían pertenecer al gru­

po de colesterol, Q -sitosterol o escualeno.

VII. SULFÜLIPIDÜS

Estos compuestos han sido muy estudiados y se encuentran

distribuidos ampliamenteen los tejidos neurales y extraneura­
les de mamíferos. Ejemplos tipicos de los mismos son los sulfé­



TABLA18

RESULTADOSOBTENIDOSDEUNACROMATOGRAFIAENCAPAFINADELOSPRODUCTOSDELAHIDROLI­ SISAEIDADELOSSUPUESTOSESTERILGLIOOSIDOS.SOLUENTE:DIOLOROMETANO.TINCION:ACIDO SULFURICO50%. a;tiempoensegundosquetardaenaparecerelcolor.Q;colorinicial.E;coloralos lOmin.deiniciadoelcalentamiento(BODC).d:colordefinitivo.g;fluorescenciaal UUa365nm.
COMPUESTO

luI

E.0.EER

colesterol27rosalilapúrpuraverderosafuerte0,12
Q -sitosterol52rosavioletamarrónvioléceoO,12

púrpura

geraniol3OnaranjamarrónmarrónmarrónO,lB escualenoA7castañolilaborra-lila

amarillovino

Neurospora2OrosamarrónverdeO,12

rojizo

crassa50 amarilloamarilloverdeO,15

65rosaama­

rillentoVlulEtamarrónVlOlEta0,72

-l92­
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tidos de cerebro (102) y los sulfagalactoglicerolipidos de

testículos de rata, (25) (27). Los sulfolipidos están también

asociados a receptores de opiáceos (177) y a la actividad ATPasa

de membranas dependiente de Na+ y H+ (lh9). En hongos sólo han

_sido descriptos en Saccharomyces cereviasige como componentes

de 1a pared celular (h) y de membranas (2).

En el presente trabajo se hicieron dos tipos de estudios

con el objeto de detectar la presencia de estos compuestos en

Neurospora crassa. En uno de ellos ae cultivó el hongo en pre­

sencia de Na2 3580“ según las condiciones descriptas an Mate­
riales y Métodos y por medio de técnicas cromatogréficas, auto­

radiografias e hidrólisis,se intentó detectar la existencia de
los mismos. En el otro caso se trató de detectar directamente

su presencia en fracciones provenientes de cromatograflaa en

columnas de ácido silicico de extractos lipidicos del hongo.

VII. l. Biosintesis de sulfolipidos con S35.

Una vez obtenido, el micelio que fue previamente marcado

al tiempo cero con 535 se liofilizó y extrajo según el método

de Folch y col. (273). El material soluble en la fase orgáni­

ca Fue fraccionado en una columna de ácido ailicico y se lo

eluyó secuencialmente con cloroformo, (10 vol.), acetona (3D vol.)
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y metanol (lD vol.). La metodología seguida está descripta en

Materiales y Métodos.

Alícuotas de las Fracciones acetona y metanoI junto con

alícuotas patrones de sulfátídos y sulfogalactoglicerolípidos

obtenidos en nuestro laboratorio a partir de extractos de cere­

bro y de testículos de rata respectivamente, se sometieron a

tres tipos de hidrólisis.

a.- Saponifícación: HÜH0,1 N en metanol dos horas a 37°C.

Se neutralizó con ácido perclórico.

b.- Hidrólisis a pH 2: HCl 0,01 N en propanol:agua,l:l, a

lÜÜQC por lÜ min.

c.- Metanólisis: HCl 0,5 N, 65°C, 30 min.

La maneraen que se realizaron las hidrólisis están des­

criptas en Materiales y Métodos. Los productos de estas hidró­

lisis junto con muestras sin hidrolizar se cromatografiarcn en

placas de silicagel G y cada una fue corrida en un sistema de

solventes diferente:

a.—Cloroformo:metanol:agua,65:25:h (290).

b.- Cloroformo:metanol:amoniaco,66:30:5 (289).

c.- Cloroformo:metanol:acetona:ácidoacético:agua,lü:2:h:2:l. (29D).

Luego de ello las placas se autoradiografiarcn durante 1h

días y las autoradiografías se revelaron según la técnica descrip­

ta en Materiales y Métodos. (Figura SD).
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A

C:M:AZAAC:H20

Lz2z‘l

CzMzHZO 66:30:6

ODGD

Nc

B

ydeN.orassa

ulfolípidospatrones

Figura50:Cromatografíaencapafinades

corridosentressistemasdesolventesdiferentes.Lasreferencias esténenlatabla19.
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SOLVENTE rata Patrones
c t

Ch4dtp

:2&L

MzHZO

1ü2uk2fl

Movilidad cromatogréfica de sulfolípidos en tres sistemas
diferentes de solventes. Solventes: C:M:HZÜ=clnreF0rmo:
metanul:agua. CzMzAzAAczH Ü=ulornformo:metanel:acetona:
ácido acéticu:agua. c=sulfatidn de cerebro de rata.
t=sulfngalactoglicerulïpido de testículo de rata. Patrones:
ClcCer=glucosilceramida.GalCer-S=galactnsilceramida sulfato.
DGD=digalactosi1diglicérid0. Ür=coloraci6n de orcinul-sulfú­
rico. Ar=autoradiugrafía. A=Fracción acetona. M=Fracciónme­
tannl. ÜH’= saponificación. Hb=hidr61isis a pH 2. Hc=metan6­
lisis 81H 0,5 N.
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Posteriormente, las places fueron teñidss con orcinol y

se calcularon los RF.

Del revelado de las sutorsdiografias y del teñido de las

placas (Fig. 50) puede concluirse que en los tres sistemas de

solventes empleados, tanto la fracción acetónica comole mete­

nólica de Neurosgors crasss,presentan manchasrsdisctivas cuyo

RFcoincide con el correspondiente s las marcas rsdiactivas de
sulfolipidos de cerebro y testiculo de rate respectivamente.

(Fig. 50 b y tabla 19). Las hidrólisis de estos compuestos

muestran que en la fracción acetónice de NeurosEora crassa, ls

sustancia que cocromatogrsfis con el sulfótido de cerebro de

rata es insensible a la ssponificación y también a la hidróli­

sis Écids débil, mientras que una hidrólisis más fuerte deter­

mine que le mancharadiactiva se desplace cercana al origen.

(Fig.50a). En ls fracción metsnólica en cambio puede observar­

se que la radiactividad desaparece o es desplazada hacia el

origen con cualquiera de las hidrólisis empleadas, esto impli­

ca la existencia de un compuesto muchomás sensible, tipico

de un sulfoglicoglicerolipido. (Fig.50c).

UII. 2. Detección directa en cromatografía antes y después de
la hidrólisis ácida fuerte.

De la fracción acetons y/o acetonszmetanol de las muestres
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no radiactivas de N.crassa se pudo identificar un compuesto con

las mismascaracteristicas cromatogróficas del sulÉétido patrón

(SupelCo) y del sulfátido del cerebro de rata. Esa sustancia fue

purificada de la fracción acetona o acetona:metanol por medio de

cromatografias preparativas en capa delgada y una vez purificada

se sometió, Junto con el sulfátido patrón s una hidrólisis ácida

fuerte, a saber, HCl 0,5 N, 30 min., 65°C. El producto de estas

hidrólisis fue cromatografiado, luego de eliminar el HClpor eva­

poración repetida bajo presión de N2, en el solvente cloroformo:
metanol:agua,65:25:h. La cromatografía fue posteriormente teñida

con orcinol-sulfúrico y el resultado puede verse en la figura

51. Evidentementela hidrólisis fue suficiente para romper la

unión éster con el sulfato y cambió la movilidad de la sustan­

cia que ahora se comporta comouna glicosilceramida.

Comoconclusión puede decirse que en NeurosEora crassa hay

por lo menosdos compuestos con caracteristicas de sulfolipidos,

uno seria del tipo de los sulfátidos y el otro se asemeja a un

sulfoglicoglicerolipido.

VIII. Biosintesis de glicolipidos con glucosa Cl“.

El micelio liofilizado después de la incubación con gluco­

sa El“ Fue procesado de modosemejante al micelio frio y la fase
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l r

f:M:H20
65:2524

oo oo
0o gGlc Cer

CH?
OOo oGalCer-S g

oGgOSe3Cer

8 oGgOsesCer

A patror'w Hb "' Hb
Gal Cer-S GlcCer

Patrones4.m J

Figura 51: Cromatografía en capa fina de sulfátidus patrón
(GalCer-S) y de Neuros ora crassa, Fracción ace­
tónica(A), somet dos a dr s s ácida (Hb).
Coloración:orcinol-sulfúrico. PatroneszülcCer=
glucosilceramida.GgOse Cer=tr1hexosiceramida.
GgÜseSCer=pentaglicosi ceramida.
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inferior de la partición de Folch se pasó por una columna de

Unisil y se eluyó con cloroformo, cloroformo:acetoña, acetona,

acetona:metanol y metanol.

La fracción acetona y acetona:metanol fueron evaporadaa

y sembradas junto con patrones Frios en placas Merck de silica­

gel G y corridas en cloroformozmetanolzagua, 65:25:h. Poste­

riormente las placas se autoradiografiaron de la manera usual

descripta, durante 7 a lD dias. Unavez transcurrido el plazo,

la autoradiografia se reveló y la placa se tiñú con orcinol­
sulfúrico.

La aparición de radiactividad en las placas coincidió con

la region en la cromatografía en capa fina que daba reacción

positiva con el orcinol y cuya movilidad cromatográfica en el

solvente usado era semejante a la de los cerebrósidos usados

comopatrón. (Fíg.23).

Aparentementela biosintesis de estos glicolipidoa es un

proceso metabólico normal en los cultivos exponenciales de

NeurosEora crassa, y seguiría uno de los dos caminos metabó­

licos de biosintesis propuesto para este tipo de compuestos,

a saber: acilación de una base de cadena larga seguida de glu­

cosilación o glucosilación de una base aminada para formar

gluco-esfingosína seguida de acílación (Fig. 18).
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CONCLUSIONES

De los experimentos realizados en esta Tesis se pueden ex­

traer las siguientes conclusiones:

1.- El análisis de los lípidos totales del micelio de Neurospora

crassa corroboró la existencia de lípidos neutros, glicolí­

pidos y fosfolípidos y la ausencia de gangliósidos.

2.- Se demostró por primera vez en Neurospora la existencia de

glicolípidos neutros del tipo de las monoy oligohexosice­

ramidas.

3.- Las monohesoxiceramidasse identificaron

a) en capa Fina por su movilidad cromatogréfica en distintos

solventes, utilizando comopatrones cerebrósidos conocidos;

b) por ser insaponificables;

c) por su colorabilidad con orcinol-sulfúrico y Fenol-sulfú­

rico y

Vd por la formación del compuesto esfingosina-glucosa cuando

se las sometió a hidrólisis alcalina fuerte.

h.- Analizada por cromatografía en papel y cromatografía gaseosa,

la fracción glicosídica de los cerebrósidos demostró ser la

glucosa.
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5.- Las determinaciones por cromatografía gaseosa y espectrome­

tria de masa de los ácidos grasos que constituyen los cere­

brósidos de Neurospora crassa evidenciaron la presencia de

ácidos palmitico, esteárico y oleIco en el cerebrósido A y

ácidos palmítico, esteárico, oleico, hidroxiesteárico e
hidroxioleico en el cerebrósido B.

6.- El análisis por cromatografía gaseosa-espectrometria de

masa de las bases aminadas de cadena larga indicaron la

existencia de dihidroesfingosinas de cadena lineal y rami­

ficada cuya longitud varia entre 17 y 2h átomos de Carbono.

7.- Los distintos pasos de purificación de glicolipidos neutros

seguidos en esta tesis llevaron a demostrar la existencia

en este hongo de un grupo de compuestos que, por su movili­

dad cromatogréfica comparando con patrones conocidos, su

sensibilidad al orcinol-sulfúrico y fenol-sulfúrico y su

resistencia a la saponificación, puedenconsiderarse cera­

midas unidas glicosídicamente a más de un azúcar.

8.- La probable existencia de esterilglicósidos en N.crassa ha

sido evidenciada sometiendo a estos compuestos a hidrólisis

alcalinas y ácidas y tiñEndo diferencialmente los componen­

tes lipidicos.

9.- Se presentaron ademásevidencias de la existencia en N.crassa
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de glicolípidos sulfatados. El enfoque experimentñl utilizado

Fue la marcación con precursores radiactivos y su posterior de­

tección por autoradíografia.
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