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INTRODUCCTION

I. GENERALIDADES

Los lipidos comprenden un amplio grupo de compuestos cuyas
caracteristicas caomunes principales son la porcifn hidroffbics
relativamente grande de su molécula y por ende su mayor solubi-
lidad en solventes orgénices. Se incluyen as{ dentro de este
grupo, hidrocesrburos de cadens larga, elcoholes, sldehidos, éci-
dos grasos, ésteres, aminas y sustancias derivadas tsles como
glicéridos, ésteres de cera, fosfolipidos, glicolf{pidos, esteroi-
des y carotenoides. Los glicolipidos reunen las caracteristicas
de los l{pidos pero tienen ademfs en su molécula una fraccibn de
carbohidratos. Si bien estfn ampliamente distribuidos, son com-
panentes menares de la mezcla de lipidos aunque, dia e dia,
aumenta el conocimiento sobre la diversidad de funciones que
ellos cumplen dentro de 1la cﬁlula o en los seres vivos. Los gli-
colipidos vegetales, de hongos y microarganismos, presentan gran
diversidad estructural mientras que los provenientes de animeles

son en su mayoria glicogliceral{pidos o glicoesfingolipidos.



I. 1. ESTRUCTURAS Y CLASIFICACION

Los glicolipidos pueden dividirse en seis grandes grupos

seglin cual sea la fraccibn lipf{dica que los constituve.

I.1.1. Glicoglicerolipidos.

I.1.2. Esteril-glicflsidos.

I.1.3. Glichsidos de hidroxi-4cidos grasos.
I.1.4. Azlicares esterificados a 4cidos grasos.
I.1.5. Poliprenilfosfoazlicares.

I.1.6. Glicoesfingolipidos.

I.1.7. Dtros glicolipidos.

I. 1.1. GLICOGLICEROLIPIDOS

Carter y col. (1) aislaron de un extracto bencénicao de ha-
rina de trigo dos fracciones de glicolipidos que contenfen
D-Galactosa y gliceraol. Los anflisis posteriores tales como hi-
dr6lisis, degradacibn enzimbtica y oxidacifn con periodato de-
mostraron que se trataba de mono y digslactosas unidas glicosi-
dicamente al grupo OH de un glicerol, a los que se llembé mono
y digalactosildiglicéridos (MGD y DGD . respectivemente), cuyas

férmulas se ven en la figura 1.
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Figura 1: A)3-0-® -D-galactopiranosil-sn-1,2-diacil-glicerol.
Monogalactosil diglicérido (MGD).

8)3-0-(-X -D-galactopiranosil-(1l'-» 6)-0- @ -D-galacto
piranosil]-sn-l,2-diacil glicerol.
Digalactosil diglicérido (DGD).(52).



Pasteriormente fueron aislados de numerosas plantes y tem-

bién se los encontrd en bacterias, hongos y mem{feros.

Entre las bacterias, especialmente Gram positivas se aisle-

ron otraos glicosil-diglicéridos, (ver Tabla 1l).

Er los hongos no esth claramente definida la existencia de
los glicosil-diglicéridos. E1 trabajo de Baraud y col. (1970),
(2) menciona la existencia de un maonogalactosildiglicérido en
levaduras, pera no hay una adecuada caracterizacifn del mismo.

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

identificaron por cromatograffa en capa delgsda, dos compuestos
can movilidades equivalentes a mono y digaelactosildiglicéridos.
Estos compuestos constituyen una fraccifn mayoriteria de los 11-
pidos de este hongo acuftico. Por otro lado, una investigecibn
exhaustiva, en Saccharomyces, de los glicolipidos 1l8ébiles al
41cali, méas abundantes, con movilidad en las cromatograffes en
capa delgada de digalactosildiglicérido parecif indicar que se
tratan simplemente de azlcares aciladas (4). Brennan, (5) eis-

16 pequefias cantidades de un compuesto &lcali 18bil de Aspergillus

niger que €1 identificé como una mezcla de diglucosil y digelac-
tosil diglicérido. Aparentemente esta serfia la primera evidencie
concreta sobre la existencia de diglicosildiglicéridos en hongas,
basada en una incuestionable caracterizacifn. Lamentablemente,

las cantidades encontradas de este compuesto resultaron tan pe-
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quefias que pese a todo esto, se pone en duda el resultado de

estas observaciones.

En los mamiferos, la presencia de galactoglicerolipidos en
tejidos cerebrales ha sido descripta por distintos grupos (6),
(7), (8). Cuatro glicolipidos menores se purificseron de un ex-
tracto lipf{dico de la sustancia blanca de cerebro bavino (7),
uno de los componentes que representa més o menos el 0,2% de
toda la materia blanca, se identificé como una mezcla de galac-
topiranosil diacilglicerol y galactopiranosil mono alquil-

monoacil glicerol.

Las estructuras de estos compuestos fueron caracterizadss
como 1,2-di-0-acil-3-0-(@ -D-galactopiranaosil)-sn-glicerol y
l-D-alquil-Z—U-acil—B-D-(@’-D-galactopiranosil)-sn-glicerul,
(7), (9), (10). El alquil éter de estos galactoglicerolipidos
es predominantemente un residuo hexadecil que también se en-
contrf entre los glicolipidos de cerebro de bovino, cerdo vy
aveja, pero no fue detectado en la fraccifn monogalactaosil
diglicérido del cerebra de rata (11). La estructura del mono-
galactosil diglicérido es idéntica a la de las plantas, pero
la composicibn de 5cidos grasos es distinta. En los animales,
el 1,2-di-0-acil-3-0-@ -D-galactopiranosil-sn-glicerol
(monogalactosil diglicérido) aparece en el sistema nervioso

central y periférico. Este compuesto canstituye mbs o menos



el 0,5% del total de los lipidos del sistema nervioso, existien-
do evidencias sobre la implicancia del mismo en el proceso de
mielinacifn. Aparece casi exclusivamente en tejido nervioso mie-
linado vy su biosintesis es mayor cuando coincide con el perfodo
de méxima mielinacidn. La disminucién en la concentracifn del
1{pido después de la mielinacifn indica gque hay un metabolismo

(turnaver) activao.

Otra evidencia de la asociacifn del monogalactosil diglicé-
rido con el proceso de mielinacifn 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 homogenados de cerebro de
ratbn "jimpy" estd en la fraccifin microsomal (17,1 nmoles/g de
peso h@medo) en lugar de la fraccibn mielina (2,7 nmoles/g pe-
so hlmedo), mientras que en los homogenados de cerebro de ratfn
normal hay 168 nmoles/g en los microsomas y 155 nmoles/g en la
mielina. La baja concentracifn de monogalactosil diglicérido
en los "jimpy" no puede atribpirse a la alta actividad de las
enzimas catabllicas, porque los niveles de Xy Grgalactusidasas
y galactolipidolipasas son normales (13). Deshmukh, (1974) (14)
demostrb que las células de la oligodendria son los sitios pri-

marios de sintesis del monogalactosil diglicérido en la mielina.



Sobre esta base, puede considerarse al monogalactosil diglicéri-
do como un buen marcador para la mielinacifn en el diagnfistico

de enfermedades neurolfgicas.

Sulfolipidos

Existen derivados sulfatados de los glicoglicerolipidaos vy
el primera cque se aislf, en el alga Chlorella, fue el sulfogli-

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

CH,SO3H
0

HO o 0—CHp

|
OH  HCO-CO-R
HoCO-CO-R

Figura 2: 6-sulfo-o{-D-quinovopiranosil-(l—s 3')-1',2'~-diacil-sn-
glicerol. Sulfoglicosil diglicérido.(17).

Este sulfolipido (17) cantiene un grupo acido sulffnico
(R—SDBH) y no un grupo éster (R-D—SUBH) como los sulfbtidos de

animales que en su mayoria son sulfoglicoesfingolfpidos (122).



Este compuesto que parece estar concentrado aunque no localizado
exclusivamente en las membranas lamelares de los cloroplastos
(18), (19), (20), (21), se encontrd también en todas las plantas

fotosintéticas y algas donde se lo busch. (20).

En bacterias muy haloffilicas, se hallf por otro lado un

éster sulfato con la siguiente estructura (22), (23):
_0350—3-931 (1-6) man (1-2) glu (l-l')-U-CH2
I
R-0-CH

| R = CogHyy (phitanil)
R-U-CH2

En Mycobacterium tuberculosis, adembs existe otro glicolf-

pidosulfato, el 2,3,6,6' - tetra-acetil- «(-X'~trehalosa-2'-sul-

fato. (24).

En los eucariotes superiores, por su parte, se han caracte-
rizado varios sulfogalactoglicerolipidos. E1 monoalquil-monoacil-
gliceril-monogalactfsido-sulfétido fue aislado por Kornblatt y
col. (25) en el testiculo de la rats. Independientemente,
Ishizuka y col. (26) aislaran y caracterizaron otro sulfogli-
colipido en los testiculos 9 espermatozoides del cerdo. Es préc-
ticemente idéntico al de la rata, con conformacién @ -anoméri-
ca para la porcibn galactosil y el grupo O-acil esté unido al
C-2 del glicerol. Los estudios de metilacifn sugirieron que el

grupo sulfato est$ unido a la porcifin 3' de la galactosa.



-10-

Ishizuka lo 1lamf "seminolf{pido" y lo identificé como 1l-O-elquil-
2-0-acil-3-( @5—3'sulfugalactosil)—glicerol.En los testiculos de

cobayo aislaron otro compuesto de estructura similar.

Murray y col. (27) estudiaron la presencia de estos sulfo-
galactoglicerolipidos en test{culos de otros cordados para inten-
tar establecer una correlacibn filogenética con respiecto a estos
compuestos. Investigando en aves y peces Levine y col. (1974)
(28) encontraron que los testiculos de los patos y las lechuzas
contenfan dos glicolipidos principales pero estos eran sulfoga-
lactosilceramida y galactosilceramida. Los testiculos del sal-
mén y la trucha maduros también contenfan dos glicolipidos prin-
cipales, pero en este caso eran sulfogalactosilglucosil ceramida
y galgluceramida. En consecuencia, parece que los testiculos de

aves y peces carecen del sulfogalactosilglicerolipido.

Por otro lado, Ishizuka y Yamakawa (1974), (26) han carac-
terizado parcialmente los glicolipidos de testiculos humanos
adultos. Los glicoli{pidos principales resultaron ser el sulfoga-
lactosil-glicerolipido y sus compuestos no sulfatados; pero tam-
bién se detectf la presencia'de sulfogalactosilceramida y otros

glicoesfingolipidos.

En la Tabla 2 se resume la distribucibén especffica de sul-

folipiduos en los testiculos de varios organismos.



TRABLA 2

Distribucifn especifica de sulfolfipidos en testiculos de varios

organismos.

Especie Sulfogsalactosil Sulfogalactosil Sulfogalactosil
glicerolipido ceramida glucosil ceramida

cobayo

humana +

ratfn -

cerdo -

rata

pato +

lechuza +

salmbn trazas

trucha

Adem&s en cerebro de rata se han descripto dos compuestos
de este tipo. Uno de ellos parece ser el 5°sulfogalasctogliceroli-
pido alin cuando su contenido acilo y algquilo es més heterogéneo

que el del sulfogalactoglicerolipido del testficulo de rata (30).

En los hongos, hasta el momento al menos, no se habfan 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 Crassae.




I. 1.2. ESTERILGL ICOSIDOS Y ESTERIL GLICOSIDOS ACILADOS EN

PLANTAS.

Loz esteroles y sus derivados son componentes comunes de
las células vegetales y han sido aislados e identificados en nu-

merosas plantas y algunas hongos (21), (32), (2) y (4).

Se han identificado cuatro clases de lipidos basados en es-
teroles: esteroles libres, ésteres de esterol, esterilglicésidos
y esterilglichsidos acilados. Sus funciones no se canocen bien,
pero se Cree que son componentes de membrana y dado que la con-
formacifn y solubilidad de los esteroles tanto como su interac-
cifn con otros componentes de membrana pueden ser afectados por
la glicosilacidn y acilacifn se ha sugerido gque pueden jugar un

importante papel en regular la permeabilidad de la membrana.

Los esterilglicbsidos fueron descriptos por primera vez en
1913 por Power y Salway (33), mientras que los esterilglicbsi-
dos acilados han sido aislados por Le Page (34). Desde entonces
se aislaron numerosos compuestos de este tipo (35), (36), (37),
variando notablemente de una planta a otra (38), (39), (40), (41)
y también dentro de la misma planta en distintas etapas del de-
sarrollo (41), (42), (43). E1l componente azlicar es generalmente
glucosa, pero también se ha encaontrado manosa (44) y galactosa

(45). Entre los esteroles que se glicosilan los mas frecuente-
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mente encontrados son el @ -sitosterol y el estigmasterol y
las cantidades relativas de ambos varf{an segln los tejidos en

que se los encuentre. (Fig. 3)

CoHs CoH3
+ UDPG——»
HZCOH +(UDP)
p-—snosrﬁROL
0
[2Hs R-C-X
<
HCOH 0
0,
=

Figura 3: Reacciones involucradas en la glicosilacifn y acilacibn
de los esteroles para formar esterilglichsidos y esteril

glichbsidos acilados.(155).

En los hongos, Esders y Light, (31) demostraron la exis-

tencia de estos compuestos en Candida bogoriensis observando la
14

incorporecibn de C-UDPG a un aceptor que resultf ser el ergos-

terol, aunque el colesterol también era activo. E1 producto



aparentaba estar en cantidades apreciables pero no se pudo
aislar por su inestabilidad. Por cromatografia en capa delgeda,
Baraud y col. (1970), (2) encuentran esteril glicbHsidos como

componentes de las membranas citoplasmaticas de Saccharomyces

cerevisiase y en 1974 Tyorinojas, Nurminan y Suomalzinen (4) los
encuentran como componentes de la pared celular de la misma le-
vadura. Parodi (1976), (32) los biosintetizfi a partir de una

fracciféin particulada de la misma levadura.

Las primeras evidencias de la existencia de estos compues-

tos en Neurospora crassa se presentan en esta tesis.

I. 1.3. GLICOSIDOS DE HIDROXIACIDOS GRASOS

Los ejemplos més comunes son los ramnolfpidos presentes

en Pseudomonas aeruginosa. (Fig. &)

Se forma en grandes cantidades cuando la bacteris se culti-
va en un medio rico en glicerol, pues éste es utilizado para la
biosintesis tanto de la ramnosa como del &cido graso. A diferen-
cia de los &cidos ustilBgicos estos parecen ser homogéneos ya
que por hidr6lisis dan cantidades equimoleculsres de L-ramnosa y
del &cido graso. E1 ramnolipido tiene accibn bacteriostética

hecia Mycobacterium tuberculosis, cepa H37RV y es tbxica para

los ratones.
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O
CHy ). L‘H3
- 0— IIZHCH2C0 -0- ?chzcoou

OH UH
C7His C7H1s

Figura &4: 2-0-&{-L-ramnopiranosil-o~(-L-ramnopiranosil-D-3-
hidroxidecanoil-D-3-fcido hidroxidecanoica.
Ramnolipidao.

Otros gliclsidos son los &cidos ustilégicos, éstos son pro-

ductos extracelulares de cultivos aireados de Ustflago maydis el

hongo gue ennegrece los granos de cereales (corn-smut fungus).
Estos &cidos son insolubles en agua y son los responsables de

la actividad antibiftica de los cultivos de Ustilago.

Haskins y col. (1955), (46) y Boothroyd y col. (1956), (47)

caracterizaron parcialmente de un aceite de Ustilago maydis un
disacérido acilado que conéenia eritritol y manosa. Fluharty y
0'Brien (1969), (4B) reexaminaron el hongo y encontraron un gli-
col{pido con idéntica estructura pero asociado a la célula y no

como prodacto extracelulsar.
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El &acido glucostflico A es el residuo (]} de celobiosa aci-

lado unido glicosidicamente al Acido ustf{lico A:

HUHZC—-EIH--(CH2 )13 --CO0H
OH

y el &cido glucost{lico B es lo mismo pero unido glicosfidicamen-

te al Acido ustilico B.
OH OH

| |
HDHZC--CH--(CHZ)12 --CH-COOH

Soforfsidos

Estos glicHsidos son abundantes en levaduras, mohos y slgu-

nos basidiomicetes. Los soforfsidos de Candida bogoriensis vy

Torulopsis apicola no se aislaron de la célula, son todos pro-

ductos extracelulares, aunque en Candida se detecta intracelu-
larmente varios dias antes de que la excrecifin comience, (49).

(Fig. 5)

Leine y col. (1972), (50) describieron un lipido que est4

en gran centidad en Aspergillus niger, el &cido monoglucosilo-

xioctadecenoico y que parece estar asociado & 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 fcido como l{pido
polar dominante ya que en estas condiciones, la sintesis de

fosfoli{pidos en el micelio es deficiente. Por el contrario, si
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CHo0H
0
0—CH-(CH2)15 COOH
OH [':
HO H3
CHOH
0
OH
HO
OH

Figura 5: 2-0-@-D-glucupiranusil-©-D-glucopiranusil

-L-17-hidroxioctadecanoato. Soforolipido.
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el micelio crece en altas concentraciones de fosfstos, los
fosfoglicéridos son los lipidos predominantes. Le idea es que
el glicolipido es retenido en la membrana en condiciones donde
los fosfoglicéridos fueron degradados o no se sintetizan. No se
observaron diferencias microscbpicas entre micelios ricos y
pobres en fosfolipidos, por lo tshto el glicolipido ocuparia el
lugar del fosfolipido como componente estructural de ls membra-
na. Estas interpretaciones son compatibles con el punto de vis-
ta de que los glicolipidos y los fesfolipidos tienen funciones
complementarias y de soporte en la bicapa lipfdice de las mem-

branas biolégicas.

I. 1.4. AZUCARES ESTERIFICADOS A ACIDOS GRASOS (52)

Entre los azlcares esterificados més comunes podemos citer
la triacilglucosa de Mycoplasma y la diacil trehalosa, también

llamado factor de coordinacién de Mycaobacterias (Fig. 6)

Este factor puede extraerse de los orgenismos con solven-
tes no polares y se piensa-.que es el responsable, de alguna ma-
nera, de la morfologia de los cultivos que se ven en cepss
virulentas del microorganismo. Es una sustancia extremadamente

tbxica.
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CHp0-CO-R

OH
OCO-R
R-CO-0

OH

CH20-CO-R CHy0-CC-R
C

OH OH
HC HO

OH| o OH

Figura 6: A)3,4,6-triacil-(® -D~glucopiranosa.Triacilglucosa
(Mycoplasma). R-CO=0leoil.
B)6,6'~diaciltrehalosa (Mycobacteria).R-CO=palmitoil

816H310,miculannil C87H17502 6 corinomicolanoil

CsoHg305-

I. 1.5. POLIPRENILFOSFORZUCARES

Los poliprenilfosfatos son compuestos de alta energia que
existen en las membranas de procariotes y eucariotes en canti-

dades extremadamente pequefias.

La naturaleza del lipido participante es la de un polipre-

nol cuya estructura y biosintesis ha sido exhaustivamente estu-
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diada, (55), (56) y cuya férmula es la siguiente:

CH
H(CH2-8=CH-CH2)EDH

donde el nimero de unidades isoprénicas n y el grado de sature-
cifn de la unidad ¢ es distinto entre pro y eucariotes. En bec-
terims, los poliprenoles tienen 10 & 12 unidaedes isoprénicas,
todas insaturadas (56), mientras que en eucariotes n es igusl a
17-21 unidades isoprénicas para animales y de l4 & 24 para hon-
gos y plantas, saturadas en la posicifn o< . (57), (58). Los
poliprenilfosfatos pueden contener simplemente fosfato o piro-
fosfato. Unido al fosfato se puede encontrar un monosacérido y
unido al pirofosfato, un monosacérido o un-oligosacérido. Las
propiedades de estos compuestos difieren de otros glicolfpidos
conocidos en no ser saponificables y ser lébiles a 1a hidrfli-
sis Acida suave (HCl1 0,01 N, 1009C,10 min.). Son compuestos
hidroffbicos y su sintesis es catalizada por enzimas asocia-

das a la membrana celular.

En bacterias la funcibn de estos glicolipidos es actuar
como intermediarios hidrofbébicos en el proceso de transferen-
cia de azlicares de los dadores nucleotfidicos hidrosolubles al
lipopolisacérido de la pared bacteriana. (59), (60), (61),
(62), (63), (BL4). En Eucariotes, su funcibfn estf ligada a la

glicosilacién de proteinas (65), (66).
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En 1970, Behrens y Leloir incubando una prepuracifn enzimé-
tica de microsomas de higado con lL'E:-uril:iinadii’osf‘eutcn_qlucosa en
presencia de Mg++ (67), observaron la formacifin de un compuesto
marcado en 1hC—glucusa soluble en solventes orgénicos. Si a la
mezcla se le agregaba una sustancia extraida de higado, también
soluble en solventes orgénicos, aumentaba la formacifn del pro-
ducto radioactivo soluble en la fase orghnica. Esta sustancia
era anibnica, contenia fosfato y su espectro al infrarojo la
asemejaba a los poliprenoles (67). Entonces, se fosforilé qui-
micamente dolicol aislado de h{gado de cerdo, (68) y se comparb

con la sustancia activs.

fanto el dolicol monofosfato sintético como la sustancia
del higado resultaron resistentes a la hidrflisis alcalina y
Scida y tenfan l1a misma movilidad en cromatogrefia en capa del-

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

La reaccibn, catalizada por la preparacibn microsomal re-

sultd ser la siguiente:
UDPGlu + Dol-P ——» UDP + Dol-P-Glu

Esta reaccifn ha sido descripta en una variedad de tejidos
de memiferos, aves e insectos, as{ como también en hongos, pro-

tozoarios y plantas, (66).

Por otro lado, la reaccifn:

GDPMan + Dol-P ——3» GDP + Dol-P-Man



es catalizada por otra enzima que se describil per primera vez
en higado y cerebro de rata, (69), pero que existe en otros te-
jidos de aves, mamiferos, protozoos, levaduras e insectos, (66).
Si por el contrario, los microsomas de hf{gado de rata, se incu-
ban cor uridina difosfato N-acetilg}ucosamina, se forma el de-
rivado pirofosforilado conteniendo azlicar, segln la siguiente

reaccibn:
UDPGlNac + Dol-P ———3 Dol-P-P-GlcNAc + UMP (7D)

que se ha descripto similarmente en una gran variedad de siste-
mas, (66). Leloir y colaboradares, han descripto ademés la for-
macifin de dolicol pirofosfatos oligosachridos marcados en mano-
sa, utilizando también preparaciones microsomales de hfigado,

14

incubadas con lL'l:-l?xDF'Man 0 con C-Dol-P-Man, (71).

Como se dijo anteriormente, la funcibfn de estos compues-
tos en eucariotes es la de actuar como intermediarios lipofi-
licos en el proceso de biosintesis de las cadenas de oligosa-

chridos unidas a las protefnas en los residuos N-asparagina.

El camino de biosintesis mas comin es el descripto en
células de mamiferos (67), (72) y de levaduras (73), (74), (75)
donde a partir del Dol-P-P-GlcNAc se adicionan sucesivamente
otra GlcNAc, varias manosas y finalmente tres glucosas a par-

tir de distintos dadores como se ve en la fig. 7.
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El compuesto finalmente sintetizado es transferido intacto
a un residuo asparagina del polipéptido aceptor, (?6) en una
reaccifn que requiere Mn**. Posteriormente y a nivel de la pro-
tefina, el oligosecérido sufre un proceso de degradacién percial

(procesamiento) y adicifin de nuevos azlcares. (77).

I. 1.6. GLICOESFINGOLIPIDOS

Estos compuestos pueden dividirse en tres grupos principa-
les: (Fig. 8)
a) Glicoesfingolf{pidos neutros, b) Sulfatidos, y c) Glicoesfin-

golipidos con 4cido si&lico o Ganglifsidos.

Los glicaoesfingolipidos estén presentes, en la mayorf{as, si
no en todos, los tejidos de mami{feros. Su estructura b&sica es

la siguiente: (Fig. 8)

La existencia de varias anomalias provocadas por las defi-
ciencias en el metabolismo de estos compuestos ha motivado un
sostenido interés por las investigaciones sobre la naturaleze
quimica de los mismas vy de los mecanismos involucrados en su
biosintesis y metabolismo. E1 descubrimiento de las propiedades
antigénicas de estos lipidos ha estimulado asimismo el estudio
de sus propiedades fisicas y quimicas. Adem&s, en los Gltimos
afios, los glicoesfingolf{pidos han sido muy estudiados en célu-

las transformadas por virus tumorogénicos y el interés mayor
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A

CH3(CHo)12 H

/¢ OH

\{
C-C-CH2-0 /1N oy

OH NH
: HOCH2

C=0
8 ; —

CH3(CH2)14 ClH—ClH -CH20 - 3-D-galactopiranosil-3-sulfato

\cc

OH NH
!
COR
CHZDH CHaOH CHo0H
DCW}vaAvavx
cH OH HCNH
2 HCOH
CH3- C 0

OH
OH

figura 8: Glicoesfingolipidos. A) N-acil-esfingosina-l- @ -D-galacto-
pirandsido.R-CO=lignoceril,2-hidroxilignoceril, nervonil,2-
hidroxinervonil. Galactosilceramida 6 cerebrﬁsido.
B)N-acil-esfingosina-1- ¢-D-galactopiranosil-3-sulfato.
Sulfatido.
C)II- -N-acetilneuraminosil-gangliotetraglicosilceramida.
Monosialoganglifsido. Gy, -




se centrb en las alteraciones que sufren los ganglifsidas en

estas células como resultado del proceso de transformacifin.

Thudichum en 1874 (78) fue el primero en aislar un glicoes-
fingolipido de cerebro humano que contenf{a un fcido graso, un
azlicar y una base orgénica que no se conoci{a anteriormente, re-
sultando ser el cerebrfisido o galactosilceramida. Muchos sfios
después, Klenk, (1935), (79) encontrf en cerebros de chicos gue
sufrian la enfermedad de Tay-Sachs o de Niemann-Pick un glicoes-
fingolipido que contenfa un azlicar desconocido: el &cido siflico-
Anteriormente esos li{pidos habfan sido detectados por Landsteiner
y Levene, (1925) (80) y welz (1927) (8l1), (82) por su reaccifin
con el p-dimetilamino benzaldehido y orcinol para formar un cam-
plejo coloreado. Blix, (1938), (83) informb sobre la aparicién
de estos li{pidos en cerebros normales y Klenk (1942) (84) los
llamb ganglifisidos porque sospechaba gue estaban localizedos en
células ganglionares. Mucho més tarde, en 1951, Yamakawa vy
Suzuki (85) descubrieron que los ganglifisidos aperecen en teji-
dos extraneurales. La estructura de estos compuestos fué dilu-
cideda en la década del 60 .por Svennerholm y otros (86), (87),
(88). Los globfsidos son también glicoesfingolipidos y consti-
tuyen un componente lipf{dico importante en las membranas de los

eritrocitos humanos.

Su sislamiento y propiedades fueron descriptos paor Klenk



y Lauenstein (1962) (89) y por Yasmakawa y Suzuki (1952) (90).
En 1J64, Rapport y col. (91) aislaron la citolipiha K de rifibn
humano. Esta sustancia junto con le citolipina H tiene propie-

dades hapténicas Gnicas.

Las estructuras quimicas de la esfingasina (4-esfinguenina)
y fitoesfingosina (4-D-hidroxiesfinganina) que son las princi-
pales bases orgbnicas en la mayoria de los glicoesfingol{pidos,
fueron establecidas por medio de estudios degradativos (92),

(Fig.9).

En los glicoesfingoli{pidos de mamiferos, la 4-esfinguenina
es generalmente la base aminada de cedena larga que aparece en
mayor cantided, aungque los ganglios del cerebro contienen can-
tidades casi iguales de L4-esfinguenina y de un isfmero de cade-
na larga, L-eicosasfinganina. En las plaentas, la bL-hidroxiesfin-
ganina es generalmente la base de cadena larga que aparece en
mayor cantidad. (93). Karlsson, (1964), (94) fue el primero en
encontrar una familia de fitoesfingosinas en cerebrfsidos de
rifibn. Una revisifn sobre estas bases fue hecha por Karlsson en

1971, (99).

La composicifin de fcidos grasos de los glicoesfingolipidas
varf{a seglin el tejido, habiendo sido estudiado en: cerebro (95),

(96), bazo, (97) y glbbulos rojos (98).
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Figura 9: Bases aminadas de cadena larga.
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Se sabe ademés gue los glicoesfingolipidos neutros y sul=-

fétidos de tejidos no nerviosos tienen altas concentraciones de

lignocérico (24:0) y nervbrico (24:1) seguidos por behénico

(22:0) y palmitico (16:0).

Hay concentraciones variadas de o ~-hidroxi &cidos grasos

en los lipidos de estas fuentes. En cerebrfisidos y sulfftidos

cerebrales los &cidos grasos mayoritarios son del tipo 24:0 vy

24:1 y sus o -hidroxiderivados.
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Nomenclatura La IUPAC-IUB Comission of Biochem. Nomenclature

propuso reglas para ls nomenclatura de estos l{picos, algunes

de las cuales conciernen a las bases de cadena lerga. Este tér-
mino se refiere a la esfinganina, sus homologos y estereoisbme-
ros y a los derivados hidroxi y no saturados de estos compuestos.
Los términos genéricos usados son: esfingolipidos, pare cuel-
quier lipido conteniendo una base de cadena larga, glicoesfin-
golipidos para aguellos lipidos que contienen una base de cade-
na larga y uno o méas azlceres, ceramidas pare N-acilbases de
cedena large, cerebrfisidos para glicoceramidas y genglifisidos

para un glicoesfingolipido con &cido neursminico. (Fig. 8)

€l compuesto conocido como dihidroesfingosina, 1,3 hidroxi-2
amino-octadecano se llama esfinganina. La esfingosina o

1.3 hidroxiaminooctadeceno se conoce como 4-esfinguenina.

Los homflogos més comunes son las bases de C20 que se lla-

man eicosaesfinganina y L4L-eicosaesfinguenina.

Las bases de cadena larga que estén sustitufdas en C-4 con
un grupo OH son del grupo de las fitoesfingosinas y se conocen
como derivados de las esfinganinas. La fitoesfingosina misma se

llame L-D-hidroxiesfinganina. (Fig. 9)

La ceramida es la porcibn hidroffbica de un glicoesfingo-
lipido. Consiste en una mezcla de especies moleculares donde le
esfingosina o bases similares estén unidas por unifin emida a

varios acidos grasos.
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En los glicoesfingolipidos, la ceramida est& unide a mono
u oligosachridos por unifin glicosfdica con el grupo hidroxileo

primario de la base aminada del glicoesfingolipido.

Cuando el carbohidrato contiene una o més moléculas de
Bcido siédlico, se los llama ganglifsidos. E1 término &cido
siflico se usa para clasificar el acido N-acilneuraminice
(5-amino-3,5- dideoxi D-glicero-D-galacto-2 nonulo pirsnosénico).
£l compuesto aparece generalmente como un derivedo N-acetil o
N-glicolil. Los &cidos siflicos ocupan su posicién en el extre-
mo no reductor del oligosacérido ceramida en los ganglifisidos.
(Fig. 8 c), donde se unen por una unifn cetosa a los grupos
hidroxilo de la galactosa o a un segundo écido siflico. Alter-
nativaemente también se encuentran como un azlcer ramificado

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

En la Tabla 3 pueden verse las estructuras y nomenclatu-
ra de los glicoesfingolipidos neutros, ganglifisidos y sulfeati-

dos més importantes descriptos hasta el momentao.

Distribucibn en mamiferos

Distribucibn general: La galactosilceramida y galactosilce-
ramida 1-3 sulfato son los glicoesfingolf{pidos més ebundentes

del tejido nervioso. Aparecen en el cerebro junto con los fos-
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folipidos, el colesterol, los ganglifsidos y pequefias cantida-
des de numerosos glicoesfingolf{pidoscomo glucosilceramides,
lactosilceramidas, 16-acilgalactosilceramidas, oligbglicosil-
ceramicdas de mayor complejided y galactosildiglicérido. La
galactosilceramidas y su éster sulfato sparecen en mayor concen-
tracifn en la materia blenca y la mielina donde constituyen més
del 20% del peso seco del tejido. En proporcifn a otros compo-
nentes, el cerebrfsido constituye més o menos el 5% de los 1i-
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 mhs o menos
el 1% del peso fresco del cerebro humano (2,5-4% del peso seco)
y representa 5,4%, 3,8% y 1,7% respectivemente del total de
los 1{pidos en la materia blanca, mielina y materia gris (102)
(103). Por otro lado la concentracifin de galactosilceramida
y su éster sulfato en rifibn, es de 0,04% de peso seco y la de
lactusilceramida—l3-sulfato es 0,014-0,018% de peso seco (l04).
La concentracifn 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 concentracifn de esfingomieli-

na es a8 la inversa.

La presencia de glicoesfingolipidos en plasma fue demos-

trada por Svennerholm y Svennerholm (1963) (111) y posterior-
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mente Vance y Sweeley (1967) (115) los caracterizsran tanto del
plesma como de los eritrocitos, como glucosilceremidas, lacto-
silceramida, trihexosiceramida y globfsido, cuyaes estructurss
figuren en la tabla 3. £s importante destacar que estos glicoes-
fingol{pidos también estén asocisdos a lipoproteiras circulan-
tes del plasma (133). En linfocitos humanos purificados tembién

se alslaron estos cuatro compuestos (134).

Genglibsidos:

La mayorfia de los ganglibsidos totales esté en la materia
gris que contiene 2,5 umoles de &cido neuraminico/g de peso hl-
medo (2% del peso seco 8 5% de lipidos totales). Le médula adre-
nel es otro tejido rico en ganglibsidos. Estos compuestos se lo-
calizan en las membranas celulares del tejido nervioso, especial-
mente en membranas externas de los sinaptosomas y en microsomas.
La estructura de los principales ganglifsidos puede verse en la
table 3 y entre los tejJidos extraneurales donde se los encuentra
se pueden nombrar: rifbn, cristalino, plasma, eritrocitos huma-
nos, equinos, caeninos, felinos, plaquetas, plecenta, bazo y re-

tina.

I. 1.7. OTROS GLICOLIPIDOS




DERIVADOS FOSFATIDOS DE AZUCARES

Fosfatidilglucosaminil glicerol en Bacillus megaterium vy

Pseudomonas ovalis (53) (Fig. 10R) y fosfatidil inositol poli-

manbsidos en Mycobacteria. (Fig. 108). Son D-manfsidos del
fosfatidilmioinositol. Este Gltimo es comln en plantas y teji-

dos animales. (54).

FITOGLICOLIPIDOS

Estos compuestos fueron estudiados en tejidas vegetsles vy
se distinguen entre los glicolipidos de plantas por su base ami=-
nada de cadena larga. Carter (1969) (135) lo identificb como un
N-acil fitoesfingosil fosforilinositol unido glicosidicemente a

un complejo oligosachrido. (Fig. 11A)

Est5s ampliamente distribuido en granos de cereales y semi-
llas de oleaginosas. No se conoce su funcifn y significadeo bio-

l6gico.

Las primeras evidencias de le existencla en hangos de es-
tos compuestos, se aobtuvieron con el hallezgo de grendes canti-
dades de ceramidas libres en los extractos lipfdicos y se pensf
entonces que eran productos de degradecifn de compuestos més
complejos. Waegner y Zofczik (1966 ) (136) sisleron un esfingo-

1{pido con fosforo, mio-inositol y D-manosa de Saccharomyces

cerevisiae y de Candida utilis y sugirieron la estructura
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A

HoC-0-CO-R HaC 0
2 ‘ HOCH)\OH
R-0C-0-C -
| HC-0—"\
HoC -0~ PO-0~CHp L
)
B (3-P|1anp
DH 0 0
]
0" WC-0-CO-
of H-0-CO-R
[@—Manp (1-6)]-0 HaC-0-C0-R

Figura 10: A)3-sn-fosfatidil-1'-(2'-D-glucosaminil)-sn-gliceral.
Fosfatidil glucaosaminil glicerol.

B)3-sn-fosfatidil-sn-1'-mio-inositol-2'- ©-D-manopira-

nbsido-6'-Q -(1-—» 6)poli-D-manopirenfsido.
Fosfatidil inositol polimanbsidos.
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manosil-mono-inositol-monofosforilceramida. (Fig. 118).

Rl principio se pensb gue era un producto de degradacibn
alcalina suave de otro lipido més complejo el CerPZIZM (D-mano-
sil-diinositol-difosforilceramida) (Fig. 11C) que habia sido
aislado por Steinmer y col. en 1969 (137), pero en 1974, Smith y
Lester (138), aislaron y caracterizaraon cantidades significati-
vas de Cer-PIM (manosil-mono-inositol-monofosforilceramida). No
obstante ello el compuesto constituye una fraccifin muy pequefia

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

(5) la aislaran de Agaricus bispaorus y en este hongo representa

el 50-60% de la mezcla total de esfingolfipidos. Otros autores

encontraron estos lipidos en S.cerevisiae (139) (140). Un precur-

sor en la biosintesis de CerPIM y CerP,I M seria la inositol-
fosforilceramida, Cer PI. Smith y Lester (1974) (138) aislaron
y caracterizaron tres miembros de este tipo de esfingolipido

en S.cerevisige. Por otro lado, Lester y col. en 1974, (141),

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

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

(1976) (143) estudiaron estos compuestos para ver si al igual
que en las plantas superiores presentaban segmentos de oligo-
sacéridos, encontrando por lo menos 4 glicofosfoesfingolfipidos
diferentes en R.bisporus y B8 distintos en A.niger. Algunos de

estas fueron caracterizados.
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En protozoos pueden encaontrarse estos compuestos como com-

ponentes de la membrana plasmitica de Acanthamoeba castellanii

(l44) y también en células totales de formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi (145). En ambos casos fueron sislados y ca-

racterizada parte de su estructura.

La estructura propuesta para el lipofosfonoglicano de

A. castellsnii es la siguiente:

galactosamina
E aminoetilfosfonato
ceramida-P-inositol
6- hidroxi-2-aminoetilfosfonato
glucoss glucosa
manosa manosa
xilosa galactosa

La identificacifin de los componentes lipf{dicos del lipopeptido-

fosfoglicano de T. cruzi da la siguiente estructura:
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"
[R-CHOH - ((Z)Hrg-l'_l; CH,0-P - 90- mosutol]{‘\/\/\/\

R=CH3- (CHZ)M- 6 CH3 -CH —(CH2)13 -

R=CH3-(CH)14~ ¢ CH3~ (CHp)pp

R= dihidroxiesfingosina-C,q4 R'= fcido palmitico 6

lignocérico.

Los azlicares eran manoss, glucosa y galactosa y en cantida-

des menores, glucosamina.

L IPOPOL ISACARIDOS

Estos compuestos son lipo-polisecébridos complejos de alto
peso molecular que aparecen en las paredes celulares de las bac-
terias Gram-negativas. Estéan constituidos por un polisacérido
ligado & un glicolfipida (lipida A) por un residuo 3-deoxioctulosanato.
El 1fpido A parece ser una poli N-acil-glucosamina esterificada con

etenolamina fosfato y con &cidos grasos. (Fig.l1l2).
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0 0
| | .
CHo0-P0-0CHZCHaNH CHp0-PO-0CH,CHoNH
0 0

~|—p\OCOR 0\OCOR

{\IH t;lH
COR CO.R’ 14

Figura 12: Estructura tentativa del 1fpido A de Escherichia coli

(146) daonde R-CO y R'-CO son cadenas de &cido ecética,

ldurica, hidroxilalrico, mir{stico y palmi{tico.

Otros lipopolisachridos conocidos son los de Salmonella que
fueron agrupados en 16 tipos basados en los monosac@ridos que
los constituyen. Hay un core, comlin 2 todos los tipos que contie-
ne heptosa, etanolamina, fosfato, 3-deoxi-D-6cido manooctulosbni-
co, D-Gal-D-glu y 2-amino 2-deoxiglucosa. El1 core est& unido, por
un lado, a través del &cido octulosénico al componente lipidico,
1Ypido A y por el otro, por intermedic de una hexosa, a un poli-
sachrido gque contiene las secuencias de azlcar espec{fices res-

ponsables de la especificidad antigenica.



MICOSIDOS:

Son peptidoglicolipidos complejos preparados de las ceras

de Mycobacteria.

El micbHsido C de Mycobacterium avium contiene 6-deoxi-L-

talosa y 3-0 metil-6-deoxi-L-talosa. Uno de los azlicares esté
ligado en éster a un residuo C-terminal de alamina de un penta
o heptapéptido hecho de D-amino&cidos. El1 otro residuo azlicar
esth unido glicosidicamente a la (nica D-alotreonina presente
en estos péptidos. Los &cidos micHlicos estén unidos por unibn
amida a los grupos terminales amino de D-fenilalanina. Algunos
az(icares estén acetilados al C-2 y C-4. La fraccifin cera se
caracteriza por su insolubilided en acetona. La cera D de

Mycobacterium tuberculosis contiene un complejo peptido-glico-

1Ypido, todavia incompletamente caracterizado, de alto peso
molecular que contiene &cido micllico esterificado en algunos
residuos azlcar. Esta sustancia es responsable de la accifin
adyuvante y de la gran hipefsensibilidad causada por los 1lipi-

dos del bacilo tuberculinico.

II. GLICOESFINGOLIPIDOS

II. 1. Funcibn de los glicoesfingolipidos.

En la superficie de las célules snimales aparece una gran

variedad de glicoesfingolipidos, donde la porcibn de carbohi-



dratos puede ser diferente y cada uno de ellos puede tener una
funcibn determinada, ya sea caomo lipido anular, receptor o marca-
dar en la superficie o integrante de la matriz de la membrena.

En cuanto a su distribucifn intrscelular estan en el reticulo en-
doplasmético y en el aparato de Golgi, sitios donde ocurre la
bios{ntesis de las membranas periféricas. De alli son llevados

8 la superficie en vesiculas que se fusionan con la membrana

superficial.

A pesar de que los glicoesfingoli{pidos constituyen solo el 5%
de los lipidos totales, las actividades biolbgicas que presentan
son muy importentes. Adem@s, por su ubicacibn especial dentro de
la membrana celular donde estén asimétricamente distribufdos en
la mitad externa de la bicapa lipidica se los considera entre el
grupo de moléculas involucradas en la maquinaria de control de

informacifn de las célulsas.

Las evidencias crecientes que existen sobre la disposicibn
asimétrica de estos lipidos'en las membranas se basan en estu-
dios hechos en membranas de eritrocitos (147) (148). La fosfa-
tidilcolina y 1a esfingomielina que contienen colina, se ubi-
can preferentemente en la capa mas externa de la bicapa, y los
1ipidos que contienen grupus—NHz, fosfatidilserina y fosfatidil-
etanolamina, principalmente en la parte interna, el coleste-

rol esté en ambas capas y los esfingulipidus parecen residir,



como se ha dicho, exclusivamente en la capa externa de la mem-
brana plasmétice. A pesar de ls pequefia proporcifn que los gli-
coesfingol{pidos ocupan en la membrana plasmética, considerando
que todos estén en la mitad externa de ésta, se puede calcular
gue de cada dos o tres moléculas de 1{pidos una es un esfingo-
1{pido. Esto es v8lido para célules de mamiferos y puede ser
un fenbmeno general en celulas animales. En la mayor{a de los
microorganismos, sin embargo, el colesterol y los esfingolfpi-
dos no han sido detectados aunque son companentes obligados de

hongos vy protozoos.

Karlsson (149) postula que la mitad externa de la bicapa
de las celulas animales consiste de proteinas y tres componen-

tes lipf{dicos, colesterol, fosfatidilcolina y esfingolf{pidos.

De acuerdo 8 sus funciaones en la membrana, los glicoes-

fingol{pidos se pueden dividir en tres tipos (150):

Tipo I: L{pidos anulares de la superficie celular.

Tipog II: Los glicoesfingolfpidus como receptores y marcadores
de superficie.

Tipa III: Los glicoestingolipidos como integrantes de la matriz
de la membrana.

Tipo I: Lipidos anulares de la superficie celular.

Son aquellos lipidos gue rodean una protefna funcional de

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



fueron en su mayoria con sulfétidos.

En una serie de investigaciones se ha demostrado que la
caoncentracifin de sulfftidos (13-503-Ga1Cer) en numerosos tejidos
estd correlacionada con la actividad de la ATPasa dependiente
de Na'y K¥, (152). Esta enzima esté involucrada especificamente
en la translocacifn del Na*en la superficie de las membranas de las
células animales (153). Esta relacifin se da tanto en los tejidos
con un considerable transporte de Na*'como en las gléndulas de la
sal de ciertos peces, 6rganos eléctricos, rifibn y células nervio-
sas, como en eritrocitos con sflo unos pocos cientos de moléculas

de enzima por célula. (Figura 13).

Existen, sin embargo, divergencias en la correlacibfn sefiala-
da. En la materia blanca, por ejemplo, el sulfétido esté en con-
centracifn muy alta. Esto se explica obviamente por la presencia
de mielina, un sistema de membranas mlltiples especializado para
aislar los axones nerviosos. La mielina deriva de las células de
la glia y ha perdido su actividad enzimbtica, pero retiene sus

1{pidos.

No hay sin embargo, evidencias suficientes que prueben gue
los sulfftidos con sus grupos anifinicos son parte esencial de
la unidad de translocacifin, aun cuando existe una hipfitesis don-
de el sulfétido es postulado como un componente esencial pera la

translocacifn del K¥(modelo del "sitio del cofactor").
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La ATPasa dependiente de na* y k* es una lipoproteins unida
a la membrana que ha sido aislada y altamente purificada en va-
rios tejidos.(154). E1 ensayo de actividad consiste en la hidrb-
lisis de ATP siendo la reaccifin dependiente de lipidos. E1 1{-
pido requerido necesita presentar el estado "l{quido-cristalino®
para interactuar con la proteina, pero no se ha probedo que se
necesite una cabeza polar determinada. Aunque la hidrbflisis de
ATP se considera un paso esencial en la translocacién del Na® y
del K+, los estudios hechos sobre los requerimientos lipf{dicos
para la hidrflisis no son cancluyentes en cuanto a un requeri-
miento lip{dico determinado para la translocascifn. Usando lipo-
somas y enzimas purificades de bacterias, se intentf recons-
truir la bomba ifnica y se vif gque hay un transporte nsto de
Na' desde el exterior hacia el interior, cuando se agregada
ATP a la suspensifn. La ouabaina produce una inhibicién comple-
ta del transporte, pero sflo desde el interior. Esto indica la
existencia de une protefna especificamente orientada. En estos
experimentos, los liposomas estén formados exclusivamente por
lecitina y por ello surge evidente que ni la fosfatidilserina
nl los sulfbtidos son absolutamente necesarios para la trans-

locecifin del Na'.

Por otro lado en otros experimentos hechos con preparacio-

nes enzimbtices animales, Karlsson infiere que los sulfétidos



son necesarios para la translocacibn del k* funcionando como
sitios para el catifin con su grupo gal-3-sulfato hacis el exte-

rior de la membrana. (Figura 1l4).

En aquellas preparaciones enzimbticas donde no hay sulff-
tidos como integrantes de la preparacifn, no existé transporte
de K* y la bomba de Na® se hace "electrogénica" con cotranspor-

te de Cl .

El proceso de translocacibn (Figura 15), comienze con el
Nat, no totalmente hidratado, unido al sitio iénica (cerboxf{lico)
selectivo para Na+, del lado interno del canal ("gate") y el H+,
hidratado, unido al sulfftido del lado externa, (Figura 15,A).
La fosforilecibn de la ATPasa portadora del sitio "Na", provoca
un cambio conformacional cooperativo del "gate", moviendo el si-
tio de unifin al exterior. Concomitantemente, la fuerza del campo de
dicho sitio decrece, favoreciendo la hidratacifin y la disociacifn
del Na“. (Figura 15,B). Las constantes de estabilidad ahora expli-
can un intercambio de K* entre el sulfato y el "gate".(Figura 15,C).
En la defosforilacién, (Figura 15,D), el "gate" vuelve al interior
con K* y con mayor afinidad por el Na'. E1 equilibrioc a ambos la-
dos (a través de la competencia entre Na* y K*) da ahora la situa-

cibn originel. (Figura 15,R).

En ausencia del sulfbtido, (o en la proximidad del "gate" vy

sulfftido), la bomba es electrogénica: hay salida de EM pero no
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EXTERIOR

INTERIOR

Figura l4: Modelo del "sitio del cofactor" de la ATPasa
dependiente de Nat y K+ y los sulfftidos en
las membranas. La enzima es un dimero compues
to de dos grendes subunidades pero sblo une
de ellas reacciona con ATP (modelo del sitio-
medio). Dos subunidades pequefias de glicopép-
tidos para cada polipéptido grande llevan un
canal ("gate") catifnico, (6valo en la figura).
Los sulfatidos (hexagonos negras) estén en la
mitad externa de la bicapa y en cantidad sufi-
ciente para formar un anillo alrededor de las
proteinas. E1 grupo sulfato (circulo negro)
est& muy prBximo del lado externo del canal
("gate") catibnico. Compérese con la figura 15.
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hay entrada de k' desde el medio hacia el sitio selectivo del

"gate". (153).

EXTERIOR

\ Na { K
K Na K K
T eNa T - ﬂ‘.x -
ATP P, Na \
INTERIOR

A B C D

Figura 15: Pasos sucesivos en la translocacifn del Na* y el H+,
de acuerdo al modelo del "sitio del cofactor" (Fig.lk).
El grupo sulfato del sulfftido (cfrculo negro con K¥ en
R) estd muy cerca del lado externo de un canal ("gate")
proteico que tiene el sitio de translocacibn (circulo

negro can Na' en A).

OTROS SULFOLIPIDOS

Los grupos anifinicos daominantes en toda clase de membranas
son carboxilos y fosfatos, tanto de protefnas como de l{pidos vy
carbohidratos. Aun cuando es importante destacar que el
"glicocalix" que rodea muchas membranas plasmfticas, contiene

proteoglucanas con grupos sulfato. Similarmente la existencia
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de los sulfolfpidos sugiere que las funciones que desempefian es-
t&n asociades con sus propiedades anifnicas. Un ejemplo es el
glicolf{pido que contiene sulfonato en plantas y equinodermos,6-
sulfo- X ~-quinovosildiglicérido (Fig.2) que se ha encontrado

que esth correlacionado con la ATPasa dependiente de Na* y K* de

los tejidos de cafia de azlcar.

La conformacifn cristalina de la regifn polar de este 1{-
pido (156) parece tener varios aspectos en comlin con la (3 -gel-3-
sulfato, sugiriendo esto una asociacifin similar de estas dos

sulfolipidos con la proteina en una unidad de translocecifn.

SULFOGALACTOGLICEROLIPIDOS EN TESTICULOS Y ESPERMATOZOIDES.

Poco es lo que se sabe hasta el momento sobre la pasible
funcibn de los sulfogaelactoglicerol{pidos, en los testfculas de
mam{feros, pero hay algunos hechos importantes que los relacio-

nan con el proceso de espermatogénesis.

Cuesndo se forman los espermatocitos I en los testfculos de
reta, hay un gran incremento en la cantidad de sulfogalactoglice-
roli{pido. (27) Este compuesto es metabbflicamente esteable dado que

se 1o encuentra posteriormente en espermatozoides.

Como en los espermatozoides también existen genglifisidos
(157) (158), se puede pensar que éstos y los SGG podrfan contri-

buir a le cerga negativa en la superficie de los espermatozoides,
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(159), dado que sus grupos polares estfn expuestos sl exterior.
Hasta el momento, sin embargo, no se sabe cual es la funcifn
reel de los lipidos anifinicos en los espermatozoides. Particuler-
mente con respecto a los sulfogalactoglicerol{pidos, un punto
importante es establecer si estos compuestos estén ubicedos en
1la cebeze o/y en la caola del espermatozoide. Si estuvieran en
la cabeza habr{a que determinar si estfn en el acrosoma o en
la membrana plasmética. Si estén en la membranas, podrfa suge-
rir un papel en la interaccifin entre fvulo y espermatozoide.

Si estuvieran localizados en el acrosoma estarfan involucredos
en la reaccibn acrosbmica desplegada por el espermatozoide an-
tes de la fecundacifn; (160) se sabe que allf{ se localiza la

arilsulfatasa A (161).

Por otro lado si el sulfogalactogliceroli{pido estuviera
ubicado en la pieza media o en la cola podr{s ester relaciona-
do con procesos bioquimicos asociados con la produccifin de
energf{a o motilidad, por ejemplo podr{a estar asociado con la

ATPasa dependiente de Na* v K*.

Tipo II: Los g;icoesfinggligjdos como receptores y marcedores

de superficie.

La gran variedad en la composicién de carbohidratos en las
moléculas de glicoesfingolipidos hace que éstos puedan conside-

rarse cendidetos probables a cumplir funciones de reconocimienta



-52~

en la superficie celular. Hay muchos estudios hechas sohre el
papel de los glicolipidos como receptores. Los ganglifsidos, por
ejemplo, luego del descubrimiento de su capacidad para interac-
tuar especi{ficamente con toxinas bacterianas, han adquirido mu-

cha importancia como receptores en la superficie celular.

La capacidad de los ganglifisidos de unirse a la toxina
del cblera fue descubierta hace algunos afios pér Van Heyningen
y col. (1974) (162). Desde entonces, varios grupos han demos-
trado "in vitro" una especificidad muy alta para un ganglifisi-
do en particular, el GMl (Fig.8c). Existe una buena correlacifin
entre el "binding" a la toxina y la concentracifin de ganglifsi-
dos en las cflulas mucosas de varias especies y esto se puede
tomar como una evidencia adicional sobre la localizacifn exclu-
siva de los glicolf{pidos sobre la superficie celular. También
fué demostrada la existencia de redistribuciones laterales de
receptores de toxina (formacién de "patch" y "cap"), posible-
mente moduladas por prnteinés de la membrana (163) (l64). Estos
resultados son de importancia b&sica cuando se considera las
funciones de los antfgenos de la superficie celular de natura-
leza glicolipfdica, porque esto demuestra que un ligando pue-
de ejercer un efecto celular espec{fico 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 serfa la asociacifin
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espec{fica entre el azlicar del glicolfpido y la protefna que

penetre la membrana. (165)

Actualmente se sabe que hay otras toxinas bacterianas que
también interactflian espec{ficamente con ganglifsidos. Entre ellas,
la toxina del tétano y la botulfnica, con el Ghyp (166) y el Gy
(167) respectivamente (tabla 3) en las termingaciones nerviosas
presinfpticas y la toxina alfa de estafilococos que interactlia
con el sialosilparaglobfsido (168) de mlsculo. Adem&s los gan-
glifsidos parecen ser también receptores de algunos virus (169),

de interferfn (170), hormonas (171) y glicoprotefnas (171).

ANTIGENOS DE SUPERFICIE

Aunque el nlmero de azlicares simples, comunes en las mamf{-
feros, aproximadamente 10, es menor que el de los aminofcidos,
20, el nlmero de combinaciones posibles entre aquellos es mayor
que la de los aminoicidos. As{ por ejemplo en un disachrido con
dos hexosas diferentes, puede variar la conformacifn de la unifn
glicosidica o la conformacifin del heterociclo puede ser de cinco
0 seis miembros. En un dipéptido, sin embargo, existe una sola
posibilidad. Una segunda diferencia de interés, cuando se compa-
ran carbohidratos de la superficie celular y protef{nas, es el
vollmen de informacifn genética necesaria para su sintesis. La

catblisis de la peptidacifin en el ribosoma no es espec{fica para
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un cierto tipo de unifn. En contraste, cada unifn glicosf{dica

necesita su propia glicosiltransferasa, siempre con una especi-
ficidad muy alta.(172). Por lo tanto el carbohidrato puede ser
un portador potente y espec{fico de una informacibn obligada de

superficie en sistemas multicelulares.

El ejemplo clfsico de los antfgenos especificos de la su-
perficie celular son los antfgenos de carbohidratos que perte-
necen a los mayores grupos sangufneos en el hombre y otros ani-
males (173). E1 punto de vista general, hasta el presente, es
que la actividad ligada a membrena est4 en los glicoesfingol{-
pidos mientras que la actividad soluble y que se secreta esté

en forma de glicoprotefnas.

Hay una gran variedad de oligosacfridos unidos a ceramida,
aunque la mayorfa de estos glicolfpidos existen s6lo en muy

pequefias cantidades (173).

El glicol{pido con mayor tamafio de cadena olignsacaridica
identificado en membranas dé eritrocitos Al es una nonaglicosil-
ceramida, alin cuando existen otros de menor movilidad cromato-
gréfica que pueden tener hasta 20 azflicares y que no han sido
todav{a bien caracterizados. Este nlmero parece ser el 1limite
superior para cadenas de azficares de las prote{nas de los gru-
pos sangufneos (174). De acuerdo a los clculos, el nlmero to-

tal de glicolipidos para eritrocitos A, con mbs de cuatro azlica-



res podria ser por lo menos 40. E1 nlmero de diferentes cadenas
oligosacarf{dicas ligadas a 1{pidos sobre la superficie celular

es as{ muy grande.

¢Por qué estd la superficie celular equipada con informa-
cién estructural tan variada en la forma de carbohidratos? No
hay respuesta simple a esa pregunta. Los carbohidratos de su-
perficle se consideran involucrados en los procesaos de recono-
cimiento celular y como requladores del comportamiento celular.
Las asociaciones y modificaciones intercelulares pueden ser
mediadas por interacciones prote{na-carbohidrato como lo propo-
ne el modelo de Roseman (172) de glicosiltransferasas-sustrato
y el modelo de la lectina-azlicar de Barondes y col. (175).
Los procesos de diferenciacifin normales y anormales pueden des-
cribirse en término de estos dos modelos, aunque la evidencia
experimental est& lejos de ser concluyente. Las glicosiltrans-
ferasas y lectlinas se encuentran sobre la superficie celular y
parecen estar involucradas én la modificacibn del comportamien-
to celular después del contecto célula a célula. Las células
tumorsles parecen responder a un comportamiento més primitivo
con esquemas de transferasas menos desarrollados y con la sin-
tesis de glicolfipidos bloqueada en muchos casos en etapas pre-
coces.(176). Este bloqueo est$ asociado a menudo con la acumu-
lacifn de precursores tales como la lactosil o glucosilceramida y la

desaparicifn del glicolfpido con mfs de cinco azlcares (mela-
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noma del intestino delgado, tipo 21) pero aparece una triglico-
silceramida que no ests en tejidos normales. Esta podrfe ser un
intermediario en la elongacibfn de la cadena de azficares a glico-
1{pidos mhs complejos. Su ausencia aparente en el tejido puede
deberse a un tiempo de vide corto, haciendo que sea dificil de
detectar excepto en células que crecen répidamente. Alternativa
mente, un complejo multiglicosiltransferasas puede no disociar

normalmente este intermediario.

Los sulf&tidos como receptores para opibceos

Law y col. (177) demostraran en 1978 que la potencialidad
analgésica de varios opiféceos se correlacionaba con su afinidad
por el cerebrfsido-sulfato y también que éste posefa la mayoria
de las caracteristicas de un receptor para opibceos (178), (179),
(180). Estos investigadores observaron que el cerebrfsido-sulfa-
to no sb6lo cumplfa con los requisitos estructurales del receptor
para analgésicos postulado por Beckett y Casy (1954) (181) y por
Portoghese (1965) (1€2) sino que presentaron evidencias de que
el receptor para opibceos denominado “proteolf{pido" por Lowney
y col. (1974) (183) era el cerebrfsido-sulfato. Una abjecifin
para aceptarlos como receptores es el hecho de que los sulffti-
dos estén muy ampliamente distribufdos en el cerebro a diferen-

cia de los receptores de opifceos que estén localizados selecti-
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vamente en las fracciones subcelulares sinaptosfmicas y micro-
somales (184), (185), (186) y en regiones discretzs del cerebro,

(187), (188).

Law y col. (177), presentan evidencias que corroboran el pa-
pel que pueden tener los sulfétidos en los receptores para la mor-
fina. Una de estas pruebas la da el hecho de gque el azur A que
es un colorante con alta afinidad para los sulfolipidos pero con
baje afinidad por l{pidos que no tienmen sulfato, antagonize tan-
to el efecto analgésico de la morfina como la unifin de los
opifbceos en membranas plasmbticas asisladas de sinaptosomas.

Otras experiencias indican que la accifin de la sulfatasa AR, que
es una enzima que hidroliza espec{ficamente sulf&tidos, decrece
0 disminuye la unién especifica de los opiéceos a dichas membra-
nas. M&s recientemente, Zalc y col. (1979) (189), presentaron
evidencias inmunohistoquimicas sobre la relecifin de la sulfoga-
lactosilceramida con el receptor para opibceos. Preincubando
secciones de tejido cerebral que se sabe que son ricas en recep-
tores de opifceos con el anflogo de la morfina, levarfanol,
inhibieron selectivamente la unifn de los anticuerpos antisulfé-

tidos sobre las membranas de las neuronas.

Tipo III: Los glicoesfingolfpidos como integrantes de la matriz

de las membranas.(149)

Los glicoesfingolipidos esthbn anclados por la ceramida @
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la matriz fluida lipofilica y tienen la cabeza polar expuesta

al ambiente celular.

Una cuestifin interesante es discernir que elementos hacen
que la célula seleccione a la ceramida como un constituyente im-
portante de su limite con el ambiente. Parecerf{an existir algu-
nas caracteristicas en la estructura de la ceramida que la hacen
particularmente adecuada en relacifn con su presencia en la pe-

riferia celular.

Las cadenas hidrocarbonadas de los fcidos grasos y bases
aminadas (fig. 16) que constituyen las ceramidas le confieren
cierta versatilidad en cuanto a los requerimientos de fluidez
de las membranas. Las cadenas hidroffibicas de estos compuestos
estin mhs saturadas y son més largas que en los gliceroli{pidos.
Por otro lado en la regibn en que se unen quimicemente los com-
ponentes Acido graso y esfingosina, "zona intermedia" (Fig.l17)
se da una mayor posibilidad de variacifn en los grupos polares
funcionales: OH vy alflicos:. Tal hecho no se corresponde can
los fosfol{pidos, a excepcifn de los plasmalfgenos. La estruc-
tura de la "zona intermedia", ubicada entre la zona hidroffbi-
ca y el grupo poler de la cabeza, se correlaciona bastante
bien en los distintos tejidos con el grado de estiramiento me-
chnico de los distintos tipos de células. (Tabla 4). Esto su-

giere que la zona intermedia puede crear interecciones polares



-59-

H3C-§ H3C
2>—CH3
OH OH OH H 0 M9< oy
HoN H?N HzN HzN H2N HoN HoN
HO HO

% HoN 0
HO
’ T CH3
E E EHa
HO Ho-"0" HO HO

Py k) 77 '/C\ ’rc\ gc‘ l,c
0 OH 0 OH 0 OH 0 OH 0 OH 0 OH 0 OH

HO

H 0

HO H&ééo”
oL Ly S gtH 4 € HO o &
0 0 N N LN [ 22N
" b N N 0O %y
® ® ® ® ® ®
A B c D E F

Figura 16: Tipos diferentes de bases aminadas de cadena larga
(esfingosinas), (arriba), &cidos grasos (medio) vy

algunas de sus combinaciones posibles en esfinguyi
pidos, (abajo).
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estabilizantes, (puentes de Hidrfigenn) en una direccibn lateral
de 1a membrana. Esto significa que las ceramidas pueden influen-
ciar las propiedades de la monocapa superficial: 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 Hidrofobica

HO-C‘ =0
IC-OH C 0’ .
0(;\ /C-OH o \0 C' Zona Intermedia
0 N\CIE\ \E:l
_________ B
® ® Cabeza Polar
ESFINGOLIPIDO * GLICEROLIPIDO

Figura 17: Estructura de un esfingolfpido y de un glicerolfpida.

La zona intermedia tendria importancia en las interac
ciones laterales en la membrana.
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Cuando se consideran las interacciones posibles del coles-
terol, fosfatidilcolina, esfingolipidos y proteinas, puede ob-
servarse que la zana intermedia es diferente en los esfingol{pi-
dos y glicerol{pidos. En estos (ltimos solamente existen aceptao-
res de puentes de H mientras que los esfingolf{pidos como ya se
di jo, poseen tanto aceptores como dadores. En una monocapa de
estos dos 1ipidos, podria esperarse, por lo tanto que existan
puentes de H en las zonas intermedias incrementando as{ le pro-
babilidad de un estado asociado entre las moléculas de la mono-
capa. No obstante esto, es muy poco lo que se conoce todavia
acerca de la influencia de la zona intermedia sobre la funcién,
constitucién o flufdez de la membrana. S6lo puede sugerirse, por
el momento, que una estructura variable de la zona intermedis,
puede producir efectos de orientacifin precisos, importantes no
s6lo por los puentes de H en esta parte de la membrana sinao

también por la conformacién molecular como un todo.

I11. 2. BIOSINTESIS DE LOS GLICOESFINGOLIPIDOS

La quimica y el metabolismo de los glicoesfingolfpidos
slgue siendo de fundamental importancia ya que dicho conocimien-
to ayuda a definir el papel que estos compuestos juegan en la
dinfémica de las funciones celulares y en los aspectos estructu-

rales de las membranas de las células.
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Existen dificultades espec{ficas en este campo relacionadas
con la insolubilidad de los sustratos y los productos en medios
acuosos. Adembs, la mayoria de las enzimas involucradas en la
biosintesis de los esfingolf{pidos estén asociadas a partfculas.
Por todo ello su ensayo "in vitro" requiere usualmente la pre-

sencia de detergentes.

En general se acepta que los glicoesfingolfpidos se sinte-
tizan por agregado secuencial de monosachridos a la porcibn li-
pf{dica (ceramida) por el extremo no reductor de la cadena de
oligosachridos en crecimiento. En la sintesis estén involucra-
dos los nuclebtido-azlicares y presenta requerimientos de pH vy
de cationes divalentes semejantes a los que se necesitan para
la sintesis de glicoprotefnas. Adem8s, aunque hasta el momen-
to no hay evidencias directas, no debe descartarse la inter-
vencifn que podrfan tener los l{pidos intermecdiarios en la sin-

tesis de los glicoli{pidos. (193).

II. 2.1. GALACTOSILCERAMIDAS

La mayoria de los estudios sobre el metabolismo de las
galactosilceramidas se hicieron con extractos de cerebro a cau-
sa de que los mamiferos jévenes sintetizan grandes cantidades
de este 1lipido durante el proceso de mielinizacifén. Las glico-~

silceramidas de cerebro son muy heterogéneas con respecto a laos



fcidos grasos que integran la molécula, se pueden encontrar fci-
dos grasos hidroxilados como no hidroxilados, saturados o no sa-
turados y con longitudes de cadena que oscilan entre 16 y 28

&tomos de carbaono (95).

Burton y col., (194) demostraron "in vitro" la formacifn
de la galectosilceramida a partir de UDP-Gal y un precursor en=-

dégeno. Se propusieron dos rutas de bios{ntesis alternativas:

a8) Rcilacifin de una base de cadena larga seguida de galactosi-

lacibn:

Base amlnada + acil CoA —>» ceramida + CoA (1)

(esfingosina)

ceramida + UDP-Gal —>» galactosilceramida + UDP (II)

b) Galactosilacifn de una base aminada para formar psicosina, seguidas

de acilacibn:

Base aminada + UDP-Gal —> psicasina + UDP (I1D)

psicaosina + acil-CoA —» galactosilceramida + CoA  (IV)

El Scido graso unido a la CoA puede contener o No un grupo
OH . Ambos caminos metabbllicos pueden demostrarse "in vitro"
(Fig.18). La galactosilacifin de la ceramida con hidroxi-#cido
graso para formar hidroxi-%cido graso-galactosilceramida (II)
ha sido demostrada por Morell y Radin (195) y Basu y col. (196)

quienes usaron fracciones particuladas de cerebro en desarrollao.
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Figura 18: Biosfntesis de los esfingolipidos. Abreviaturas:
Col=colina; S=sulfato en posicibn 3 de la galac-
tosa;PAPS= 3'-faosfoadenosina-5'-faosfosulfato;
NANA= Acidc siflicao. Resto de abreviaturas en ta-
bla 6. (215).



Esta reaccifn ha side confirmada tanto en cerebro (197), (198)
como en rifibn (199). Hay evidencias posteriores que demuestran
como la ceramida con hidroxi-fcido graso es incorporada intacta
a la galactosa obtenida usando sustratos sintéticos e identifi-
cando al producto por espectrometrfa de masa (200). También se
ha demostrado que la galactosilceramida con &cido graso no hi-
droxilado también se sintetiza por galactosilacifin de la cera-

mida (201), (202).

El cemino alternativo de formacifn de galactosilceramida,
reaccibn III con formacifn de psicosina lo demostraron Cleland
y Kennedy (203) y fue confirmado por otros autores (195), (204),
(205), (206). La acilacibn de la psicosina por acil CoR para
formar galactosilceramida con Scido graso no hidroxilado fué

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

No puede desecharse, por lo tanto el posible papel fisio-
16gico que puedan jugar en la célula la galactosil o glucaosil
esfingosina, aungque prubablémente este camino de biosintesis
sea de menor importancia para la sintesis de glicol{pidas

"in vivo'.

II. 2.2. SULFATIDOS

La transferencia del azufre radiactivo desde 3'-fosfoade-

nosine-5'-fosfosulfato a galactosilceramida para formar sulfo-



galactosilceramida (sulfftido) se demostrf en preparaciones de

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

La mhxima actividad transferasa en cerebro de rata coinci-
de con el perfodo de mixima mielinacifin, (211). Este resultado
es esperable dado que el sulfétido de cerebro se encuentra en
su mayor parte en la mielina. En rifibn se encuentra una lacto-
silceramida sulfatada (212) y la enzima de cerebro puede cata-
lizar la transferencia del sulfato a la lactosilceramida, (213),
(210). La incorporacifn de galactosilceramida radiactiva al
sulfato se demostrb usando rifibn de rata, (214) y cerebro, (213).
El producto "in vitro" tiene el sulfato en posicifin 3 de la

galactosa, (214) como lo hace el sulfato natural.

II. 2.3. GLUCOSILCERAMIDAS

En extractos particulados de cerebro embrionario de pollao,
Basu, Kaufman y Roseman, (216), demostraron gque la ceramida pue-
de ser glucosilada por UDP-Glc para formar glucosilceramida
(Fig.18). La enzima de cerebro de ratbn no muestra especificidad
por la longitud de la cadena; lignoceroil-esfingosina es un sus-
trato tan activo como la estearoil-esfingosina, (20l1) y las cera-
midas con hidroxi-&cidos grasos son también efectivos como acep-

tores, (217).



OL IGOGL ICOSILCERAMIDAS

Las oligoglicosilceramidas neutras cuya biosintesis ha sido
estudiade en detalle, pueden clasificarse en tres grupns'(Tabla 5)2
a) la tetraglicosilceramida 6 globfsido I (218, (219), b) la
tetraglicosilceramida estructural de los grupos sanguineos (220)

c) precursores de la tetraglicosilceramida y ganglifsidos
(asialoganglifsidos). La formacifn de 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 pr6ximo paso, la galactosilacifn de la lactosilceremida
por UDP-Gal, puede ser catalizada por homogenados de bazo (222)
y rifibn (199), (223). Las dos actividades enzimbticas que trans-
fieren galactosa a la glucosilceramida y lactosilceramidea respec-
tivamente, pueden diferenciarse por inactivacifén por calor y son
inhibidas por esfingolipidos diferentes (222). Se ha descripto
la N-acetilglucosilacifn de la lactosilceramida (224) y recien-
temente Basu y Basu (225) han demostrado otro paso en este se-
cuencia biosintética, la galactosilacifn por UDP-Gal de GluNAc-
Gal-Glu-Cer. Handa y Burton (226) usaron una fraccifn particula-
da de cerebro de rata joven para demostrar que la lactosilcerami-

da podrfa actuar como aceptor para la mitad azlicar de UDP-GalNAc.



El prbximo paso, galactosilacifin por UDP-Gal de la GalNAc-Gal-
Glu-Cer, lo demostraron Yip y Dain (227). Aungque la actividad
enzimltica estd presente en el cerebro de la rata joven, se en-
contrf mayor actividad en cerebro de rana; la enzima del cere-
bro de rana fué solubilizada y caracterizada (227). Los pasos
biosintéticos discutidos hasta el momento estfn resumidos en la

fig. 18.

II1. 2.4. GANGLIOSIDOS

La biosintesis de los ganglifsidos, a partir de la cerami-
da, se produce por el agregado gradusl de azlicares en presencia
de glicosiltransferasas unidas a memhranas. Es bastante probable
qgue toda la biosintesis se haga a través de un complejo multien-
zimftico, genéticamente regulado y especifico (228) y cada com-
plejo serfa el responsable de la sintesis de un glicolf{pido com-
pleto. Cada reaccibn involucra la transferencia de un residuo

azQcar desde el nuclebtido azlcar hacia un aceptor
XDP-glicosa + aceptor ———3» XDP + glicosa-aceptor

El camino de sintesis de los ganglifsidos principales ha
sido estudiado por Roseman (229), Basu (230) y Fishman (231),
(Fig. 19). La incaorporacifn de los azlicares se hace ordenada-

mente y cada glicosiltransferasa es altamente especifica. Como
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Figura 19: Biosintesis de ganglifsidos. Cada reaccifn
es catalizada por una glicosiltransferasa
especifica. CER-ceramida;Gal=galactoss;
GalNAc=N-acetilgalactosamina;Glc=glucosa;
NAN=6cido siflico. Resto de abreviaturas
en tabla 6. (243).
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puede observarse en la fig. 19, aunque GM2 es una molécula rami-
ficada, el Acido siflico se incorpora antes que la N-acetilga-

lactosamina.

Parece ser, por bios{ntesis "in vitro" que el GM3 es mejor
sustrato para la N-acetilgalactosaminiltransferasa que la lscto-
silceramida (228). Lo mismo ocurre con otras enzimas en este
proceso (231). La biosintesis de los disialoganglifsidos ocurre
por medio de reacciones anflogas a las descriptas (228), (232)
comenzando con la formacifn del GD3 (2335. "In vitro" se ha es-
tudiado la actividad de una sialiltransferasa que convierte el
Gle en Gle (234). (Reaccibn 6 b de la figura 19). Estos expe-
rimentos se hicieron usando glicolfpidos exbgenos como acepto-
res. 5in embargo, experimentos hechos en vivo o con aceptores
endbgenos por Ceputto y col. (235), (236) sugieren que las in-

teracciones entre las enzimas y los sustratos serfan mucho mbs

complejas de lo que sefiala el esquema de la figura.

INTERRELACIONES DE LOS CAMINOS METABOLICOS QUE INVOLUCRAN A

LOS ESFINGOLIPIDOS.

En 1{ness generales se piensa que los caminos metabblicos
que involucran a los esfingolipidos estén controlados por el
mismo tipo de mecanismos operativos que para otros caminos me-
tabblicos. Sin embargo no hay muchas evidencias sobre la exis-

tencia de mecanismos de control tales como induccibn, repre-



-72-

sifn o inhibicibn por retroalimentacifin de las enzimas involucra-
das. Tal vez, el obsthculo més importante al progreso en este
campo lo da el hecho de gue no hay preparaciones enziméticas pu-
ras y la consiguiente incapacidad para determinar cantidades de
una determinada enzima. Verdaderamente, a causa de la heteroge-
neidad de las fracciones de &cidos grasos y de las bases de ca-
dena larga dentro de una clase dada de esfingolipidos, no puede
decirse con certeza cual es el niimero de enzimas que pueden es-
tar involucradas en efectuar reacciones biosintéticas relaciona-
das. Algunos de los interrogantes en relacibn a las interrela-
ciones metabflicas y tal vez al nimero de enzimas que intervie-
nen pueden explicarse por métodos indirectos. Por ejemplo, en-
zimas que son activas en la sintesis de los esfingol{pidos de

la mielina pueden cafacterizarse por estudios de desarrollao.

La aparicifn de actividad enzimdtica en cerebro para la galac-
tosilacibn de la ceramida con hidroxi-%cido graso para formar
Gal-Cer (198), (217), indica que esta enzima est® comprometi-
da, probablemente en la mielinacifn. La dependencia de la ac-
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)

Globbsido I GalNAc( (®,1-> 3)Gal(o4,l -» 4)Gal((,1 4)
Glc(l-> 1l)Cer

Esfingol{pido es-  Gal( 3,1-» 3)GlcNAc( @,1-» 4)Gal ( 1-> &)

tructural de gru- Glc(l-» 1)Cer
pos sanguineos
(estructura comiin)

Asialoganglifsido Gal(Q ,1-» 3)GalNAc( @1 L)Gal( G,1-» 4)
Glc(l-» 1)Cer

Los sistemas bacterianos también pueden ser (tiles para
obtener informacibn sobre el control del metabolismo de esfingo-

1ipidos. Cuando la bacteria anaer6bica Bacteroides melaninogenicus

crece en un medio suplementado con vitamina K, contiene més o me-
nos la mitad de sus fosfolipidos como fosfoesfingolipidos, cerami-
da fosforiletanolamina y ceramida fosfatidilglicerol (237). En
ausencia de vitamina K, la .sintesis de esfingoli{pidos 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 esfingolf{pidos. La adicifn de vita-
mina K restablece tanto el crecimiento normal como la sintesis de
esfingol{pidos. La capacidad de reiniciar la s{ntesis es muy r&pi-
da por lo gue este sistema resulta interesante en estudios sohre

el control de estos procesos. Estas observaciones junto con el
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hecho de gue la vitamina K estimula la CDP-colina:ceramidacolina
fosfotransferasa (esfingomielinasintetasa) de las mitocondrias
del hfgado de pollc, sugieren un papel importante para las naf-

toquinonas en el metabolismo de los esfingol{pidos.

Otros campos potencialmente importantes tienen que ver con
las investigaciones sobre la relacifin entre el metaholismo de
los glicoesfingolipidos y los glicerofosfolipidos, a través de
los productos de degradacifn de las bases de cadena larga (239),
(240) y también con el metabolismo de las protef{nas estructura-

les en sistemas de membranas (24l), (242).

Por todo ello, una de las razones para estudiar los glico-
esfingol{pidos en hongos, es que estos eucariotes inferiores
ofrecen la ventaja de poder controlar las condiciones de creci-
miento. Ademfs, la obtencifin de mutantes permitirf{a conocer
cuales y como son las enzimas que catalizan la sintesis y degra-

dacifn de los glicoesfingol{pidas en estos organismos.

II. 3. GLICOESFINGOLIPIDOS EN HONGOS

Brennan y col. (1975) (244) sugirieron que la gran mayoria
de los esfingolf{pidos 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 azlicar esthbn uni-
dos glicos{dicamente con el grupo hidroxilo primario de la es-
fingosina acetilada (ceramida). En plantas superiores, la unifn
glicos{dica directa se ve solamente en las monoglicosilceramidas
simples (cerebrfsidos). E1 resto de los glicoesfingolipidas de
plantas tienen un puente fosfoinositol entre la ceramids y el
azlcar. En los hongos se encuentran ambos tipos de glicoesfin-
golfpidos (Tabla 6) y a menudo se los denomina genericamente

micoesfingolipidos.

Cerebrfsidos o glicosilceramidas

Tanto en mohos como en levaduras o en Basidiomycetes, se
ha descripto la presencia de cantidades abundantes de glucosil
y galactosilceramnidas. (Tabla 6). Los primeros que intentaran

aislar cerebrfisidos en hongos fueron Landsiedel y Bamberger en

1905 (245) en Lycopeidon bovista, Zellner en 1911 (246) vy

Rosenthal en 1922 (247) en Amanita muscaria, Hartmann y Zellner

en 1928 (248) en Marasminus scorodonius. Lamentablemente ningu-

no de ellos pudo obtener buenas caracterizaciones, ya gue los
productos eran impuros y los datos proporcionados no eran sufi-

cientes.

Wagner y sus colaboradores fueron los primeros que infor-

maron realmente sobre la existencia de una glicosil ceramida



Estructure probeble

0
]
Cer-(1-p )-D—f-o-lnoal!nl
o
:
Cer-(1» )-&f-o—im-nol
o
]
(]
Cer-(1 )-O-T-O-lmeunl
o
]
]
Cer-(1-» )-D—T-Dalm-uol
o
.
Cer-(1->» )-l:H:-D—lnonnnl
o
0 0
. .
Ccr-D—f-D-lva—?-D—anltnl
0"Na* 0”Ne*
.
c"-n-l"-o-lm.-(nm)-o-f-o-lno.
o 0
:
Clr-D-l:-D-tm.--on
o
L‘.nho-l.‘-o-lno--.n
o

Cer-1'-fosforil-1-inas-
(2 €1)-ol-0-men

0

"
Cer-0-P-0-inoe-(man-gal)

’

0
[ ]
Cer-n-f-ﬂ-lnoa(-.n-oul-glc)

0

[
Cer-0-P-0-1inoe~(men,-gel )

' 2 b}

Cer-(1°')foeforil-(1)inoe(6<—1)
o{ 0~G)lcuh ’2

TABLA 6

Esfingolipidos complejoe sn hongoe(tomedo de Brennsn) (5)

Nombre comln y
sbrevistures

Inpeitolfoeforilcearemide
(CerPI)

Inositolfoeforilcersaide
(CerfPI)

Inositolfosforilcersaide
(CerPl)

Inoeitolfoeforilceremide
(CerPl)

lnoeitolfoeforilceremide
(CarPl)

Di-inoeitoldi-fosforil
cersmide (Cerzlz)

Manceildi-inoeitoldifoe-
fori lccr-lda(ﬂnﬁ'zlzn)

Manoeilinoeitolfoeforil
ceromida (CorfIM)

Mancsilinoeitolfosforil
ceromida (CearPIM)

Menosilinositolfosforil
cersmids (CerPIm)

Gelactasilasnosilinasital
fooforilceremide
(CorPIMGB))

Glucosilgelactosilmenceil
inositolfoeforilceramide
(CerPIMGelGlc)

Trigalactoaildimenoeil
incaitolfosforilcereaide
(CerIHz(Ssl J)

Fucoeiltrigelactosilglucuro-

n_de

Fitoesfingoeine ¢
hidroxi czs-o““" greso

Fitoeefingosine y
Czs:okldu greso

Fitoesfingoaine y
dinidroxi czs,oﬁcldo greeo

No detarminade

No determinede

Fitoesfingoeine @
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No dstersinsde

Fitoeefingoeinae t:la y ':zo
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_c-rlvhlu
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ceravieiae

y
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cersvislee
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No detarsinesds

No detersineds
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No determinade
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1
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Cer-(1' €1)glucoea

Cer-(1' €1l)glucosa

Glucosilceremide (GlcCer)

Glucosilceremide (GlcCer)

Gren verieded de fito-
sefingosinas.

2-hidroxi Cle: o&:luo. gresoce

Esfingoeins C“ y Cla,z
6cldoe grseas

Asperglllus niger

Aspargillus niger

Asperqillue niger

Agericus bisporus

Phycumycas
Bl skaslasnus

Henssnuls ciferril
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en hongos (249). Se trataba de una galactosilceramida hellada

en Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis (136) y Aspergillus

niger (251). El glicoesfingolipido de A. niger tenfa esfingosina

C,g v dihidroesfingosina C g vy més del 80 % del Acido graso que

1
compon{a le ceramida era 2-hidroxioctadecenoico. La galactosil-
ceramida de C.utilis tenfa dihidroesfingosina de Cig Y Cygr €S-
fingosina C;g v fcido 2-hidroxiestefrico como &cido graso prin-
cipal. En la cepa de A.niger usada por Wagner, la galactosilce-
ramida pareci{a ser el 1l{pido mayor dado que fué obtenida en for-

ma cristalina por cromatograf{a en capa delgada de un extracto

entero de cloroformo: metanol.

Kaufmann y col. (252) en 1971 describieron en detalle una

monoglicosilceramida en Hansenula ciferrii. Aparentemente, este

organismo no contenia las mismas galactosilceramidas de

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

C Los 5cidos grasos también eran diferentes, pues los

17 ¥ Cig°
componentes mayores no eran hidroxilados. Préstenik y Cosovic
en 1974 (253) eislaron y caracterizaron parcialmente los cere-

br6sidos de Clitaocybe tabescens y de un gran nimero de especies

aghricas demostrando la existencia de distintas bases aminadas,
pero en los cerebrfsidos de los Basidiomycetes, el azflicar gue

los compone es 1a glucaosa.
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Poliglicosilceramidas:

Hasta hace pocos afios no se sabfa si los hongos y las plan-
tas superiores contenfan poliglicosilceramidas similares a los
globbsidos, citolipinas, ganglifsidos o glicoesfingolf{pidos simi-
lares a los de los grupos sangufneos de las células animales. En
1974, Lester y col. (1l41) describieron una (gal)B-glu—cer en

Neurospora crassa. (Tabla 6). Buscanda glicofosfoesfingolipidos

encontraron otro glicoesfingolf{pido pero desprovisto de f6sforo.
La base aminada aparentaba ser fitoesfingosina ClB vy el 5cido
graso, el 2-hidroxitetracosanoico. El glicolipido era estable a
la metanflisis alcalina suave indicando una unifn amida con el
fcido graso. Este glicolf{pido aparece también en otras cepas de
Neurospora pero hasta el momento no se ha encontrado en otros
hongos o levaduras. En esta tesis se presentan evidencias de
otros glicoesfingol{pidos de cadena m&s corta gque el encontra-

do por Lester.

Probable funcifn de los glicnesfingplipidos en los hongos.

La funcibn de los glicoesfingol{pidos en hongos es poco
conocida. Parecer{a ser que la naturaleza de la porcifn azlicar de
los glicoesfingoli{pidos estarf{a involucrada en fenfmenaos de
reconocimiento celular y asociacibn intercelular. En los hongos
por lo tanto los glicolf{pidos parecerfia que juegan el papel

que las glicoprotefnas ocupan en eucariotes superiores. Por
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ejemplo, el Bcido glucurbnico estf directamente involucrado

en los fenfmenos de reagregacifin celular en Microciona prolifera

(255) y la manosa es el principal factor de aglutinacifn sexual

liberado por Hansenula wingi (256). Asimismo la manosa y otros

azlicares estén aparentemente implicados en la aglutinacibn

de las gametes de Chlamydomonas (257). En Dyctiostelium discoideum,

los glicoesfingolfpidos parecen estar involucrados en los pro-
cesos de agregacién celular. Este es un sistema excelente para
estudier aspectos de la diferenciacifn en eucariotes, ya gue

en un medio rico, Dyctiostelium se multiplica y permanece como
células individuales (amebas). Cuando el medio es insuficiente,
la poblacifn de células individuales, homogénea, se hace mutuamen-
te adhesiva y se agrega para formar organismos multicelulares,
comparables a un tejido animal, transforméndose 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 agregacifin ameboide, que en algunos aspectos no es
diferente al sugerido por Roseman (1974), (260) pera el contac-
to intercelular en animales superiores. Dicho autor sugirif que
hay moléculaes "sensibles al contacto" en la superficie de las
células que regulan la concentracifn interna de AMP ciclico.
Estas moléculas son activadas por interaccibn con moléculas
complementarias de las cflulas adyacentes. Se examinf la compo-

sicifn quimica de algunos de estos factores de cohesibn, algunos
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resultaron ser glicopratefnas (261). Sin embargo, Whilhems y
col. en 1974, (262) encuentran que los glicoesfingolf{pidos in-
tervienen en la agregacifin ameboide. Un extracto fenblico-acuoso
de células capacitadas para la agregacifn produjo dos antigenos
diferentes (I y II). El antfgeno I se supuso que era un fosfoes-
fingolfpido, dado que ten{a 5cidos grasos, fitoesfingosina y
f6sforo, pero no inositol. También ten{a etanoclamina y 19 resi-
duos de azlcares. Posiblemente este antfgeno sea un complejo

de glicoesfingol{pido relativamente simple mhs un l{pido anflo-

go al lipaofosfonoglicano aislado en Acanthamoeba castellanii

(263), (1L4).

El antfgeno II, en cambio, es una glicoprotef{na con los
mismos azlcares que el antfgeno I pero en distinta proporcifn
y con la fraccifin proteica rica en aminofcidos ac{dicos hidro-

xilados. E1 antfgeno I de una mutante de D. discoideum gue no

agrega, contenfa mucho menos fucosa que las células que podian
agregarse. Estos resultadus.parecen sugerir una ausencia de
"respuesta por extensifn glicos{dica" en las amebas en agrega-
cibn.. Este término, acufiado por Hakomori en 1972, (265) se
origind cuando observaron que la cantidad y complejidad del
azlcar en los glicoesfingolipidos se incrementaba cuando los
cultivos alcanzan la confluencia y este incremento se atribuyb
a un incremento de la extensifin glicos{dica de los 1{pidos

precursores. Esta oubservacibn, combinada con la evidencia de que
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los glicoesfingolipidos de las cflulas animales estén primaria-
mente localizados en la membrana plasmbtica ha llevado a Hakomori
a suponer gue en células en crecimiento, una cierta proporcifn dé
glicoesfingolf{pidos y glicoprotefnas estén acomodados en un order
complementario a estructuras semejantes en células ocpuestas. Este
concepto de la funcifn de los glicoesfingoli{pidos sobre la super-
ficie de células animales puede aplicarse directamente a la agre-
gacién en los Acrasiales. En el caso de Eumycota, los glicoes-
fingol{pidos mientras proveen de un sitioc de unifn a la membrana
de los constituyentes de la pared celular, pueden proveer también

de sitios de agregacifn o factores sexuales de aglutinacibn.

En Neurospora crassa fué descripto por Lester (1974), (141)

un glicoesfingolipido del tipo de las oligoglicosilceramidas, pe-
ro en 1976, Kushwaha y Kates (266) niegan la existencia de glico-
1{pidos en este hongo. Esta tesis confirma la presencia de glico-

esfingolf{pidos en Neurospora crassa y los caracteriza.

I1I1. Neurcspora crassa

III. 1. Caracteristicas

Neurospara crassa es un hongo que pertenece a la clase

Ascomycetes, Serie: Pyrenomycetes, Orden: Sphaeriales, Familia:

Sordariaceae. (267). (Figura 20).



-83-

Fué estudiado por primera vez, a mediados del siglo pasado
(1843), y se 1o clasifich entre los hongos imperfectos, como

Monilia sitophila ya que no se conoc{a su ciclo sexual. Se lo

llamb Monilia porque la forma y disposicifn 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 1927 se encontraron formas perfectas
asociadas con estos mohos y fueron B.0. Dodge y J. Shear (268)
quienes los clasificaron incluyéndolos en la clase Ascomycetes
vy le dieron el nombre genérico de Neurospora a causa de que sus
esparas ovales y negras presentan sobre la superficie externa

estrf{as semejantes a nervaduras.

La especie N. crassa se encuentra en 8reas tropicales y
subtropicales y crece sobre 4rboles o restos celulbsicos de
plantas. Se la aislf por primera vez en Indiana (E.U.A.) y
actualmente es muy usada en investigacifn, porque su cultivo
y mantenimiento son f&ciles. Debido a estas caracteristicas
de cultivo es posible compararlas can las bacterias y esta-
blecer de este modo paralelos valiosos entre la biologf{a mo-

lecular de aorganismos eucariotes y procariotes.

El micelio es laxo, de aspecto mohoso con conidics ro-

sados en forma de collar. Las células que constituyen las hifas,
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son multinucleadas, variando el nimerc de nlcleos entre 3 y 100
por célula. Poseen mitocondrias normales, retficulo endoplasmbti-
coc con ribaosomas, ruclealos y varias inclusiones tales como cris-
tales de ergosterol, gotas de lipidos sobre todo en los 6Brganos
reproductores y en las esporas (5) corpfisculos de glucfgeno vy
grénulcs de pigmento. Por fuera de la membrana plasmatica exis-
te una pared celular muy gruesa compuesta de polimerocs de gluco-
sa, un protecglicano, quitina y poligalactosamina, proteina vy
1{pidos en menor proporcifin (269). Las hifas o filamentos rami-
ficados aparecen incompletamente segmentadas por septos que
tienen poros simples de 0,5 j de difmetro en su centro. Los poros
permiten el libre fluir del citoplasma a lc largo de la hifa lle-
vando nflcleos, mitocondrias y otras inclusiones hacia el extremo
de 1la hifa donde se produce el crecimiento por extensifin de la

misma.

Comoc organismo heterotrofo puede usar acetato, succinato,
glicerol, glucosa y/u otros monosacéridos, as{ como oligo vy
polisachridos como fuente de carbono. Como fuente de nitrégeno
acepta nitritos, nitratos, amonio y aminob4cidos. También nece-
sita unas pocas sales simples, oligoelementos y una sola vita-

mina, la biotina.

Presenta tres formas de esporas, dos asexuales, macro vy

microconidios y una sexual (ascospaoras). Los macroconidios,
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ovales, rosadaos, se desarrallan sobre conidioforos ramificados
y constituyen la fase de propagacién asexual. Son multinucleadaos,

con un promedio de 2,5 nlicleos por conidio.

Los microconidios son uninucleados y también pueden germi-
nar y dar micelio, perc su funcifn primordial es como esperma-

cio en la fecundacibn.

Los macrocanidios aparecen en los cultivos entre los das
y cuatro dfas de crecimiento, mientras que los microconidiaos

tardan entre 8 y 10 dies a temperaturas de 25Q C.

Los cultivos vegetativos son haploides y morfolBgicamente
hermafroditas, una cepa normal de cada tipo (A 8 a) puede pro-
ducir gametas masculinas (microconidios) y gametangios femeni-
nos (ascogonios) encerrados en el protoperitecio. Como la espe-
cie es heterotélica, requiere la participacibn de dos tipos de
cepas compatibles (A y a) en 1a reproduccifn sexual; ésta
ocurre cuanda las condiciones ambientales son desfavorables

para el desarrollo vegetativao.

La fertilizacibn implica la distribucifn de conidios sobre

la superficie del cultivo compatible que tenga protoperiteciaos.

Después que el nlicleo del espermacio penetra en el asco-
gonio, los nficleos parentales se dividen mit6ticamente varias
veces y simulténeamente el ascogonic produce prolongaciones a

donde migran los pares de nlclecs compatibles. Estas son las
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llamadas hifas aschgenas que desarrollan hasta convertirse en
células madres de los ascos. Aquf ocurre la fusifn de los nlcleos
dando por resultado- un nlcleo diploide que pronto sufre una di-
visibn meibtica seguida por una mitbtica. E1l resultadeo final es
un asco con ocho ascosporas que a su vez son binucleadas. (270).
Los dos tipos de apareamiento segregan en las ascosporas en pro-
porcifn 1:1 como dos alelos de un mismo gen. Las ascosporas son
expulsadas al exterior a través del cuelloc del periteciao. Pueden
permanecer en estado latente bastante tiempo y necesitan tempe-

raturas de hasta 609C para activarse y germinar.
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MATERIALES Y METODOS

I. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

I. 1. Orgesnismoc utilizado

En todos los estudios realizados se usb la cepa salvaje del

hongo Neurospora crassa original St Lawrence 74 del cepario de es-

te laboratorio. Cuando fue necesario se usf la cepa mutante cr-1

(FGSC 4B8B) deficiente en adenilato ciclasa.

Las cepas se repicaron en tubos con medio sflido conteniendo
2% de sacarosa, 0,5 ug/100 ml. de biotina y 1,5% de agar en el
medio m{nimo de Vogel, (272). Los repiques se realizaron cada 6 6

7 dias, manteniéndose los cultivos en estufa a 30QC.

Para obtener cantidad suficiente de material lipfdico, 1los
cultivas se hicieron en medio lf{quido, este medic est& compuesto
por los mismos elementos usados para el medio s6lido, pero sin el
agar. Para realizar el cultive en gran escala se proberon dos mé-
todos alternativos. En todos los casos el inficulo inicial fue de

5 A < .
conidiss por ml. de cultivo. En el primer caso, se usf un re-

10
cipiente de vidric con capacidad para 15 litros de medio 1{quido
sireado a presifn a través de un burbujeador de vidrio frito.

El cultivo adembs se agith magneticamente. E1 hongo se cultivb
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siempre por 43 hs. de acuerdo a los datos obtenidcs de la curva
de crecimiento. En el segundo caso se utilizaron vasos de Erlen-
meyer con capacidad para 2000 ml. a los que se les coloch 400 ml.
de medio minimoc a cada uno. Se incubaron a 309C durante 43 hs.

en un agitador rotatorio (120 ciclos por minute). €1 rendimiento
resultd mayor cuando el hongo se incub8 en vasos de Erlenmeyer

por lo que finalmente se siguif usando la segunda metodologf{a.

I. 2. Curva de crecimiento

Con objeto de determinar el momento en que el cultivo de-
bfa interrumpirse para obtener el méximo de materisl lipfdica,
se realizf uma curva de crecimiento procediéndose de la siguien-

te manersa:

Se obtuvieron gran cantidad de conidias, incubando éstas
en un Erlenmeyer de 1000 ml. con 200 ml. de medioc mi{nimo duran-
te 6 dias. Al final del perfodo de incubacifn, los micelios
fueron aplastados caon una Qarilla estéril para que soltaran la
mayor cantidad de conidias posibles y se filtraron, por un em-
budo previamente esterilizado y con lana de vidrio, recogiéndo-
se el material en tubocs de 20 ml. E1 filtrado se lavf posterior-

mente con 10 ml. de sgua destilada.

El 1fquido de filtrado se diluyf 20 veces pera ser cantado

en cBmara de Neubauer. Con las conidias as{ obtenidas se sembra-
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ron cultivos en frascos de Erlnemeyer de 100 ml., sigquiendo 1la
segunda metodologfa y los micelios se cosecharon a las 18,28, 38,

48 y 60 horas a partir de la inoculacibn.

Independientemente de la metodologia utilizada pars el cul-
tivo del hongo, una vez finalizado el perfodo de incubacifin, el
micelio se filtrf a través de un embudo Blichner, se lavl con agua
destilada, se liofiliz6 y luego se pesb y guardb en congeladora
hasta el momento de ser procesado. El peso del material liofili-

zado fué aproximadamente de un 10 a un 20% del peso hlmedo.

I. 3. Incorporacifn de precursores radiactivaos

4

I.3.1. Cl Glucosa

Para estudiar 1a sintesis de glicolf{pidos, el micelio fué
incubado en presencia de Cl“ glucosa durante 3 hs. Para ello se
usaron cultivos de las cepas salvajes y de la mutante cr-1 defi-
ciente en adenilato ciclasé. Los micelios fueron cultivados en
vasos de Erlenmeyer durante 43 hs. y luego de la filtracibn por
Blichner, 500 mg. de micelio se colocaron en un vaso de Erlenme-
yer que contenfa 20 ml. de medio minimo sin sacarosa como fuen-

14 D-glucosa uni-

te de Cerbono, al que se le agregb 20 pl. de C
formemente marceda, ( 1 mCi/ml. a.e.:1 mCi/mg.). A las 3 hs. el
micelio fué filtrado y liofilizado para su posterior procesa-

mientao.
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I. 3.2 Sulfeto de Sodioc radiactivo

Cuando se gquiso detectar la presencia de sulFBlipidos, la
cepa St Lawrence 74 se cultivf en un frasco de Erlenmeyer de
500 ml con 100 ml de medio minimo 8l que se le agrégﬁ 0,3 ml.
de 5350uma2 (10 mCi/ml., a.e.: 896 mCi/mMol) a tiempo cero.
€l cultivo se inicif por el agregado de 105 conidias/ml y se

incub8 por 43 hs. a 309C.-

I1I. OBTENCION DEL EXTRACTO LIPIDICO

El micelio liofilizado se homogeneizf con 20 volumenes de
una mezcla de clorocformo: metancl (C:M), 2:1, (v:v) en un homo-
geneizador Sorvall Omnimixer y se calenté 20 min. a 55QC para
inactivar las lipasas. El extracto se dej6b de 1 a 4 hs. a tem-

peratura ambiente y se decanté en una centrifuga Internacional.

El precipitado se reextrajo con 10 volumenes de C:M, 2:1,
se dejb 10 min. a 559C y 1 h. a temperatura ambiente. Una ter-

cera extraccifin se llev6 a cabo con 5 vollmenes de C:M, 1:2.

Los sobrenadantes de las distintas fracciones se llevaron
@ seco con evapaoracifin a baja temperatura y el residuo se re-
suspendif en C:M, 2:1, realizbndose una particién con 0,2 vol.

de MgCl, & mM, segiin el método de Falch y col. (273). Luego

2

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



con la correspondiente fase tebrica opuesta, es decir, la fase
inferior se lav6 con la fase superior tefirica, cloroformo: me-
tanol: agua, 1:16:16 y la fase superior se lavl con fase infe-
rior tefrica, cloroformo:metancl:agua 84:14:1, La fase superior
se guardb en congeladora hasta el momento de ser utilizada para
detectar la existencia de ganglifisidos mientras que, la fase in-
ferior se evaporf y el residuo as{ obtenido, 10 % del peso del
micelio liofilizado original fué utilizado en los fraccicnamien-

tos que se indican a continuacibn.

III. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO LIPIDICO

11I. 1. Cromatograffa en columnas de acido silicfco:

La fase inferior de la extraccifin de Folch se fraccionf en
una columna de cromategraffa usando como adsorbente Scido silf-
cico (100-200 mesh). preparada segin 1a metodologfa descripta

por Kates (274).

Este material tiene una capacidad de adsorcifin de 10-13 mg.
de 1ipido por g. Antes de usarlo, el 5cido silicico se activb
durante 12 hs. a 80-1009C. La dimensifn de las columnas fué de
1,5 cm. por 13 cm. y se armaron con el &cido silficico suspendi-
do en cloroformo. La muestra se sembrf suspendida en cloroformo

y se eluyb con los siguientes solventes:
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1-Cloroforma, 10 vollmenes de columna
2-Cloroformo:acetona, C:A, 1:1, 10 vol(lmenes de columna.
3-Acetona, 5 vollmenes de columna.
L-Acetona:metanol,A:M, 1:1, 10 volimenes de columna.

5-Metancl, 10 vollmenes de columna.

I1II. 2. Cromatograffa en columnas de intercambio anifnico

Se usbH dietilaminoetilcelulosa (DEAE celulosa) forma aceta-
to, preparada seglin el método descriptoc por Rouser y col. (281)
con algunas modificaciones. Para ello, la resina se suspendif vy
dejb reposar en HCl 1 N por 2 hs. y luego se lavl hasta neutra-
lidad con agua. Se filtré con Blichner de plastico con una gasa

y se siguif lavando en Blichner con:

1) NaOH 1N, 2-3 hs; 2) 10 veces con agua destilada; 3) se sus-
pendif en etanol y se lav6 varias veces hasta que el material
quedf casi seco; 4) se resuspendifi en metanol 99 % y se proce-
dié de igual manera que en 3). Luego de ello se sech con papel
de filtro una noche. 5) se resuspendifi en &cido acético una
noche; y 6) se lavb varias veces con metanol 99% hasta neutra-

lidad, guerdéndose en frasco oscuro hasta el momento de usar.

Se ussron columnas de 1,5 cm. por 21 cm. La resine en me-
tanol 99% se empaquetf a presifn ( 10 psi) y luegoc se lavb

sucesivamente con tres a cinco volflmenes de metanol 99%, cloro-
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formo:metanol, 1:1 y cloroformo.
La muestra fué resuspendida en cloroformo y sembrada.
La elucifin secuencial se hizo con los siguiente solventes:

1-Cloroformo, 10 vollmenes de columna.

2-Cloroformo:metanol, C:M, 9:1, 10 volimenes de coiumna.
3-Cloroformo:metancl, C:M, 7:3, 10 vollmenes de columna.
4L-Cloroformo:metanol, C:M, 1:1, 5 vollmenes de columna.

5-Metanol, 5 vollmenes de columna.

Este sistema de fraccionamiento se usf con la fase inferior
de la extraccién de Folch, saponificada, a fin de eliminar los

fosfol{pidos.

I1I1. 3. Cromatograffa en columnas de &cido silfcico elufdas can

gradiente lineal de metanol en clorocformo.

La fraccifn clorocformo:acetona obtenida de la cromatografia
indicada en III. 1., y la fraccibn de cloroformo:metanol,9:1, de
I11I. 2. se purificaron por pasaje a través de una segunda colum-
na de 8cido silfcico pero elufda con un gradiente lineal de me-
tanol 0-15 % (v:v) en cloroforﬁo, mientras que las fracciones
scetona y acetona:metanol de III. 1. y la fraccién 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 %



en cloroformo. En todos los casos se colectaron fracciones de

3 ml.

Iv. DEGRADACION QUIMICA

IV. I. Tratamiento con Acido

Iv. I. 1. Hidr6lisis suave

Para descartar la presencia de poliprenilfosfoazlicares,
las fracciones que contenfan glicolf{pidos fueron sometidas a una
hidrblisis a pH 2. En estas condiciones sclamente es hidrolizado
el enlace entre el fosfato y el azlicar en los prenil fosfo(o di-
fosfo)azlicares. Para ello la muestra de glicolipido fué llevada
a seco bajo flujo de N2 a presifn en tubos de 10 x 75 mm. Se afia-
dieron 0,5 pl. de una solucifn al 0,04 % de azul timol en agua
caomo indicador y 5 pl. de butanol saturado en agua como emulsio-
nante y se agitf en un vibrador de tipo "Vortex" con HCl 0,01 N
en un vollmen final de 200 ul. E1 color rosado_del indicador se
considerf pH 2 X 0,2. E1 tubo se tap6 con bolita de vidrio, se
calentd 20 min. aproximadamente en bafic de agua hirviente y se
interrumpif pasando a agua helada. Se agregf 1 ml. de clorofor-
mo:metancl, C:M, 3:2, realizéndose una particifin segln Folch

(273).
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En estss condiciones se supone que la fase superior debe
contener los productos hidrosolubles de la hidrflisis, mientras
que la fase inferior contiene el glicolipido remanente y los

productos liposolubles.

IV. 1. 2. Hidrblisis enérgica.

Se utilizé para romper tanto la unifén glicosidica entre
las bases aminadas de cadene larga y el o los azlrares que con-
forman el glicolipido de tipoc glicoesfingolipido como la unién

amida entre los &cidos grasos y las esfingosinas.

Se utilizaron tubos de 10 x 270 mm. tipo Wheaton, con ta-
pa a rosca hermética a las que se les agregh una l&mina de te-
f16n para evitar que los solventes usados en las sucesivas ex-
tracciones posteriores a la hidrfilisis disolvieran sustancias

que pudieran caontaminar las muestras.

Las muestras de glicdesfingolf{pidos se secaron a presifin
de N2 y se les agregb 300 pl.de HC1 3N disuelta en una mezcla
de butancl:agua 1:9. Se calentaron durante 4 hs. en estufa a
100eC vy se interrumpif la hidrflisis por enfriamiento en hiela.
Sin modificar el pH se completf el volfmen haste 1 ml. can
agua y se agregh 1 ml de hexano para particionar y extraer de
ese modo los &cidos grasos que se hubieran liberado con la hi-

dr6lisis. La extraccifn se repitifi dos veces mis can vollmenes
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menores. La fraccifin hexano, conteniendo los Acidos grasos, se
evaporf bajo presibn de N, v se guardf en congeladora hasta el

momento de su andlisise.

Por otro lado la fraccifn acuosa se llevB a sa2co bajo pre-

sifn de N, vy se tom& en 0,3 ml. de agua, ajusténdose a pH 10 por

2
el agregado de amoniaco. Este procedimiento permitif disociar
las sales formadas por las esfingosinas con los cloruros, dejan-
do las bases libres y por lo tanto insolubles en agua. De este
modo se pudo ulteriormente extraerlas con cloroformo (tres ex-
tracciones), quedando en la fase acuosa solamente los azlicares

y el cloruro de amonio formado. Para eliminar este Gltimo com-
puesto, las muestras fueron liofilizadas y resuspendidas en

0,2 ml. de piridina anhidra y evaporadas con presifn de Nz. Es-
te procedimiento se repitif dos veces. Después del tercer agre-
gado de piridina, los tubaos se centrifugaron para precipitar

las sales insolubles y los sobrenadantes fueron transferidos a

otros tubos y guardados para su posterior anflisis. (Clara

Krisman, método no publicado).

IU. I. 2. 2.

Para corroborar la presencia de esterilglicfisidos, las
muestras fueron sometidas a hidrflisis &cida en HCl 3N disuel-

to en una mezcla de butanol:agua, 1:9, durante 4 hs. a 1009C.
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Una vez conclufda la hidrflisis se realizé una particibn con he-
xano, efectubndose dos extracciones adicionales con dicho sol-
vente, sin modificar el pH. Los esteroles se extrajeron ulterior-
mente con una particibn con cloroformec. Las fracciones se lleva-
ron a seco con presifn de N2 y se guardaron en congeladora hasta

su anflisis.

Iv. I. 3. METANOLISIS

Iv. I. 3. 1. Enérgica

Cuando los anélisis de las fracciones azlcares o &cidos
grasos se hicieron por cromatografis gaseosa y/o espectrometr{a
de masa, los glicoesfingolipidos fueron sometidos a metanblisis.
Se siguib bbsicamente el método de Clamp y col. (292). Las mues-
tras se colocaron en tubos tipo Wheaton de 10 x 270 mm., se las
llev6 a seco bajo N2 y se las resuspendif en 1 ml. de HCl1 0,75 N
en metanol calenténdose durante 18 hs. a 808C en estufa. El1 pro-
cesamiento y fraccionamiento de los productos de la metsnblisis

se realizb seqlin lo descripto en el punto IV.I.Z2.

Iv. I. 3. 2. Suave

Se utilizf para detectar o descartar la presencia de sulfé-

tidos, cuya movilidad cromatogr&fica en los solventes habitua-
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les coincide con las de otros glicoesfingolf{pidos. Se llevé a
cabo retomando las muestras en HC1l 0,5 N en metan;l y calentan-
do a 60-659C durante distintos tiempos (3, 6 y 12 min.). Una vez
conclufdo esto, se colocaron los tubos en hielo, ;e liofilizaron

y cromatografiaron en capa delgada. (278).

IV. 2. Tratamientos con &lcali

IV. 2. l. Saponificacibn

Cuando fué necesario, el extracto lip{dico total o algunas
de las fracciones de la columna de cromatograffa fueron saponifi-
cadas con NaDH 0,1 N en metanol durante 15-30 min. a 379C con
agitacibn permanente. Se neutralizf con HC1l en metanol hasta pH
7,5-7,8 y la muestra se llevd con cloroformo a una proporcibn
3:2 para realizar una particién segln Folch. La fraccibn liposo-~
luble fué llevada a seco y resuspendida en cloroformo:metanol

C:M, 2:1 para su an8lisis posterior. (298).

IV. 2. 2. Hidr6lisis alcalina intermedia

Se utilizb para corroborar la presencia de cerebrfsidos
en algunas de las fracciones de las columnas de cromatografia.
Las muestras se resuspendieron en 200 ul de KOH 1 N en metanol

y se hidrolizaron durante 6 hs. a 1009C. La hidrblisis se hizo
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en tubos tipo Wheaton con tapa a rosca. La neutralizacibn se hizo
con 50 pl de Acido perclfrico 4 N (39,9 ml. de perclfricoc a 100
ml. de agua) y luego de ello se afadieron 300 ul de cloroformo
més 50 ul de agua para particionar segln Folch. La fraccibn 1li-

posoluble se cromatografif en capa delgada. (210).

IV. 2. 3. Hidrblisis alcalina fuerte

Se utilizb para diferenciar los cerebrfsidos de los este-

rilglicbsidos que existen presuntivamente en Neurcspora crassa.

Las muestras se resuspendieron en 300 pl. de hidrbxido de
potasio 1,5 N en metanol y se incubaron durante 72 hs. a 80QC
en tubos tipo Wheaton con tapa a rosca. (279). Luego de la hi-
drblisis, las muestras se transvasaron a frascos de vidrio ti-
po Kimax de 250 ml. conteniendo 45 ml. de cloroforme, 30 ml.
de metanol y 15 ml. de agua para desalar. (La concentracifn
de sales disminuye a 10 mmolar aproximadamente). Se centrifu-
garon y la fase inferior se evaporf para sembrar en capa del-

gada.

V. METODOS ANALITICOS

V. 1. Azlicares totales

Se valoraron por el método del Fenol-sulflirico de Dubcis vy



-101-

col. (280) basado en la formacifn de derivados del furano en me-
dio &cido. Este método se usb para identificar aquellos picos de
las columnas de DEAE celulosa que contenfan glicolipidos. Para
ello alfcuotas de aproximadamente 10 % del vollmen total de cada
una de las fracciones fueron llevadas a seco bajo presibn de NZ’
procediéndose segln dicho método. La valoracifn del color se efec-

tub en un espectrofotfmetro Coleman 2000, a 490 nm.

V. 2. Cromatograffa en capa fina

Para fines preparativos se confeccionaron placas de craoma-
tografi{a de 0,3-D,5 mm. de espesor, usando Silicagel G tipo 60

sobre base de vidrio.

Para fines analiticos se usaron placas de Silicagel G de base
de vidrio, comerciales, sin indicador fluorescente, de 0,25 mm.

de espesOr.

V. 2. 1. Preparacifin de placas de sflice

Se utilizf el métodoc de Kates (275). Las placas de vidrio
se lavaron sucesivamente con una solucifn de detergente, agua
corriente y agua destilada. Se secaron dejfndolas escurrir vy
antes de utilizarlas se desengrasaron con un algodfn embebido
en cloroformo. E1 soporte de silice se preparf de la siguiente

manera: en un frasco de Erlenmeyer lo bastante grande para agi-



-102-

tar fuertemente la mezcla se coloch agua y el polvo de silice

en la proporcibn 33:67 6 40:86 (peso:volumen). Una vez agitada,
la mezcla se dejd reposar 1 min. y se coloch en el aplicador de
gel y se armaron las placas con un espesor de 0,3 a 0,5 mm. se-
gln se necesitara. Las placas se secaron al aire y luego de ello
se las cromatografié en metanol:bécido clorh{drico concentrado,
9:1, pera eliminar el hierro y otros metales pesados. Una vez
corridaes, se secaron al aire hasta eliminar el HCl y antes de
usarlas se las activ8 por calentamiento en la estufa a 110-1209C
de 30 a 60 min. Este lavado no se puede efectuar en las placas

comerciales.

Ve 2. 2. Elucifn de los lipidos de las placas de s{lice

Se realizf utilizando los solventes: cloroformo:metanol:
agua, 1:2:0,8, 6 cloroformo:metanol,2:1, para lipidos neutros.
El procedimiento fue el siguiente: las zonas con reaccifn po-
sitiva al Iodo se rasparon y el material se recogif en tubos
de ensayo (16 x 150 mm.) a los que se les agregf el solvente
de extraccifin. Se agitaron 2-3 min. en "vortex" y se los dejb
reposar toda la noche. Luego de ello se centrifugbé (2000 rpm)
vy el precipitado se reextrajo dos veces de la misma manera.
Los sobrenadantes fueron sometidos a una particifn tipo Folch

y la fase inferior obtenida se sect bajo flujo a N2 y se las
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resuspendif luego en C:M,2:1, para su posterior anélisis.

V. 2. 3. S5olventes para cromatqg;afia en capa delgada

1)

2)

3)

4)

5)

Generales para glico y fosfol{pidos
Cloroformo:metanol:agua, 65:25:4. (282) (290)
Cloroformo:metanol:agua, 60:25:4.
Cloroformo:metanol:agua, 60:35:8. (283)
Cloroformo:metanol:NH, OH 2,5 M, 60:35:8. (284)
Cloroformo:metanol, 9:1. (4)

Generales para l{pidos neutros

Eter isopropilico: éter de petrbleo (3D-65QC), l:4. (58)

Diclorometano. (285)
Especiales para esterilglicfsidos y cerebrfsidos

Cloroformo:metanol:borato de amonio 1% en agua, 5:4:1.
Cloroformo:acetona:piridina:amonfaco 20%:agua, 20:3D0:60:2:2.(286)

Cloroformo:metanol:acido acético:agua, 65:12:30:2.
Especial para ceramidas y esfingosinas.

Cloroformo:metanol:agua:amonfaco 48:14:1:1. (287)
Especial para sulfftidos

Cloroformo:metanol:amonfaca, 66:30:5. (289)

Cloroformo:metanol:acetona:fcido acético:agua,10:2:4:2:1.(290)
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V. 2. L. Revelado de los li{pidos

---Iodo. Es espec{fico para enlaces insaturados. Los 1{pidos
saturados también se colorean pero menos intensamente. Se uti-
liz6 en las cromatograf{as en capa delgada. Las placas se some-

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

---Fluorescamina.(291) Es espec{fico para aminas primarias.

Normalmente esta técnica se usa para dosar protefnas. En este
caso sirvib para el reconocimiento de las bases aminadas de
cadena larga, ya gue la reaccifn de fluorescencia se produce

con el grupo amino. Las placas se rocfan primero con solucién

de buffer fosfato 0,2 M,pH 8,6 y luego con una solucibn de fluo-
rescamina en acetona (30 mg/100ml). Bajo la lémpara de luz ul-
travioleta, las esfingosinas y/o sus derivados se ven de color

verde manzanae.

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

azul violéaceo (276). A 80°'ml. de &cido clorh{drico que contie-

L 4:5 HZD en 100 ml de

agua) se le agregan, 4 hs. antes de usar, 10 ml de una solucifn

ne 0,5 ml. de CuSO, 0,1 M (2,5 g de CuSO
de resorcinol al 2 %, esta mezcla se lleva a 100 ml con agua.
Se rocf{a la o las placas de silicagel con esta solucibn y des-
pués se la cubre con otra placa de vidrio y se la calienta a

l120ac.
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---Ninhidrina. Este método se utiliz8 también pars detectar es-
fingosinas o sus derivados por reaccifn de coloracifn con los
grupos amino de estas bases. Se preparf una solucifn de ninhi-
drina 0,2 % en acetona:piridina, 9:1, con la que se rociaron
las placas. Estas fueron luego calentadas a 1109C por 5-10 min.

(1Lb),

---Orcinol Por accifin del &cido sulflrico caliente, las hexosas
se deshidratan produciendo oK -hidroximetil furfural (inestable)
gque se condensa con el 3,5 dihidroxitolueno (orcinol) dando un
compuesto coloreado. Se utilizf esta técnica para diferenciar
los glicolipidos de otros lipidos en las cromatograffas en capa
delgada. Las placas fueron rociadas con una solucifén de 200 mg.
de orcinol disueltos en una mezcla de bcido sulflrico cencentra-
do:agua, 3:1, que se guardb en frasco oscuroc hasts seis meses
sin perder efectividad. Luego de rociadas, las placas se calen-
taron en estufa a 90-1009C por no menos de 15 min. La coloracifn

varifi de lila a violeta segln el glicolipido, (293).

---Acida sulflrico 50%. Esta técnica, desarrollada por Heftmann

y col. (294), sirvif para detectar la presencia de materia orgh-
nica, utilizndosela en el caso de esteroles extrafdos de los
esterilglicbsidos o aln de los mismos esterilglichsidos intactos.
Las placas de silicagel donde fueron cromatografiados los este-
roles fueron rociadas con Acido sulflrico al 50 % y colocadas

inmediatamente después sobre una plancha caliente a 78-809C.
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R partir de ese momento y con ayuda de un cronfmetro se determi-
nb el tiempo en que tardan las manchas en aparecer, el color que
presentan al aparecer, el color al cabo de 10 min. de calenta-

miento y finalmente se las observa a 365 nm al ultravioleta y sé

determina la fluorescencia que presentan.

V. 2. 5. AUTORADIGGRAFIA

Para llevarlas a cabo se utilizaron placas radiograficas
X-OMAT R vy 5 de Kodak que se cortaron en la oscuridad del tama-
fio de las placas de silicagel (20 x 20 cm) y se sujetaron a
éstas con cinta durex. E1 conjunto as{ armado se coloc8 en un
chasis para radiografi{as y se dejb durante el tiempo deseado

también en la oscuridad.
Revelado:

Las léminas radiogréficas se separaron de las placas de
sf{lica y se colocaron durante aproximadamente 1 6 2 min. en el
1fquido revelador, Romek Universal, dilucién 1:2. Una vez cum-
plido el plazo, las placas se pasaron por una solucibn de 4ci-
do acético 2 % durante 25 seg. y luego se fijaban en el 1fqui-
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 aparicifin
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de las manchas radiactivas sobre el fondo gris de la placa.

V. 3. Cromatograffa en papel

Se la utilizf para identificar monosachridos, fué de tipo

descendente y se utiliz6 papel Whatman nQ 1.

Ve 3. 1. Solvente: Butanol:piridina:agua, 6:4:3. (295).

Ve 3. 2. Revelado de los monasacBridos

Se utilizé el reactivo de nitrato de plata alcalino (296)
y sus modificaciones (297). El grupo aldehido de los monosach-
ridos reduce a8 la plata y ésta precipita en medio alcalino. La
técnica consiste en pasar la tira de paepel a revelar por una cu-
beta que contiene la soclucifin de nitrato de plata 1 % en aceto-
na, una sola vez. La tira se deja secar al aire y luego se vuel-
ve 3 pasar por una cubeta que contiene NaOH 0,5 N en etanol.
Las manchas aparecen marrones sobre el fondo castafio del papel.
Sumergiendo la tira en una solucifn de tiosulfato de sodio al

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

V. 4. Cromatograffa gasensa. Espectrometr{a de masa.

Se utilizb para identificer los componentes azlicar, Scidos
grasos y esfingosinas o sus derivados de los glicoesfingolf{pidos

aislados de Neurospora crassa.
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La identificacién de los azlicares se realizf en el Institu-
to, pero los metilésteres de fcidos grasos y las esfingosinas
fueron analizados en el Departamento de Qufmica Orgénica de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBR, gracias a
la gentileza del Dr. Eduardo G. Gros y su equipo de colaboradoc-

rese.

Para llevar a cabo estos anflisis se usaron los productos
de las hidrflisis &cidas o de las metanflisis descriptas en el

{tem de Degradacibn Quimica.

V. 4. 1. AnSlisis del componente azlicar.

La fraccifn acuosa obtenida a partir de la metanflisis
del glicoesfingolfipido fue liofilizada y analizada por croma-
tograf{a gaseosa. Se eligib la metanflisis en lugar de la hi-
dr6lisis &cida dado que la formacifin de metil-glicfsidos en el

C~-1 hace a los azlcares mfsg estables.

Los reactivos fueron preparados de la siguiente manera:
1-Metanol anhidro: el metanol comercial se destilf a reflujo
con iodo y magnesio metflico y fue guardado en botellas con

tapbn de vidrio (292).

2-HCl (gas) metanflico: el gas clorh{drico se generd por go-

tas de fcido clorhfidrico sobre 5cido sulffirico concentrado.
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El gas se circulf a través de una trampa de CaCl, anhidro y se

2
recogib directamente en metanol anhidro. En el momento de usar-

lo se diluyb a D,75 N. (292).
3-Metanflisis: como fue descripta.
L-Derivatizacibn de los metil-glicbHsidos.

El material liofilizado fué disuelto en 0,05 ml de piridi-
na anhidra con suave agitacifn y se lo sililf segflin la técnics
de Clamp y col. (292) agregbndole 5 ul. de la mezcla sililsnte
(piridina:Hexametildisilazano: trimetilclorosilano, 3:5:2)

y se agit8 fuertemente.
S~-Aparato utilizado y condiciones de 1la cromatografia.

Los azflicares as{ derivatizados fueron analizados en un sis-
tems de doble columna de vidrio, de 1,80 m. x 2 mm. de difmetro
interno, una de ellas de referencia, empaquetadas con 3 % de si-
licona SE 30 montadas sobre un soporte de Anakron ABS (80-90 mesh)

con N (30 ml/min.) como gas portador. Se utiliz6 un aparato

2’
Packard modelo 7400 equipado con un detector de ionizacifn de
llama,FID. La temperatura de la columna fué programada a 49/min.
de 140 a 2509C. La temperatura del inyector y del detectar fué

de 260QC.

Ve L. 2. AnfBlisis del componente &cidoc graso

Los ésteres metflicos de los &cidos grasos se aislaron de
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la fraccifn hexano obtenida luego de la metanflisis o hidrflisis.
Los Bcidos grasos fueron disueltas en éter etflico y tratados con
una solucifn etérea de diazometano (277) hasta que el color ama-
rillo se estabilizf en la solucibn. Luego de 1 h. a temperatura
ambiente, se eliminf el diazometano residual con corriente de

N, vy el residuo se redisolvié en éter isopropflico para su ané-

lisis posterior.

Aparatos utilizados y condiciones de la cromatograff{a.

a-La cromatograf{a gaseosa se llev6 a cabo en un cromatfigrafo
Hewlett-Packard modelo 5830 con detector de ionizacibn de llama.
Las columnas usadas fueron de vidrio de 1,80 m x 2 mm de difme-
tro interno rellenas con DGS (dietilenglicol succinato) al 15 %
sobre un soporte de Chromosorb W-Aw-DMCS (60-80 mesh). Las condi-
ciones de la cromatograffa fueron: temperatura del inyector:
2509C, temperatura del detector: 250QC. El1 programa fue fijado a
100C/min. desde 709C hasta 2009C. E1l gas portadar fue N, a 20

ml/mine.

b-La cromatograf{a gaseosa acoplada a espectrometr{a de masa se
realizf en un sistema de cromatfgrafo gaseoso Varian modelo 1440
y espectrbmetro de mass Varian-Mat modelo CH-7A, cpmandado por

una computadora Varian-Mat Data System l66.
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La cromatograff{a se hizo en columnas de vidrio de 2 m x 2 mm
de difmetro interno rellenas con DGS al 15% sobre Chromosorb
W-AW-DMCS. La temperatura del inyector fue 2609C. La programa-
cibn fue a 109C/min. desde 709C hasta 2009C. E1l gas portador
fue Helio a 20 ml/min, utilizéndose un separador deé Helio mode-

lo watson-Biemann de dos etapas a 2009C.

La fuente ifnica del espectrfmetro de mass operb a 200QC
con un potencial de 70 eVy 1l mA de emisifn, mientras que la tem-
peratura del detector de corriente ibnica fue de 2009C con un
potencial de 19 eV y 0,2 mR de emisién. E1l barrido fué de 4O a
900 unidades de masa y la velocidad del mismo fué de 19 espec-

tros por minuto.

V. 4. 3. Anflisis del componente esfingosina

Los productos de la hidrBlisis &cida que se extrajeron con
cloroformo fueron secados bajo presifn de N2 y se transfirieron
a viales de sililacifn, resuspendiéndolos en 5 ul de piridina
anhidra. La extraccifn se repitif dos o tres veces para lavar

bien las paredes del tubo original y se secb con Nz.

Las muestras de Neurospora junto con muestras patrones de
esfingosina , dihidroesfingosina y fitcesfingosina fueron sili-

ladas por tres métodos diferentes.
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1) Las muestras resuspendidas en 5 pl de piridina anhidra fueron
sililadas con una mezcla de hexametildisilazano:trimetilclorosi-
lano, 2:1 y se las calentf durante 30 min. a 1000C.. Mediante
este procedimiento sflo se sililan los grupos OH  de las esfingo-
sinas. (292). Por otro lado se usaron dos métodos alternativos
con objeto de sililar también los grupos amino de las esfingosi-

nase

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

ron sililadas con una mezcla de N,0- bis (trimetil-silil-trifluor-
acetamida y trimetilclorosilano) en proporcifn 10:1 y se dejaron 24
hs. a temperatura ambiente. Este procedimiento se usa caomunmente

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

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

3) Se usb una mezcla de N,0-Bis (trimetilsilil-trifluor-acetamida)
con piridina en proporcibén 2:1 y se dejaraon las muestras 10 min.

a temperatura ambiente (14L4).

Aparato utilizado y condiciones de la cromatografia gaseosa-espec-

trometria de masa.

El aparato utilizado fué el mismo con el que se analizaraon

los &cidos grasos.

La cromatografia se efectub en columnas de vidrio de 1,80 m

x 2 mm. de difmetro interno rellenas con 0V-101 al 2 % sabre



Chromosorb-w-AwW-DMCS (60-80 mesh). La programaciﬁn fué a 109C/min.
desde 90 a 2809C. El1 gas portador fue Helio a 12 ml/min. E1 se-
parador de Helio fue un modelo Watson-Biemann de dos etapas a

2609C.

La fuente ibnica del espectrfmetro de masa operf a 2009C con
un potencial de 70 eV y la emisifn fue de 1 mA., mientras que la
temperatura del detector de corriente ifnica fué de 2009C con un
potencial de 22eV y una emisifn de 600pA. E1 barrido de cada es-
pectro fué de 40 a 800 unidades de masa y la velocidad de barri-

do fue de 18 espectros por minuto.

Programa "Search"

Los espectros de masa de las sefiales de los cromatogramas
de las muestras incbgnita fueron normalizados y codificados por
computadora. Esos espectros codificados (Programa ENCO 0) fue-
ron comparados por la cnmputadura (Programa Search) contra los
espectros de patrones grabados en memoria magnética. (disco

y/o cinta).
vi. REACTIVOS

Los materiales empleados en los experimentos de esta te-

sis se obtuvieron de los siguientes lugares: Elu Glucosa y

5

NaS3 Uh de New England Nuclear. Los solventes tales como cloro-
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formo, acetona y metanol, todos reactivos proanélisis fueron
comprados en Sintorgan o Merck. El &cido silicico era Unisil
(100-200 mesh), ha sido obtenido de Clarkson Chemical Co. La si-
licagel G Tipo 60 seglin Stahl y las placas comerciales sobre ba-
se de vidrio sin indicador fluorescente, fueron de Merck
(5721/0025) o de Eastman Kodek. Las placas radiogr&ficas fue-
ron Kodak (X-OMAT R y S). Los patrones de glicolfipidos tales
como hematfsidos GM, glucocerebrfsidos, esterilglucfsidos, sul-
fétidos, esfingosina, dihidroesfingosina y fitoesfingosina se
compraron en Supelco. Los reactivos de sililacifn tales como
hexametil disilazano, trimetilclorosilano, N,0-bis (trimetil-

silil-trifluor acetamida) fueron de Pierce.

Los ganglifisidos de cerebro de embribn de pollo, los sul-
fogalactoglicerol{pidos de testfculo de rata y sulfbtidos de
cerebro de rata fueron preparados en nuestro laboratorio si-
guiendo el mismo método de.extraccibn y purificacibn que se

usb para Neurospora crassa.
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RESUL TADOS Y DISCUSION

I. Curva de crecimientao

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

crecimiento de la cepa salvaje (WT) de Neurospara crassa obte-

nida a partir de las condiciones del cultivo establecidas en
Materiales y Métodos. Se pueden observar las etapas clésicas
del crecimiento de los microorganismos a saber: 1) una fase

"lag" de 0 a 12 hs.; 2) una fase logaritmica o "exponencial",

12 a 4B hs. y 3) la fase estacionaria, 48 a 60 hs. (317).

Se resolvifé fijar el perfodo de crecimiento del haongao en
43 hs, considerando que, de este modo, al final de la fase ex-

ponencial, el rendimiento en material lipidico seré méximo.

II. Distribucifin de los lipidos en las distintas fracciones del

extracto lipfdico.

La extraccifn del micelio de N. crassa siguiendo el proce-
dimiento de Folch con cloroformo: metanol, 2:1 y posterior par-
ticifn con una solucibn salina da lugar a dos fases, una superior
que contiene los compuestos hidrosolubles: (mono y disacéridos,

sales y nuclefitidos as{ como 1{pidos altamente polares) y otra



-116-

 Peso himedo  Peso seco (licf:.)

AR U

! / /o

S
1
o

g/ 100ml. medio
w

o
X 05k O
2L. L
R L
1+ -
18 38 60 18 38 60

Horas de cultivo

Figura 21: Curva de crecimiento de la cepa salvaje (WT) de
Neurospora crassa en funcifn del tiempo de cultivo.
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fase la inferior u orgénica, (FI) donde se encuentra la mayor
parte de los l{pidos. Estos 1{pidos se pueden clasificar en ge-

neral en neutros, glicol{pidos y fosfolipidos.

II. 1. Fase superior

Las fracciones correspondientes a la fase superior de dis-
tintos extractos lipf{dicos de N. crassa fueron dializadas exhaus-
tivamente contra agua destilada o filtradas por una columna de
Sephadex G 25 equilibrada en cloroformo:metanol:agua, 60:30:4,5,
para eliminar todos los compuestos hidrosolubles pequefios tales
como sales, péptidos, azlcares, nuclebtidos, aminobcidos, etc.
Las fracciones no dializables o el extracto retenido en la colum-
na de Sephadex que fue elufdo con cloroformo:metanol:agua,
60:30:4,5, se resuspendieron en cloroformo:metanol, 1l:1 y se cro-
matografiaron en placas de silicagel G preparadas en el laborato-
rio. Los solventes elegidos fueron cloroformo:metanol:agua,
60:35:8, y cloraformo:metanol:agua 60:35:8'NHuDH 10%). Se usb
la coloracifin de orcinol:sulflrico, espec{fica para azlcares vy
de resorcinol:clorhidrico que es espec{fica para ganglifsidas.
Todos los resultados fueron negativos en cuanto a 1la existencia
de ganglifisidos, 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 2¢: Cromatograf{a en capa fina de la fase superior
(FS) del extracto lipidico de Neurospora crassae.
Patrones: GC=ganglibsidos totales de cerebro y
GM3 = hematfsido. Solvente: cloroformo:metanol:
agua (NHhDH 10%),60:35:8. Colaracifn:resorcinol

-clorh{drico (manchas oscuras) y arcinol-sulfirico.
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Esto no llama la atencifin dado que los ganglifisidos se en-
cuentran exclusivamente en tejidos animales, en particular en
organismos pertenecientes al Phylum Chordata (304). Entre los
Invertebrados sblo se ha detectado su presencia ern las gametas

de equinodermos (305).

II. 2. Fase inferior

II. 2. 1. Cromatograffa en Hcido silfcico

La fase inferior de la extraccifin de Folch se fraccionf en

columna de &cido sili{cico de acuerdo a la metodologfa descripta.

La fig. 23 muestra el resultado de la cromatografia en capa

fina de las distintas fracciones obtenidas de la columnae.

En la fraccifn cloroffrmica pudieron reconocerse por coin-
cidencia de movilidades con los patrones utilizados, la existen-
cia de laos siguientes lipiaus: escualena, geranil-geraniol,
carotenoides, &cidos grasos libres y esteroles libres. Estos re-

sultados coinciden con los ya publicados por Kates y col. (266).

En la fraccifn metanflica aparecen manchas que se tifien
can anisaldehido o con 12, perc no caon arcinol y cuyo RF coinci-
de con el de los patraones de fosfatidilcolina, fosfatidilserina,

fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol. Estos resultados tam-
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Figura 23: Cromatografia en capa fina de las fracciaones elufdas de la
columna de 4cido silfcico. Se usaron placas Merck N@ 5721.
Los solventes utilizados fueron: A) éter isopropfilico:
éter de petrblen, 1l:4, para los 1lipidos neutros (fraccibn
cloraférmica). B)Cloroformo:metanol:agua, 65:25:4, para
las fracciones acetbnica y metanflica. Coloracibn: iodo vy
orcinol-sulfilrico. Las manchas oscuras corresponden a reac
ciones positivas con este Gltimo colorante. Patrones utlll
zados: esc=escualeno;fit=fitosterol;Ger=geraniol;Col= cnles
terol;Gal Cer-galact051lceram1da b0v1na, GgOCer= trihesoxi-
ceramida; Gg0seltCer=tetrahexosiceramida; GgOse5Cer=pentahexo-
siceramida;FE=fosfatidil etanolamina; Fc= fosfatidil colina;
FI=fosfatidil inositol; FS-fosfatidil serina.
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bién coinciden con los publicados por Kates (266) y Lester (306).

Por otra parte, en la fraccibn acetfnica se pudo observar
la existencia de sustancias caon reaccifin positiva el orcinol, lo
gue indicb la presencia de glicol{pidos en dicha fraccifn. En
general las manchas aparecian contaminadas por sustancias que re-
velaban con iodo pera no con orcinol y cuyas movilidades coinci-
dian con los patrones de fosfol{pidos. Por esta razfn, en lo su-
cesivo, la fase inferior de la extraccifn de Folch se saponifich
y ademés se agregaron solventes de elucifin intermedios como la
mezcla de cloroformo:acetona, 1l:1 vy acetona:metanol , 1:1 , para
obtener una mejor resolucibn de las distintas fracciones obteni-
das de las columnas de fcido silfcico. De tal forma, como se ob-
serva en la fig. 24, la cromatograffa en capa fina de las fraccio-
nes de la columna de &cido silfcico, indica que en la fraccifn
cloroformo:acetona,l:1;acetona y acetona:metanol,l:1; aparecen
sustancias con reaccifn positiva al orcinol que coinciden perfec-
tamente con la tincibn de iodo, mientras que en la fraccifn meta-

nblica practicamente no se detectan fosfolf{pidos.

Con el solvente cloroformo:acetona, 1:1 eluye el 90% de
estos glicolipidos insaponificables que presentan una movilidad
seme jante a la de los cerebrfsidos patrones, mientras que en
acetona y acetona:metanol, 1:1 aparece el 10% restante de estos

glicolf{pidos que parecen ser mbs polares gue los anteriores ya
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Figura 2b: Cromatograffa en capa fina de la fase inferior de la ex-~
traccifn de Folch saponificada y elufda en columna de
&cido silfcico. Fraccianes: C:A,cloroformo:acetona, 1l:1;
A: acetona; A:M,acetona:metanol,l:1; y M,metanol. Solven-
te:cloroformo:metanol: agua, 65:25:4. Coloracibn:iodo y
arcinaol-sulflrico (manchas oscuras). Patrones: S=sulfati-
dos; GlcCer=glucosilceramida; las restantes referencias
estén detalladas en la figura 23.
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Figura 24:(foto) 1,2=galactosilceramida patrfn; 3=cerebrfsido bovino;
L=fraccibén cloroformo:acetona,l:1l; 5= fraccifn acetonsa;
6,7,8=Ffraccifin acetona:metanol,l:1; 9=sulfogalactogli-
cerolipido de testiculo de rata; 1l0=fase inferior sin
saponificar; ll=fosfatidil colina; l2=trihexosiceramida;
13=dihesoxiceramida; lb=esterilgluchsido y sulfétido

patrones.
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que permanecen més cerca del origen en el cromatograma y sus mo-

vilidades se aproximan més a las de las ceramidas con mfs de un

grupo azlcar.

II. 2. 2. Cromatograff{a en DEAE celulosa

Como método alternativo de fraccionamiento de la referida
fase inferior de la extraccibn de Folch se utilizf una cromato-
graff{a en columna de DEAE celulosa, forma acetato. (ver métodos).
En la fig. 25 puede verse la cromatografi{a en capa fina de los
productos obtenidos de las distintas fracciones de dichas colum-
nas y también como desaparecen con la saponificacifn aquellas
sustancias, fosfolfipidos, que daban reaccifin positiva con iodo

pero no coen orcinol.

Los glicolfpidos no saponificables de la fase inferior (FI)
se resolvieran en la columna de DEAE en dos grupos, el primero
conteniendo el 90% de los élicolipidus eluyb con una mezcla de
cloroformo:metanol, 9:1 , mientras que el iD% restante eluyb

con una mezcla de cloroformo:metanol, 7:3

Comparando los resultados se puede ver que los productos
de elucifn en cloroformo:acetona de la columna de &cido silici-
co fueron aparentemente los mismos que los que eluyeron con
cloroformo:metanol, 9:1 de la columna de DEAE. Del mismo modo

todos aquellos glicoli{pidos que eluyeron con acetona o acetona:
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Figura 25: Cromatografia en capa fina de la fase inferior de la ex-
traccifn de Folch saponificada y cromatografiada en una
columna de DEARE celulosa. Solvente:cloroformo:metanol:agua,
65:25:4. Coloracifn:iodo y orcinol-sulffirico (manchas os-
curas). FI=fase inferior total; FIS= fase inferior ssponi-
ficada; c= fraccifn clorofférmica; c:m,9:1= fraccifin cloro-
formo:metanol, 9:1; c:m,7:3= fraccifn cloroformo:metanol,
7:3; Col=colesternl. LacCer=lactosilceramida. Las restan-
tes referencias estén detalladas en las figuras anteriores.

Foto: l=fase inferior total; 2=fase inferior saponificada; 3=frac
cibn cloroformo:metanol, 9:1; Lt=cerebrfsido patrfin; 5=frac-
cifn cloroformo:metanol, 7:3;6= tetra y pentahexosiceramidas
patrones; 7= fosfatidil colins.
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metanol del 4cido silfcico son equivalentes o similares a los

que eluyeron con la fraccifin 7:3 de la columna de DEAE.

Sobre la base de estos resultados puede inferirse que en

el micelio de Neurospora crassa existen compuestos con carac-

ter{sticas similares a los cerebrfisidos y a glicoesfingolf{pi-
dos de laongitud de cadena hidrocarbonada creciente. Estos com-
puestos presentan una reaccifn positiva con el arcinol, no se
destruyen por saponificacifn y su movilidad cromatogréfica es
similar a la de glicoesfingoli{pidos patrones provenientes de

células de mamiferos.

III. Purificacifn de las fracciones gue contienen glicolfpidos

La separacifn y purificacifn de los distintos glicoesfin-
goli{pidos del micelio de Neurospora existentes en las fraccio-
nes obtenidas de las columnas de acido silfcico y DEAE celulo-
sa se realizf por recrumaéugrafia en columnas de Scido silfci-

co o en placas preparativas de silicagel.

III. 1. Cromatograffa en &cido silicico

Los glicol{pidos fueron purificados en columnas de &cido
silicico elufdas con gradientes lineales de metanol en clorao-

formo. De tal modo, los glicoesfingolfpidos que habfan elufdo
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Figura 26: Perfil de elucibn de los glicolipidos mayoritarios de

Neurospora crassa. La columna de 4cido silicico fue eluida con un

gradiente lineal de metanol en cloroformo O0— 15 %. Vol.total=400 ml.
Fracciones=3 ml. cada una. fFraccifn elufda= cloroformo:acetona,l:1,

6 cloroformo:metanol,9:1.



de las columnas de &cido sil{cico y de DEAE celulosa con las
mezclas de cloroformo:acetona, 1:1 vy de cloroformo:metanol' 9:1
respectivamente, fueron recromatografiadas en una columna de
fcido silfcico, elufda con un gradiente continuo entre O y 15%
de metanol en cloroformo. E1 perfil de elucifn se puede ver en
la fig. 26. Se obtuvieron dos picos que se detectaron por el mé-
todo del fenol-sulflrico. E1 pico A eluyf con 6% de metanol y el

pico B con 9-10% de metanol.

Por otro lado en la fig. 27 se observa el perfil de elucibn,
en una recromatograf{a en &cido silfcico de las fracciones ace-
tona y acetona:metanol, 1:1, o cloroformo:metanol, 7:3, (&cido
silfcico o DEAE celulosa, respectivamente). En este caso el grea-
diente elegido fue entre O y 60% de metanol en cloroformo, como
puede apreciarse aparecen entre 3 y 5 picos que eluyen con elre-
dedor de 25,35 y 50% de metanol y dan reaccifn positiva con el

método del fenol-sulflricao.

III. 2. Cromatqg;afia preparativa 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 con el solvente cloroformo:metsnol:agua, 65:25:4. La
placa una vez desarrollada se cubrif con otra placa de vidrio de

forma tal que la mayor parte de lo sembrado quedd cubierto
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Figure 27: Perfil de elucién de los glicolipidos con més de un ezlcar
de Neurospora crassa. La columna de Acido silicico fue elui-

da con un gradiente lineal de metanol en cloroformo 0O— 60 %.
Vol.total=400 ml. Fracciones=3 ml. cada una. Fraccibn eluida=
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excepto en los bordes que al ser coloreados con iado o con orci-
nol permitié ubicar las distintas bandas de glicolf{pidos. Los 1§-
pidos se extrajeron de la silica del modo ya descripto en mate-

riales y métodos.

La figura 28 muestra las cromatografias en capa fina de los
productos obtenidos con este método de purificacifn. Los produc-
tos dan reaccibn positiva con el orcinol y sus movilidades coin-

ciden con la de los patrones.

IV. Cerebrfsidas

De todo lo visto hasta el momento puede decirse que los com-
ponentes mayores entre los glicolf{pidos no saponificables de

Neurospora crassa son sustencias con caracter{sticas cromatogrb-

ficas similares a los cerebrbfsidos o monohexosiceramidas.

A continuacifn se presentan los resultados que confirman la
existencia de estos compuestos en el hongo y también un anflisis

de la estructura de los mismos.

IV. 1. Cromatograffa en capa fina en distintos solventes

La primera evidencia de que estos glicol{pidos podian ser
cerebrfsidos la dié el hecho de que en las cromatografias en ca-

pa fina corridas en distintos solventes, siempre cocromatografia-

ban con la glucosilceramida patrén.
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Figura 28: Foto: Cromatografia preparativa de la fraccifin cloroformo:
acetona, 1:1, de la columna de &cido silicico.
l=esterilglucbsido patrfin; 2=cerebrfisido bovino;
3=fraccifn cloroformo:acetona, l1:1. A y B= cerebrb-
sidos de N.crassae.




La tabla 7 resume laos RF de los cerebrfsidos de Neurospora

crassa y los de la glucosilceramida patrbn, corridos en placas

silicagel G de Merck con distintas mezclas de solventes.

TABLA 7

Movilidad cromatogr&fica de cerebrfsidos en distirtos solventes

SOLVENTE

cloroformo:metanol: agua

65 : 25 4
cloroformo:metanol
90: 10

Glc-Cer
patrbn

0,58
0,60

g,11
0,30

e
cloroformo:metanol: agua: amonlaco

L8: 14: 1:1

a, 24

0,30

Gal-Cer
bovina

cerebrfisidos
Neurospora crassa

0,58
0,60

0,11
0, 30
0,24

0,30

Como puede observarse, siempre se identificaron dos compo-

nentes con caracter{sticas de monohexosiceramidas que en todos

los solventes usados difieren ligeramente en su movilidad cro-

matogréfica. Esto, que ocurre normalmente alin con otros cerebrb-

sidos descriptos en la literatura (307) (11l1) parece deberse a

diferencias en la composicibn de 4cidos grasos. La presencia de

hidroxifcidos grasos en el grupo ceramida tiende a modificar la

polaridad del mismo en los distintos solventes cromatogréficos.
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Como se ver4 més adelante el anflisis de la composicibn de bci-

dos grasos de los dos cerebrfsidos A y B corroborf esta hipftesis.

IV. 2. Hidrblisis alcalina

La estabilidad de la unibn glicos{dics entre la esfingosina
vy el monosachérido se corroborf sometiendo a los cerebrfsidos a
hidr6lisis alcalina, seglin las condiciones descriptas en materia-
les y métodos y cromatografiando los productos de la hidrblisis
en capa fina. Los resultados pueden verse en la fig. 29. Como era
de esperar no se observb ninguna modificacibn del compuesto pos-
teriormente a la hidrélisis. En cambio cuando la hidrflisis se
realizé durante 72 hs. a 808 C, los cerebrfsidos se deacilaron
dando un compuesto del tipo esfingaosina-glucosa con movilidad de

0,36. (Tabla 17), en el solvente utilizado.

IV. 3. Metanflisis e hidrfilisis fAcidas

Los productos obtenidos de las metanflisis y/o hidrblisis
Sfcidas de los cerebrfsidos fueron analizados separasdamente uti-

lizando distintas metodologias.

IV. 3. 1. Caracterizecibn de la fraccibn glicosidica de los

cerebrfsidos A y 8.
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Figura 29: Cromatografia en capa fina de los cerebrfsidos de Neurospors
crassa sometidos a hidrblisis alcalina. C y OH™ corresponden
a muestras controles e hidrolizadas respectivamente.

Foto: l=cerebrbsido patrén sin hidrolizar; 2=idem. hidrolizado con
KOH 1 N; 3=cerebrfsido de Neurospora crassa control; b=idem.
hidrolizado en las mismas condiciones que el patrén.




La fraccibn acuosa obtenida a partir de ia metanblisis y/o
hidr6lisis &cida de los cerebrfisidos fue extrafda con piridina
para eliminar las sales formades como subproductos de la hidrfli-
sis y los azlicares as! purificados se identificaron por dos mé-

todos distintos.

Iv. 3. 1. 1. Identificacifn del monosachrido por cromatografia

en_papel.

La cromatografia descendente en papel Whatman N2 1 usando
como solvente butanol:piridina:egua, 6:4:3 y revelada con nitra-
to de plata mostr8 como (nico componente azficar en ambos cerebrb-

sidos a la glucosa.(Fig. 30),

Iv. 3. 1. 2. Identificacifin de los azflicares por cromatograffa

gaseosa

En la fig. 31 se observa el perfil de elucifn de la croma-
tograffia gaseosa del trimetilsilil derivado del metilglicfsido
del cerebrbsido A v del B. Como puede apreciarse apesrecieron dos
picos que corresponden a < y (> metilglucfsidos cuyo tiempo de

retencibn es similar al de los patrones utilizados.

Es importante destacar que si bien la galactosa es el com-

ponente azlicar més habitual de los cerebrbsidos de cerebro y te-
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Figura 30: Cromatografia en papel de los monosaclridos que
componen los cerebrfsidos A y B de N.crassa.
Gal=galactosa;Glc=glucosa;Man=manosa;Malt=maltosa;
Xil=xilosa. Solvente:butanol:piridina:agua,6:4:3.
Coloracibn:nitrato de plata.Papel:Whatman NQ 1.
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Figura 31: Perfil de la cromatograffa gaseosa de
los monosachridos componentes de los

cerebrfsidos A y B de Neurospora crassa.




=137~

jido nervioso en general (316), as{ como de eritrocitos (115),
leucocitos (308), bazo (309) y de espermatozoides del molusco

Hyriopsis schlegelli (310), las glucosilceramidas son también

componentes comunes de los tejidos animales tales coamo linfo-
citos (134), plasma (115), sueroc (133), la estrella de mar

Asterias rubens (311), pulmones en el cerdo (312), .eche (313)

y de vegetales tales como Phaseolus vulgaris (314) \ de la ha-

rina de trigo (315).

En aquellos hongos en los cusles se ha estudiado la com-
posicifn de los cerebrfsidos (Tabla 6), la glucosa es también
el componente azlicar mbs frecuente en los cerebrfsidos de

Fusarium lini (243), Aspergillus oryzae (271), y Fusicoccum

amigdali (191) entre los Imperfectos, de Hansenula ciferri (252)

entre los Ascomycetes y de todos los Basidiomycetes investiga-
dos hasta el momento (307), (250), (253). También posee glucosa

el cerebrfisido I de Phycomyces blakeesleanus mientras que el II

tiene cantidades equivalentes de glucosa y galactosa (243). Por

el contrario Aspergillus niger, (251) Saccharomyces cerevisiae

y Candida utilis (249), (136) son los Gnicos hongos que poseen

galactosa como componente azlcar en su cerebrfsido.

IV. 3. 2. Caracterizacifn de la fraccifn lipidica de los cere-

brb6sidos A y B.
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IVv. 3. 2. 1. Identificacibn de los &cidos grasos _por cromatogra-

f{a gaseosa y espectrometr{a de masa.

El material extrafdo con hexano, obtenido luego de la meta-
nilisis de los cerebrfisidos A y B gque contenfa los ésteres met{-
licos de los fcidos grasos fue sometido a an&lisis por cromato-
graf{s gaseosa y espectrometr{a de masa. En la fig. 32 A y B se
observan varios picos que corresponden a los ésteres metfilicos
de los 5cidos palmitico, estefrico y oleico del cerebrfsido A vy
de los Acidos hidroxiestefrico e hidroxioleico, as{ como &cido
palm{tico, esteérico y oleico en cantidades menores del cerebrf-
sido B. La identificacibn se realizb comparando los tiempos de
retencifn de los ésteres met{licos de dichos 4cidos con patrones

cromatografiados en condiciones similares.

La tabla 8 muestra la proporcibn en que se encuentran estos
8cidos en el cromatograma gaseosO.

Tabla 8

Composicifn de fcidos grasos de los cerebrfisidos A y B de N.crassa

o
nC:
Acido : Nomenclatura %

doble enlace IUPAC A B
Palmitico 16:0 hexadecanoico 35 23
estefrico 18:0 octadecanaico 41 11
oleico 18:1 ?-octadecenoico 24 6.4
hidroxiestefrico

h 18:0 2-hidroxioctade-

canoico L3

hidroxioleico . ;4.9 2-hidroxioctade-

cenoico 15
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Figura 32: Registro potenciométrico del cromatograma
de los ésteres met{licos de los &cidos gra
sos que componen los cerebrbésidos A y B de

Neurospora crassa. R) &steres met{licos de

fcidos grasos delcerebrfisido A. B) idem

para el cerebrfsido 8.
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Espectrometr{a de masa

En la figura 33 se observan los espectros de masa (EM) de
los Acidos grasos del cerebrfsido A. Estos espectros que corres-
ponden a los ésteres metflicos de los &cidos palm{tico, estebri-
co y oleico aparecen indicados como EM 166, EM 197 y EM 200 res-
pectivamente en el cromatograma de la figura 32 A. Los resulta-
dos obtenidos se encuentran ademfs 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 74. Esto indica la
existencia de un reordenamiento de los fragmentos donde el H}(

migra a una doble ligadura seguido por una ruptura en% . (318).

(Figura 34,a).

-+ <\H\K éH
n CH (CHp),CH3 —CH30C=CH,

CH™ m/e 74

Figqura 34, a
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Figura 33: Espectros de masa de los ésteres metflicos de los 4cidos gra-
sos que componen el cerebrbsido A de Neurospora Crassa.

A) Acido palmitico.
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Figura 33 C: Acico




Otros iones caracter{sticos que sparecen son m/e 239,
m/e 267 y m/e 265 que corresponden a la pérdida del grupo metoxi,

es decir (M-31) (Fig. 34,b).

0 +
CH30-C-(CHp), CH3 —» 0= C(CHp), CHg
M M-31

Figura 34,b

Los icnes m/e 269 (M-29) en el &cido estebrico y m/e 227
y m/e 255 (M-43) en los bcidos palmitico y estebrico respectiva-
mente se originan por un reordenamiento de la cadena més la trans-
ferencia de un H hacia el fragmento que retiene la carga sequido
de la pérdida de un radical propflico. En el M-43 la ruptura se
hace entre Ch v CS y en M=29, la ruptura se hace entre 03 v CQ

(319). (Figura 34,c).
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0 (CHy) CH30C  (CH2)
s N\ s \\" : 2
CH30[|: ?Hz CHR — o C“Z\ éH _EH?CI"ZCH;;
CHy CH I CH30 L0
\2 / 2 H CH2 R NN
CH CH A
2 3 R-CH-(CH2)n
M-43
Figura 34,c

Otra caracter{stica de los espectros de los ésteres metf-
licos de los &cidos grasos es la aparicifn de los iones de la
serie EHBDCD(EH2)+n que se encuentran s m/e (59 + 14 n). E1 ion
mls abundante de la serie es el m/e 87 aunque también aparecen

el m/e 143 y m/e 199. En estos GOltimos hay expulsifin de parcio-

nes intermedias de la cadens m&s un H. (320). (Fig. 34,d).
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OH . 0+
CH30C =\Cf|(—CH2 <> (CH30C-CH-CHp
m/e 87

Figura 34,d

En el espectro EM 200 que corresponde el éster met{lico
del 5cido oleico se observa la presencia de los iones m/e 222
(M=-74) y m/e 180 (M-116) que corresponden a la pérdida de la
fraccibn éster més un H que se reubica cuando se rompen las
uniones entre Cz, Cy y Cg, C respectivamente. (321), (322),
Fig. 34,e.
0 —m2
CH30 C CHZ R fFigura 34,e

\mt X

| CHp

m1=205
m2=306

En el caso de ésteres monoinsaturados de cadena larga,
la ubicacibn y estereoquimica de la doble ligadura no se puede
determinar directamente por espectrometrf{a de masa pues los es-
pectros de todos los monoenos de ClB con dable ligadura en po-
sicién 6,8,10,13 y 17 son semejantes.(320). Una posibilidad de

identificar la doble ligadurs serf{s trimetilsililar los deriva-



dos oxigenados de los fcidos grasos pues los trimetilsililderi-
vados van a la doble ligadura y asi se produce la ruptura de la
molécula y la aparicifin de fragmentos caracter{sticos. (320).

Para ello serfa preciso aisler el fcido, transformsrlo en epoxi,
luego en glicol y finalmente derivatizarlo y ello esth fuera de

los objetivos de la presente tesis.

Tabla 9

Espectros de masa de los &steres metflicos.de los &cidos grasos

del cerebrbfsido A y su abundancia relstiva.

EM 166 (Palmfitico) EM 197 (Estefrico) EM 200 (0Oleico)
m/e Abundancia m/e Abundancia m/e Abundancia
% % %
43 35 L3 35
55 30 55 8 55 40
69 5 69 40
74 100 74 100 74 100
a7 60 * 87 65 a7 65
143 10 143 10
180 15
199 5
227 5 222 15
239 [
255 a8
264 28
265 15
267 4
269 2
270 6 296 5

298 a8



EM 345

Figura 35: Cromatograma por corriente ifnica total de los ésteres metilicos

de los &cidas grasos que constituyen el cerebrbfsido B.



M-314

255(M-59)

Figura 36:. Espectros de masa de los ésteres metflicos que componen el
cerebrbsido B. A) Acido hldroxiestefrico.
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Figura 36 B: Acido hidroxiolefco.




-151-

lmie 0
Espaciros de mess dv los fsteres met{licas ds los Ucidoe gresos
dwl Seido B y ou relotive.
N 34 h 203 N 268
(Palaftico) (estebrico) (0lefon)
u/s lbun:nn n/e hunlcuu a/s Muli-u:l-
&) - “) -]
55 2 35 10 3 %
69 a8 69 3 [ 60
[ 100 7% 85 ) 100
87 60 87 (3] [ 4 [ ]
163 10 14) k]
180 13
199 S0
m 13
27
29
253
255
266 26
269 14
267
269 o
270
2 2
96 6.
298 100
EN 5 €N 583
(Hidronjestatrico) (Midroutolefco)
n/e lbun:.mh n/e Abundencis
) S0
33 60 95 %0
57 10 37 [ ]
[ 80
kol &0
8 %
87 10
90 100 90 b
93 100
- 97 se
103 L] 103 3
109 7
1l 65
123 &0
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El cromatograma correspondiente a los &cidod grasos del
cerebrfsido B presenta cinco picos cuyos espectros de masa fue-
ron determinados.(Figura 35). De estos picos, los denominados
EM 254, EM 283 y EM 288 corresponden a los ésteres met{licos
de los Acidos palm{tico, estefrico y oleico respectivamente.

5e observan iones moleculares a m/e 270, m/e 298
y m/e 296 con abundancia de los iones m/e 74 y m/e 87. Del mis-
mo modo que en el cerebrfsido A, aparecen también iones a
m/e 269 (M-29), m/e 239, m/e 267, m/e 264 (M-31), m/e 227,

m/e 255 (M-43), m/e 222 (M-74) y m/e 180 (M-116). (Tabla 10).

Los dos picos restantes corresponden a los espectros

EM 345 y EM 583 con iones moleculares a m/e 314 y m/e 312
(Figura 36 A y B) lo cual indica la presencia de los ésteres
met{licos de los 4cidos hidroxiestefrico e hidroxioleico res-
pectivamente con presencia de iones caracteri{sticos a m/e 255
y m/e 253 (M-59) (tabla 10). La aparicifn del ion M-59 mar-
ca la posicifin del grupo hidroxilo en la molécula en el C oA
ya que su presencia facilita la ruptura entre C2 Y 03 con la

pérdida del grupo carbometoxi.(Figura 34F).
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0
8/ + i
CH30C5CH (CHp)15 CH3 — HO=CH (CHh CHs
04 |
m/e 314 m/e 225
(M-59)
m/e 312 m/e 253

Figura 34, f

Otros iones que indican la posicifin del grupo OH en la
cadena son los gque estén asociados con ruptura @J a8 la funcibn

oxigenada, m/e 57, m/e 90 y m/e 60. (320). (Figura 34,g).



' I
3
CH30C— £H-(CH2)15 CH3
m/e 314 (M)
H§2£9ﬁ1
CH30C —5 ~(CHp)15 CH3

, 0 Ny o
0=C-CH-0«CH30C CH-0 CH30C
m/e 57  m/e 90 m/e 60

Figura 34,qg

Por @iltimo la aparicifn del ion m/e 103 es otro indicio
mis de la posicibn del grupo OH cerca del extremo anterior de

la cadena. (320).(Figura 34,h).
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OH
CH30C- C=CHp m/e 103
OH

Figurs 34,h

De los resultados obtenidos puede concluirse que “os Aci-

dos grasos hidroxilados en Neurospora crassa tienen el yrupo OH™

en el BE' La presencia de estos Scidos como constituyentés im-
portantes de los cerebrfsidos del hongo coincide con lo registrado
en la literatura con respecto a los cerebrfsidos en general (324)
(325), y también a los cerebrbsidos encontrados en hongos hasta

el momento. (252), (243), (271), (136), (251), (191), (307), (250).
Los ® - hidroxiacidos mencionados son los (nicos componentes hidro-

xilados que aparecen en cerebrfisidos.

En cuanto a la longitud de la cadena, la veriabilidad es ma-
yor. En cerebrfsidos de cerebro predominan los &cidos estefrico
(18:0), lignocérico (24:0) (95) y nervbnico (24:1) aunque también
se encontraron desde palmitico (16:0) hasta hexacosanoico (26:0)
en concentraciones variables (95) (323). En tejidos extraneurales
(97) y en sangre (98) se encuentran concentraciones altas de lig-
nocérico (24:0) y nervbnico (24:1) seqguida de palmitico (16:0) vy
cantidades menores de &cidas Cig @ Cos- (323). En el cerebro de

la lamprea Lampetra fluviatilis, los cerebrfsidos tienen Bcidos




~156-

grasos gue van de Clb a 027, predominando palmitico y estefricao.

(326). En la estrella de mar, Acanthaster planci, los cerebrfsi-

dos tienen o¢ -hidroxi Acidos de C19 a C2h°(327)°

En los hongos, la variedad de &cidos grasos que integran
los cerebrbésidos es grande sunque no son demasiadas las especies
de hongos donde se han descripto hasta ahora estos compuestos.
(ver Tabla 6). Entre los Phycomycetes, el &cido graso que consti-

tuye el cerebrfsido de Phycomyces blakeesleanus es 2-hidroxipal-

mitico (2-h 16:0) (243). Entre los hongos imperfectos pueden ci-

tarse Fusarium lini con acido estefrico (18:0) y 2-hidroxiesteé-

rico (h 18:0) (243), Aspergillus oryzae con 16:0,18:0, hl18:0 y

h 18:1 (271), Aspergillus niger con hl8:1 (251) y Fusicoccum

amigdali con hl8:1 (191).

Entre los Ascomycetes, Hansenula ciferrii tierme 16:0,16:1,

18:1,18:2,18:3 y hlB8:0 (252) Saccharomyces cerevisiae y Candida

utilis poseen hl8:0 (136).Finalmente entre los Basidiomycetes
se conoce la composicifn de &cidos grasos de los cerebrfisidas

de Lactarius deliciosus con 14:0,16:0,18:0,h16:0,h16:1 y hl19:0

(307), de Amanita muscaria, A. rubescens y Agaricus bisporus

con 16:0,18:0,18:1,18:2,h15:0,hl16:0 y hl18:0 (250). Si se compa-
ran los &cidos grasos que componen los cerebrfsidos de Neurospora
con los encontrados en estos hongos puede decirse que estos fci-

dos grasos son componentes normales de los cerebrbsidos en hongos
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vy que estln distribuidos al azar entre los distintos grupos sin

gue se les pueda atribuir ninguna importancia filogenética.

Iv. 3. 2. 2. ldentificacibn por cromatoqraffa en capa fina de

las bases aminadas de cadena larga.

La presencia de bases aminadas de cadena larga se demostr6
en una cromatograffia en capa fina de la fraccibn ciorofbrmica
obtenida luego de la hidr8lisis &cida de los cerebrb6sidos A y B.
Runque no se pudo determinar con precisifn de que tipo de bases
se trataba, el revelado con ninhidrina y fluorescamina confirmf
la existencia de grupos amino en esas moléculas. El1 salvente
usado fue cloroformo:metanol:agua:amonfaceo concentradc, 4L8:14:1:1
y las movilidades cromatogr&ficas variaron de 0,53 en la fraccifn
correspondiente al cerebr8sido A a 0,58 en la fraccibn del cere-
brbsido B, siendo el Rf de 0,60 para la esfingosina y de 0,56

para la dihidroesfingosina.

IV. 3. 2. 3. Identificacifn por cromatografia gaseosa - espec-

trometria de masa de las bases aminadas de cadena

larga.

Los productos de la hidr6lisis Acida de los dos cerebré-

sidos A y B de Neurospora crassa que se recogieron en clorofarmo
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de acuerdo a la metodologfa descripta, fueron sililados y anali-

zados por cromatografia gaseosa-espectrometr{a de masa.

Cerebrfsido A

De dos muestras diferentes de la fraccifn cloroffrmica del
cerebrfsido A se obtuvieron los siguientes cromatogramas por
corriente ibnica total, Al Y A2- El crometograme de la fraccibn
Al, (figura 37), presentb nueve sefiales o picos cuyos espectros
de masa fueron determinados y comperadaos contra el banco de es-
pectros de memoria. Los picos indicados como EM 58, EM 61 y
EM 77 resultaron impurezas, mientres que los indicedos como EM
157, EM 202, EM 237 y EM 261 aperentaron ser metilsilil deriva-
dos de &cidos grasos que pudieron ser arrestrados en el proceso

de fraccionamiento.

Los espectros EM 171 y EM 183 resultaron corresponder a ba-
ses del tipo "esfingosinas" ya que mostraron un ion muy impor-
tante a m/e 204 (90 y 60 % respectivamente; ver tabla 11), esto
indic6 una sililacifn completa, es decir que el grupo amino tam-
bién se sililé (Figura 38). Descontando el ibn m/e 73 (M2351)+
que es base en ambos espectros (100 %; figure 39, Ay B y tabla
11), se destacaron los iones:

m/e 103 (CH,OMe,51)" m/e 204 (Me;S1HNCHCH,0SiMe )™

_ + +
m/e 117 (HZNCHCH DSiMez) m/e 205 (Me351H2NCHCH2051M93)

2
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Figura 37: Cromatograma de la fraccifn Al del cere-

br6sido A de Neurospora cCressa.
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. +
m/e 132 (HZNCHCH2051ME3)

m/e 217 (CHMe,®1iHNCHCH

. +
3 2081M23)

m/e 147 (MeBSiDSiMez)+
m/e 299 y m/e 313. La abundancia relativa de estos iones se pue-
de ver en la tabla 1ll. Como es habituel para los metil silil

éteres de las bases de esfingolipidos, el i6n molecular no fué

detectado. (337).

Dado que se trata de bases totelmente sililadas, se podria
suponer que, en EM 171, el mayor fragmento, m/e 299 padr{a resul-
tar de la pérdida de 204 unidedes de masa, siendo entances le ba-
se de un peso moleculser de 503. Dicho en otras pelsebras el frag-
mento m/e 299 serf{a equivalente a M-204, donde M es el i6n mole-
cular. Se tratar{a entonces de una dihidroesfingosina de 17 fto-

mos de carbono como se ve en la figura 38, A.

Habrfa en cambio, dos interpretaciones posibles para el es-

pectro EM 183:

A) Que se trate de una dihidroesfingosina de 18 &tomos de Cerbo-
no si m/e 313 fuera M-204 ya que esto significarfa que la molécu-

la tiere un peso molecular de 517. (Figura 38,B).

B) También podria tratarse de una dihidroesfingosina de 19 &to-
mos de Carbono si m/e 328 fuera igual a M-204, en este caso el
peso molecular es de 531. (Figura 38,C). Debe tenerse en cuenta
que, por el peso molecular obtenido, el m/e esperado en este

Gltimo caso deberfia ser de 327; por lo tento se puede suponer
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que el fragmento m/e 328 estaria protonado, fendmeno que no es

extrafio 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 fraccién Al del cerebrb-

sido A.
EM 171 EM 183
m/e Abundancia m/e Abundancia
% %
73 100 73 100
103 10
117 10 117 40
129 10 129 8
132 10 132 20
147 15 147 15
189 10
191 20 191 10
204 90 204 60
205 20 205 10
217 Lo 217 9
299 20
313 18
328 3

En la fraccifn A2, el cromatograma presentd siete sefiales
(Figura 40), dg las cuales se analizaron las dos mas importantes,
EM 187 y EM 200, ya que las otras dos, EM 90 y EM 103 pearecieron
ser derivados sililados de &cidos grasos. Los compuestos cuyos
espectros se indican como EM 187 y EM 200 (Figura 40O) parecieron

ser también bases del tipo de las esfingosinas posiblemente is6-
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AZ del cerebrésido A de Neurospora crasse.
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meros, con iln base a m/e 204 (100%) lo que indicaria una silila-
cién completa y con iones a m/e 73, m/e 103, m/e 117, m/e 129,
m/e 132, m/e 147, m/e 204, m/e 205, y m/e 306 cuyas abundancias
relativas figuran en la tabla 12 y en la figura 41. El ién m&-
ximo en este caso es m/e 438. 51 se considerara a m/e 438 como
M-204, el ién molecular, M, serfa de 642 y esto no coincide con
el peso molecular de ninguna base conocide, ya que la fitoesfin-
gosina de 20 4tomos de Carbono tiene un peso moleculer de 633 y
la de 21 Stomos de Carbono tiene un peso molecular de 647. Una
dihidroesfingosina de 27 &tomos de Carbono tendrfia un peso mo-
lecular de 643, pero es poco probable que exista una base de ca-
dena tan larga. En cambio, si se supone e m/e 433 igual a M-103,
el peso molecular ser{a de.541 y correspanderfa a una dihidroxi-
base diinsetureda de 20 &tomos de Carbono cuya estructura tenta-

tiva se puede observar en la figura 38 D).

Cerebrfsido B

De tres muestras diferentes de la fraccibn cloroffirmica del
cerebrfsido B se obtuvieron los siguientes cromatogramas por
carriente ibnica total, Bl' 82 v 83. El cromatograma correspon-
diente a la fraccifn 8, presentf cinco sefiales, (Figura 42),

dos de las cuales aparecen en muy pequefisa centidad por lo que los
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Tabla 12

Abundancia relativae (42 columna) de los fragmentos (52 columna) gue aparecen en los espectros

de masa de las bases aminadas de la fraccibn Az del cerebrbfsido A.
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Tabla 12 (continuacibn)

Qe OIS D DI DNINAOO OGO T Rt aMI)
et rdvtvtvdvtyd it vl st et ol vl v v ot v ¢ od v v o=t ot ot (2SO0 (N YO
Frrieva vi vt vt vt ord vt 04 371 74 v ¥4 v4 o) 4 vt = =8 oA 94t vl v 4 v 4 o4 ol o

Uu(_.; Loy u-')f_,mmnuuoml’xoooeomf"QOOOOOOQO

fIl)*tu-u'u--‘l'l"ll“-" P-lL\fJ-C'\-'NvJ"l"h'l'Ol\---f\l"le' - f-')
[R5 T Y B T T e RO I A G T DR e A 1) "’t--.n.l'll-‘n")

TEIC IO DY 1 ) ‘)(‘H’;l“!l“llﬂl‘ll"l“l PO TTr e

Dsesernit SR NTAS NN RN L NSNS AR AR NP L8 L9 AT AT S AR AR NP N0
O TR D T i i L NI A N S P E IR D s et R W RN
wﬁwﬁwrmvuwmhwmvmnnvmmm¢mmwmmm¢
P> £ D PRI Y A Rl WX O R AT AR o0k GQC\:I.’:AI:"IQQQGNS\'-;QO.
@
-

O O, C NSO G "'deooo—om
g

= (g 0t L"'Or-‘ﬂﬂff;-“ VD SRNRCI T NHMN =t NOID
it JJ"’:O.I’-‘U’.JWU"I;'ﬂll“("h-f'lﬂb)-‘\‘l\'SJlJ'.'O)L‘D-leO\I\
e ot it (et T ot e e T Y]t T ottt A o [ et A ) ot MV ot ot 4

DU 0T o ‘l"‘flﬁ‘-vf‘-'.':".?‘nc"-'"‘l"’!’L'"lDf\mf."oDﬂ
GG NG TGOUOTTINMNOOOQOQOOL D0 —t -
g: ek B PeVRes P Paw Dur v i RiN

™M < of = NN OO (T) vt ot vt vt ot b 0w
DI Q QO DI VIO S D E D G G vt ot vt omt ot ot vt
-4 v v vd o> b 4 v4 94 4 *4 v vi b v 4§ vb o4 o

QU"'IC'OG\QOGICJQ&QOOD“"!OQ&DDDQQ&IOOQ

mn.nr-rr.w-onvm-fm«rm'okwmumcnrs;-mmnamn
OG- TSGR D DD QS vt vt vt w4 (O Y DI PIM )
trdvtotod ot od et et = I IN W CIOIN RSN NI N CINNN

101

Lot D 0r M ENENT LI N0 S0 S L (BT SR SE IS AL AR AR AL N L S0 20N AR N

-k i Bl R e IO AL IR IS ARt T N T

WIGTMEN ST GMIQMOTMIM UM DNMT OO0V

a- . . .

&mroﬂﬁov—rmmﬁna~maounmwaﬂammmoo
Sl

¢ =

-

s > TN SR R "-‘\'-"-‘x’-\' \'-\-\;\'
X b N ISR AT i
vr NI 1\...[-\- D D B D T R 2 O fflo'l\’O‘O

ﬂ

AOCIT- U RTIRT DN IDON DTN OM TN
Co) ot 1110 o A I N U e S DI - DN DIV DD
»«-—---m-a-armr-((-a.-uovr-mv-—--—-mr~m-v7—-—-mw~
- G F‘WN O~

- (]

e AR PR R [ Ko Rt § aSha off WAYCT RO Ju Tan T2 \Y |
YAV ETRRYVAVYRFRUVY DY (RN S B O S (O A DN A (e 11 X 1)

-169-



-170-

Figura 42: Cromatograma de la fraccién Bl
del cerebrbsido B de Neurospora

CTrassa.



valores de corriente ifnica total resultaron tan reducidos que

fue imposible registrar los respectivos espectros de masa. Los

restantes tres picos corresponden a los espectros EM 1290, 1296

y 1308, cuyos fragmentos mis importantes presentaron las caracte-

risticas sefialadas 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 fraccién Bl del cerebrb-

sido 8.
EM 1290
m/e Abundancia
%
L3 10
45 10
56 84
67 13
73 56
84 20
103 100
117 11
121 2L
125 27
129 28
132 15
143 16
155 9
187 19
204 70
205 11
221 1
225 16
243 -
257 12
295 8
323 20
355 6

m/e

L5

56

67

73

84

103
117
121
125
129
132
143
155
187
204
205
221
225

243
257
295
323
355

369

EM 1296

Abundancisa

m/e

L5
56
67

8L

103
117
121
125
129
132
143
155
187
204
205
221
225
243
257
295
323
355

369
397

EM 1308

Abundancia

%
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En el espectro 1290, el valor de m/e 204 indicarf{s la presen-
cia de una base totalmente sililads y considerando que el mayor
fragmento, m/e 355 podr{a producirse por la pérdida de 204 unida-
des de masa resultaria una base de peso molecular de 559, pudiendo
asimilarse 8 una dihidroesfingosina de 21 &tomos de Carbono.

(Figura 43, R).

El EM 1296 corresponderia también a una base persililada da-
do que su ion més importante es el m/e 204. Razonando de manersa
anfloga a la anterior, si el mayor fragmento, m/e 369 resultb
de la pérdida de 204 unidades de masa entonces el peso molecular
del compuesto serfs de 573, esto corresponderia a la dihidroes-

fingosina de 22 &tomos de Carbono. (Figura 43, B).

El tercer producto, correspondiente s EM 1308, aparentf no
ser una base aminada de tipo simple. En la tabla 13 puede obser-
varse la presencia de los iones m/e 397, 369,296,204,155,132,113 y
103. De esto puede deducirse que se tratarfa de una base sililada
pero con particularidades que hacen aparecer al ion m/e 155 como
ién base, (100%). Ahora bien, si se considera al itn m/e 397
como resultante de la pérdida de 204 unidades de masa, (M-204),
el producto tendrfa un peso molecular de 601 indicando una fito-
esfingosina de 18 &tomos de Carbono con dos insaturaciones o una

dihidroesfingosina de 24 Stomos de Carbono.



De las dos posibilidades planteadas, los restantes fragmen-
tos del espectro sefialarian a la segunda como la mbs probable,
pero para explicar el ibn m/e 155 deberia plantearse la posibi-
lidad de una ramificacifn en Clh respecto a la dihidroesfingosi-
na de C,, presentada anteriormente. (Figura 43, C).

r 4
CH3-(CH) ~C - (CH)p - - - - §-- CHz
R 0 NH O
(CH3)3Si | SilCH3)3
Si(CHy)3

Figura 43: Estructura probable de las bases de cadena larga que
componen el cerebrfsido B de Neurospora crassa.

R) n=6 R=R' = H
B) n=7 R=R' = H
C) n=7 R=R' = CH

El cromatograma de la fracci8n B2 presenté cinco picaos,
(figura 44), dos parecieraon ser impurezas y de los tres restan-
tes sblo uno proporciond cantidad suficiente para obtener un
espectro. (Figura 45). En la tabla l4 se observa la abundancia
relativa de los iones més abundantes de la fraccién 82. En es-
te caso, pareceria tratarse de una base totalmente sililada,
ya que aparecib el ion m/e 204. De tal forma considerando al
ion m/e 313 como M-204, la base tendria un peso molecular de

517 correspondiendo de ese modo a una dihidroesfingosina de
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Figura 44: Cromatograma de la fraccifn 82 del cerebrfsido B.
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Figura 45: Espectro de masa de la base aminada de la fraccifn 82 del

cerebrfsido B.
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C semejante a la descripta para el fragmento Al del cerebrb-

18’
sido A. (Figura 38, B).
Tabla l4

Rbundancia relativa de los fragmentos que aparecen en el espec-

tro de masa de la base aminada de la fraccién 82 del cerebrbsido B.

EM 1191
m/e Abundancia
%
43 20
55 10
73 100
75 35
117 30
129 20
132 20
147 20
204 45
217 7
313 13

El cromatograma de la fraccién B4 presentf dos sefiales cu-
yos espectros fueron EM 773 y EM 786. (Figura 46). Como puede
verse en la tabla 15 y en la figura 47, ambos espectros presen-
taron iones semejantes, por lo que podrian considerarse como
isbmeros. La presencia de m/e 204 indicaria que las bases estén
totalmente sililadas, pero los fragmentos de mayor peso molecu-
lar detectados, m/e 361 y m/e 521 no son asimilables a flrmulas

de estructuras de esfingosinas descriptas en la literatura.



786

773

Figura 46: Cromatograma de la fraccibn 83 del

cerebrfisido B.
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Si se considera a m/e 521 como un fragmento parcial, los

valores razonables a sumarle para llegar al itn molecular serfan

204,132,103,89 y/o0 14 y en ninglin caso se llega a un valor coin-

cidente can un peso molecular asimilable a bases esfingnosina,

dihidroesfingosina o fitoesfingosina caonocidas.

Tabla 15

Abundancia relativa de los fragmentos que aparecen en los espec-

tros de masa de las bases aminadas de la fraccifin 83 del cerebrb-

sido B.

m/e

73
103
129
147
191
204
217
243
271
361
521

Abundancia

%
10

8

5
20
100
20
5

5
10
2

m/e

73

103
129
147
191
204
217
243
271
361
521

EM 786

Abundancisa

%

10
5
8
5
70
100
30
5
5
20
2

En la tabla 16 se presentan las estructuras tentativas de

las bases aminadas de cadena larga de los cerebrfsidos A y B.
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Tabla 16
Estructuras tentativas de las bases aminadas que cdmpanen los

cerebrbsidos A y B de N.crassa.

R
L

CHy==- CHly=-C-1-(CHo)ip #-C ---C---Chy
R OH NH3

Cerebrbsido na c n R 1,2

17 P H
18 3 H

A
19 b H
20 5 H insaturados
21 6 H

B 22 7 H
24 7 CH3

La composicifn de las bases aminadas que integran los ce-
rebr6sidos es bastante variable. En el cerebro de los mamife-
ros predominan las esfingosinas (4-esfinguenina)y las dihidro-
esfingosinas de ClB y CZD (4-esfinganina y L-eicosasfinganina)
(311). La fitoesfingosina (4-hidroxiesfinganina) que al princi-
pio se creia que sparecfa sflo en las plantas (93) es la base

més importante de los glicoesfin olipidos del plasma sanguinea
g P
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(115), de los rifiones de mamiferos (328) y del intestino delga-
do (329). En los rifiones de bovinos se detectaron BEqueﬁas can-
tidades de esfingosinas de cadena ramificada, como l6-metil-dl7:

l“-esfingosina (330).

En cuanto a los hongos, también se pensf que la fitoesfin-
gosina era la (Onica base que constitufa a los cerebrfsidos, vy
esto parece ser cierto en los Basidiomycetes, tales como

Lactarius deliciosus, Amanita y Agaricus(307) (250), donde las

fitoesfingosinas presentan sus cadenas de longitud variable,
entre 17 y 22 &tomos de C y también ramificadas. En Phycomices
y Fusarium (243), también ebundan estes bases, a pesar de ser
estos hongos mhs primitivos que los anteriores. En Neurospora,
de acuerdo con nuestros resultados, la fitoesfingosina no cons-
tituye a los cerebrfsidos, esto coincide con lo que sucede en
otros Ascamycetes como Hansenula (252) 6 Candida (136) en los
cuales, las bases mbs abundantes san también la esfingosina

de y la dihidroesfingosina de ClB v 816’ igual gque en

Cag
Neurospora. Sin embargo, Lester (l4l), cuando aislf la tetra-

hexosiceramida de Neurospora crassa, encontrd que las fitoes-

fingosinas de ClB y CZU eran las bases que companfan la cera-
mida en este glicoesfingolipido. También un estudio més pro-
fundo gue el de Wagner (136) en la levadura del pan,6hecho por

Soumalainen (4) muestra que adembs de las esfingosinas y dihi-
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droesfingosinas de C hay tambien fitoesfingosinas de

18 Y Cop

G20 y Cl18 y dihidroesfingosinas de C g en la mezcld de 1{pidos

2
obtenida de una fraccifin de la columna de acido silfcico, donde

sblo eluyen cerebrfsidos, esterilglucfsidos y sulfétidns.

En todos los hongos imperfectos, a excepcin de Fusarium,
no existen las fitoesfingosinas como integrantes de los cere-
brésidos, pero s{ una variedad de esfingosinas y dihidroesfin-
gosinas de cadena linesl y ramificada de longitud variable

(271) (251) (191).

Es de hacer notar que en ninguno de los casos estudiados
hasta el momento, aparece la l4-dimetil-dihidroesfingosina- -
C22 (lh-di-BHB-docosaesfinganina) propuesta en esta tesis para

el cerebrfsido B de Neurpspora crassae.

V. GLICOESFINGOLIPIDOS DE MAS DE UN AZUCAR

Los glicoesfingol{pidos que tienen més de un azlicar en su
molécula, son, como ya se ha dicho comunes en los tejidaos ani-
males, donde alguno de ellos cumplen funciones definidas. En
la fig. 48 estén representadas las relaciones estructurales de
los glicoesfingolipidos segflin una clasificacifin hecha por
Wiegandt (304). Las oligohexosiceramidas predominantes en ri-

fiones (199) (331) (332) y pulmones (312) (333) de mamiferos
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pervenecen a las series I y II de dicha figura. En bazo, h{gado

y sangre la mayorf{a de los glicolipidos pertenecen & la serie II,
pero es probable que existan componentes que pertenezcan también
a la serie I (304). Los oligosachridos semejantes a la porcién
de carbohidratos de los glicoesfingol{pidos de la serie III

(fig. 48) fueron aislados en principio como azlicares libres de
leche humana y orina (334). La presencia de oligohexosiceramidas
en el plasma humanoc fue estudieda por primera vez por Svennerholm
y col. en 1963 (11l1l) y Vance y Sweeley las caracterizaron poste-
riormente como glucosilceramida, lactosilceramida, galactosil
galactosilglucosilceramida y globbsido (N-acetilgalactosaminil
galactosilgalactosilglucosilceramida) (115). Entre laos inverte-
brados, se aislf recientemente una ceramida octasachrido, que
contiene manosa 6-fosfato entre sus azlicares, en Corbicula
sandai (molusco bivalvo) (336). En las plantas, en cambio, los
glicoesfingol{pidos encontrados presentan los oligosachridos
unidos a las ceramidas por un puente fosfodiéster (335), pero

no se han descripto hasta el momento oligohexosiceramidas con
unién de tipo gliclsidica. En los hongos, fue Lester en 1974

(141) el primero que aislf precisamente en Neuraospora crassa

una tetrahexosiceramida identifichndola como (gal3glu)

N-hidroxitetracosonil-hidroxiesfinganina. (Tabla 6).
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Ondrusék y Préstenik en 1978 (307) hacen referencia a la
existencia de oligohexosiceramidas en los cuerpos de fructifica-

cibn de Lactarius deliciosus, pero hasta el presente no hay

otras evidencias en la bibliograffia de la presencia de estas sus-
tancias en hongos. Por eso, la apericibn en las fracciones ace-
tona y acetona:metanol,l:1l, de las columnas de &cido silfcicao vy
cloroformo:metanol, 7:3 de las columnas de DEARE celulosa, de
compuestos no saponificables, con reaccibfn positiva al orcinol,
mbés polares que los cerebrfsidos y con movilidad cromatogréfica
seme jante a la de oligohexosiceramidas patrones, no sflo canfir-
maria lo descripto por Lester y col. (l4l), sino que aportan

una prueba més en favor de la existencia de n-hexosiceramidas

en hongaos.

V. 1. Cromatografia en capa fina

La recromatografia en columnas de 4cido sil{cico de estos
compuestos, elufdos con un gradiente de metanol en claroformo
permitif separar por lo menos cuatro picos que se tifieron posi-
tivamente con fenol-sulfiérico. (fig. 27). En 1la figura 49 se ve
la cromatografia en capa fina de las sustancias aisladas de la
columna de fcido silfcico. Lamentablemente la escasez del mate-
rial disponible impidi6, hasta ahora la identificacifin exacta
de los azlicares que componen estas sustancias. Por la movilidad

cromatogréfica en el solvente empleado se podrian tratar de por



-186-

*OpT384TNS=TT ‘0pT1sg@antbiraajsa=QT ‘ugijed epTwelaaTrs
oantE=g {pT ootd=g ‘III ootd =£ ‘II 031d=g feuwnTod BT 38p I 00Td=g (EOTWIGJOIOTI UQTITBIY=h {°IBTTSOX
-ayejuad=¢ {+I301s50X3YEI33}

=z ¢‘ugIjed eprweIadTsSOX3ayouow:T :0304 °*eptwelaatxosayejuad A exjas = 137
mmmomm A 13q"7aspfy *epTWEISITISOIET

=Iaq ge7 *eprwexadtTisoonytf=iagary :sauoijeq °,z°6ty e ap sootd
SONT308dsal sOT B uspuodsaxIod AT A TIT‘II¢I °0OTINJTNS-TOUTIIO:UQTIBIOTO] *H:GZ2:G9 ‘Y:iW:J:3a3uanTog
*(4£2°014) TTSTUN 3P BUWNTOD BT 3p Seplni{a S3u0TJd0ely sSel 8P euly edea ua ejjerbojewonan :gh eanbtq

¢ € ¥ 6 9 L 8 6 0L Il

Ao 1

@5%5s000 g
iahsg69

)’

> &3
43) uG@

(a1}




-187-

lo menos una tri y una tetrahexosiceremidas esta Oltima podria

ser la descripta por Lester.

VI. ESTERILGL ICOSIDOS

Los esterilglicOsidos son l{pidos no saponificables y los
encontrados hasta el momentao saon 34}-@-glucopiranﬁsidos deriva-
dos de esteroles, principalmente del tipo del colesterol, sitos-
terol y estigmaesterol. Por otro lado tembién se conoce el

6-palmitoil- @ -D-glucfisido del @ -sitosterol (34).

Son compuestos caracter{sticos de plantas como lo demues-
tran los trabajos de Eichemberg, Hou, Lavitmann y Cerdini (35),
(36), (37) y recientemente se los encontrf en elgas (45) y en
el afrecho del arroz (338), pero en haongos sblo han sido identi~

ficedos en Saccharomyces cerevisise como compaonentes de las mem-

branas plasmbticaes por Baraud y col. (2) y por Tyarinnja y col.
(4). La biosi{ntesis de estos compuestos por una freccibn parti-

culada de la misma levadura ha sido descripta por Parodi (32).

En Neurospora no se habfa detectado hasta ahore la presen-
cia de estos compuestos, ya que saon difficiles de separar por
los métodos cromatogrbficos usados comunmente,de los glicoesfin-
golipidos del tipo de los cerebrfisidos. Adembs estos dos tipos

de compuestos eluyen juntos de las columnas de &cido silfcico
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con la fraccifn cloroformo:acetons,l:1, y acetona. Por otro la-
do en las columnas de intercambio ifnico como DEAE-celulosa
(forma acetato), no son retenidos, debido 8 sus propiedades neu-

tras o de zwitterion y eluyen con la fraccifn cloroformo:meta-

nol,9:1.

VI. 1. Cromatografia en capa fina

En las cromatograff{ss en cepa fina los esterilglicbsidos
cocromatograf{an también junto con los cerebrfsidos en los sol-

ventes comunmente usedos para identificar a estos (ltimos.

En 1le tabla 17 figuran las movilidades cromatogrbficas (Rf)
de los esterilglicbsidos alsledos hasta el presente en hongos y

las Rf de los cerebrfsidose.

En Neurospora, la primera evidencia que se tuvo de la exis-
tencia de estos compuestos aparecif en una cromaetograffa en capa
delgada de rutina de identificacifn de los productos de la frac-
cifin cloroformo:acetona de una columna de &cido silfcico. En di-
cha placa aparecif una sustancia can RF en la zona de los cere-
brbésidos (0,55-0,60) que se tefila con orcinol-sulflrico de un
color borravino semejante al del patrfn de esterilglucbHsidos
utilizado, en lugar de tomar el color lila-violbceo caracteris-

tico de los cerebrbfsidos. Adembs el color aparecfa en los prime-
ros minutos de calentamiento, en cambio en los cerebrfsidos apa-

rece mbs terde.
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Tabla 17

Movilidades cromatogr&ficas (Rf) de esterilgliclsidos y cerebrb-

sidos.
SOLVENTE ESTERILGLICOSIDO CEREBROSIDO REFERENCIA
cloroformo:metanol 0,32 ag,21
(&)
9:1 o, 37 0,31
cloroformo:metanol: agua
65: 25 b 0,73 g,70
0,76 277)
o,58 a,6l
g,54 Neurgspora
crassa
experimental
cloroformo:metanol:agua: bcido
férmico
65:25:4L:2
a) muestras sin tratar 0,69 0,69 (32)
0,575 0,60 N.crassa

a,545 experimental

b) muestras hidrolizadas

con KOH 1,5 N 0,78 0, 36 (32)
0,57 o, 24 N.crassa
experimental

Otra cromatograffa en capa delgada, desarrollada en el sol-
vente cloroformo:metanol, 9:1, de la fraccibn C:A de la columna

de Unisil, revelf la presencia de sustancias que se tefifen dife-
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rencialmente de los cerebrfsidos con &cido sulflirico 50% (294).
En este caso, el esterilglucfsido patrbn y algunas sustancias de
la fraccibn C:A:,cloroformo:acetona tomaron color rojo-fucsia

con el Acido a los pocos segundos de calentar las placas (menos
de un minutc), mientras que los cerebrfsidos patrén y aln los

de Neurospora aparecian mucho después (5 min) y de color violeta.
Para confirmar los resultados obtenidos, se aislaron por croma-
tografia preparativa, las sustancias que parec{an ser esterilgli-

cbsidos y se sometieron a dos tipos de hidrélisis.

a) Hidrblisis alcalina. Se sabe que los tratemientos alcalinos
fuertes deacilan los cerebrfisidos sin afectar a los esterilgli-
cbsidos (313). La ceramida glucosa genera un compuesto, esfingo-
sina~-glucosa gque en ciertos solventes, por ejemplo cloroformo:
metanol:agua:acido férmico, 65:25:4:2, migra relativamente poca,
mientras que el esterilglucbsido aparentemente no es afectado
por esta hidrflisis. Este es uno de los procedimientos que se
siguieron para caracterizar los supuestos esterilglicfsidos de
N. crassa y cuyos resultados figuran en la tabla 17. El procedi-

miento seguido se encuentra descripto en Materiales y Métodos.

b) Hidrblisis &cida. E1 tratamiento con HCl 2 N durante 3-4 hs,
permite en cambio la liberacién de los esteroles, acidos grasos
y azucares que constituyen la molécula. Los esteroles pueden

entonces ser identificados en capa delgada por sus propiedades de



-191-

coloracifn y su movilidad cromatogré&fica comparfndolas con mues-
tras patron. Las fracciones cloroffirmicas obtenidas de esta hi-
drolisis que se suponia contenian a los esteroles fueron cromato-
grafiadas en placa delgada y corridas en dos solventes diferen-
tes, éter isopropflico: éter de petrfleo (l:4) y en diclorometa-
no junto con patrones de colesterol, @ -sitosteronl, geraniol y

escualeno.

Las placas fueron rociadas con acido sulfurico 50% de
acuerdo a Heftmann (294) y con un cronometro se midif el tiempo
de aparicibn de los colores, cuando las placas se colocaron so-
bre una plancha caliente a 78-802C. Cada tipo de esterol, segidn
el estudio hecho por Heftmann,presenta un color caracterisﬁico
con el calentamiento, 10 min. después otro hasta aslcanzar el co-

lor definitivo. También presentan una fluorescencia determinada
al UV a 365 nm.

En 1la tabla 18 se resumen los resultados obtenidaos.

De los resultados obtenidos, se podria sugerir que los
componentes esteroles de Neurospora podrian pertenecer al gru-

po de colesterol, % ~sitosterol o escualeno.

VII. SULFOLIPIDOS

Estos compuestos han sido muy estudiados y se encuentran

distribuidos ampliamente en los tejidos neurales y extraneura-

les de mamiferos. Ejemplos tipicos de los mismos son los sulfé-
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tidos de cerebro (102) y los sulfogslactoglicerol{pidos de
testiculos de rata, (25) (27). Los sulfolipidos estén también
asociados a receptores de opifceos (177) y 8 la ectivided ATPasa
de membranas dependiente de Ne®' y K* (149). En hongos sflo han

.sido descriptos en Saccharomyces cereviagige como componentes

de la pared celular (4) y de membranas (2).

En el presente trebajo se hicieron dos tipos de estudios
con el objeto de detectar le presencla de estos compuestos en
Neurospora crassa. En uno de ellos se cultivé el hongo en pre-

sencia de Na2 3550“ segln las condiciones descriptas en Meate-

riales y Métodos v por medio de técnices cromatogréficas, suto-
radiograf{as e hidrflisis,se intentd detectar la existencies de
los mismos. En el otro caso se tratf de detectar directamente
su presencia en frecciones provenientes de crometogrefiess en
columnas de &cido silfcico de extrectos lipfdicos del honga.

VII. 1. Biosintesis de sulfolfpidos con §°°.

Una vez obtenido, el micelio que fue previemente mercado

35 e liofilizé y extrajo segln el método

al tiempo cero can S
de Folch y col. (273). E1 materisl soluble en la fase orghni-
ca fue fraccionado en una columns de &cido silicico y se lo

eluyb secuencialmente con cloroformo, (10 vol.), acetona (30 vol.)
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y metanol (10 vol.). La metodologf{a seguida estb descripta en

Materiales y Métodos.

Alfcuotas de las fracciones acetona y metanol junto con
alfcuotas patrones de sulfétidos y sulfogalactoglicerolipidos
obtenidos en nuestro laboratorio a partir de extrectos de cere-
bro y de testiculos de rate respectivamente, se sometieron a
tres tipos de hidrfilisis.

a.- Sapanificacifn: KOH 0,1 N en metanol dos horas a 37QC.

Se neutraliz6 can &cido perclérico.

b.- Hidrblisis a pH 2: HCl1 0,01 N en propanol:agua,l:l, a

1002C por 10 min.

c.- Metanflisis: HC1l 0,5 N, 650C, 30 min.

La manera en que se realizaron las hidrflisis estén des-
criptas en Materiales y Métodos. Los productos de estas hidrb-
lisis junto con muestras sin hidrolizar se cromatografiaron en
placas de silicagel G y cada una fue corrida en un sistema de

salventes diferente:

8.~ Cloroformo:metanol:agua,65:25:4 (290).
b.~- Cloroformo:metanol:amonfaco,66:30:5 (289).

c.- Cloroformo:metanol:acetona:bcido ecético:agua,10:2:4:2:1, (290).

Luego de ello las placas se autoradiografiaron durante 14
dias vy las autoradiograffas se revelaron segiin la técnica descrip-

ta en materiales y Métodos. (Figura 50).
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SOLVENTE |Revelcdo] T@ta| Patrones A &ﬂ; 8

c | t |GicCer|DGDIGalCerS| - [0H [Ha|Hb| - [OH|Ha|Hb
CM:H0 or |2s{31] 57 | 75| 23 |25 57
65:25:4 AR | 25|31 .25/.25/.25.01] 31] 0 |0 | 0
C M:Hy0 or |3|@a|s7 || 28 |30 s7
66:30:6 AR |.30|43 30[.30{.30] |43
FCMA-AA.::H;o-' or |.8|.34 57 |82} 8 57
10:2:4:2:1 AR | 18|34 B[.f8]| [3

Movilidad cromatogréfics de sulfolfpidos en tres sistemas
diferentes de solventes. Solventes: C:M:H20=clorDFDrmD:
metanol:agua. C:M:A:A Ac:H,0=cloroformo:metanol:acetona:
fcido acético:agua. c=sulfatido de cerebro de rata.
t=sulfogalactoglicerolf{pido de testfculo de rata. Patraones:
ClcCer=glucosilceramida.GalCer-S=galactosilceramida sulfata.
DGD-digalactosildiglicérido. Or=coloracifin de orcinol-sulfi-
rico. Ar=autoradiografi{a. A=fraccifn acetona. M=fraccibn me-
tanol. OH- = saponificacifin. Hb=hidrflisis a pH 2. Hc=metanb-
lisis C1H 0,5 N.
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Posteriormente, las places fueron tefiidas con orcinol y

se calcularon los RF‘

Del revelado de las autoresdiograff{as y del tefiido de las
placas (Fig. 50) puede concluirse que en laos tres sistemas de
solventes empleados, tento la fraccibén acetfnice como la mete-

nblica de Neurospora crassa,presentan manchas radiactivas cuyo

RF coincide con el correspondiente 8 las marcas radiectivas de
sulfol{pidos de cerebro y test{culo de resta respectivamente.
(Fig. 50 b y tabla 19). Las hidr6lisis de estos compuestos

muestran que en les fraccién aceténice de Neurospors crassas, le

sustancia que cocrometograff{es con el sulfftido de cerebro de
rate es insensible a la ssponificecifn y tembién a la hidr6li-
sis Bcide débil, mientras que une hidrblisis mée fuerte deter-
mina que la mencha radiactive se desplace cercans 8l origen.
(Fig.508). En la fraccifn metenflica en cembio puede observar-
se que la radiactividad desaperece o es desplazada hacia el
origen con cuslquiera de les hidrbflisis empleasdas, esto impli-
ca la existencia de un compuesto mucho més sensible, t{pico

de un sulfoglicoglicerolf{pido. (Fig.50c).

VII. 2. Deteccifn directa en crometografia esntes y después de

la hidr6lisis Bcide fuerte.

De la freccibn acetona y/o scetona:metanol de lss muestras
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no radiactivas de N.crassa se pudo identificar un compuesto con
las mismas caracter{stices cramatogr&ficss del sulfftido patrén
(Supelco) y del sulfbtido del cerebro de rata. Esa sustancis fue
purificade de la fraccibn acetons o acetona:metanol por medio de
cromatograf{as preparativas en cape delgsda y una vez purificada
se sometid, junto con el sulfétido petrén a uns hidr6lisis 5cida
fuerte, @ ssber, HC1l 0,5 N, 30 min., 65QC. El1 producto de estas
hidrb6lisis fue cromsetografiedo, luego de eliminar el HCl por eva-
poracifn repetida bajo presién de NZ' en el solvente cloroformo:
metsnol:agua,65:25:4. Le cromatografis fue posteriormente tefilide
con orcinol-sulflrico y el resultado puede verse en la figure
51. Evidentemente la hidrfilisis fue suficiente para romper la
unibn éster con el sulfsto y cambif la moavilided de ls sustan-

cies que ahora se comporta como una glicosilceramida.

Como conclusibn puede decirse que en Neurosporas crassa hay

por lo menos dos compuestos con caracterf{stices de sulfolipidos,
una serfa del tipo de los sulfftidos y el otro se asemejs a un

sulfoglicoglicerol{pidao.

VIII. Biosintesis de glicolfpidos con glucosa clt.

El micelio liofilizado después de ls incubacifn con gluco-

sa Clh fue procesado de modo semejante sl micelio frio y la fase



{ I
f:M:HzO
65:25:4
o| 8Glc Cer 8 ] o]
o | o0GalCer-S 4
oGgOse4Cer 3 8 °
2 oGgOsesCer
.
A |patron - ' Hp - Hp
Gal Cer-S |GlcCer
\L— Patrones -LN.crassg -
Figura 51: Cromatograffa en capa fina de sulfbtidos patrén

(GalCer-S) y de Neurospora crassa, fraccifn ace-
tébnica(R), sometidos a hidrblisis &cida (Hb).
Coloracibn:orcinol-sulflrico. Patranes:GlcCer=
glucosilceramida.GgOse,Cer=trihexosiceramida.
GgDse5Cer=pentaglicosifceramida.
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inferior de la particifn de Folch se pesb por una columna de
Unisil y se eluyb con cloroformo, cloroformo:acetoria, scetona,

acetona:metanol y metanol.

La fraccifn acetona y escetones:metanol fueron evaporadas
y sembradas junto con petrones frios en plecas Merck de silica-
gel G y corridas en cloroformo:metanol:agua, 65:25:4. Poste-
riormente las placas se autorediografiaron de la manera ususl
descripta, durante 7 a 10 dies. Una vez trenscurride el plazo,
la sutoradiografie se revelf y la pleca se tifi6 con orcinol-

sulflrico.

La aparicibn de radiactividad en les plecas coincidib con
la region en la cromatografie en capa fina que daba reaccibn
positiva con el orcinol y cuye movilidad cromatogr&fica en el
solvente usado era semejante a la de los cerebrbfsidos ussados

como patrfn. (Fig.23).

Aparentemente la bios{ntesis de estos glicol{pides es un
proceso metabflico normal en los cultivos exponenciales de

Neurospora crassa, y seguirfa uno de los dos caminas metabb-

licos de bios{ntesis propuesto pera este tipo de compuestos,
a saber: acilacibn de una base de cadena lergas seguida de glu-
cosilacifn o glucosilacifin de una base amineda pesra former

gluco-esfingosina seguida de ecilacifin (Fig. 18).
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CONCLUSIONES

De los experimentos realizados en esta Tesls se pueden ex-

traer las siguientes conclusiones:

l.- E1l anBlisis de los lipidos totales del micelio de Neurospors
crassa corroborf la existencia de l{pidos neutros, glicolf-

pidos y fosfolipidos y la asusencia de ganglifsidas.

2.- Se demostrf por primera vez en Neurospores la existencia de
glicolfpidos neutros del tipo de las mono y oligohexosice-

ramidas.

3.- Las monohesoxiceramidas se ldentificaran
a) en capa fina por su movilidad cromatogréfica en distintos
solventes, utilizando como patrones cerebrfisidos conocidos;
b) por ser insaponificables;
c) por su colorabilidad con orcinal-sulflrico y fenol-sulf{i-
rico vy
d) por la formacibn del compuesto esfingosina-glucosa cuando

se las sometib a hidrflisis alcalina fuerte.

L.- Analizada por cromatograff{a en papel y cromatografia gaseoss,
la fraccifn glicos{dica de los cerebrfisidos demostré ser la

glucosa.
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5.- Las determinaciones por cromatografia gaseosa y espectrome-
tri{a de masa de los A&cidos grasos que constituyen los cere-

brésidos de Neurospora crassa evidenciaron la presencia de

&cidos palmitico, estebrico y olefco en el cerebrfsido A y
fcidos palmi{tico, estebrico, oleico, hidroxiesteérico e

hidroxioleico en el cerebrbsido B.

6.- E1 anflisis por cromatograf{a gaseosa-espectrometrf{a de
masa de las bases aminadas de cadena lsrga indicaron la
existencia de dihidroesfingosinas de cadena lineal y rami-

ficada cuya longitud varia entre 17 y 24 &tomos de Carbono.

7.- Los distintos pasos de purificacifn de glicolipidos neutros
seguidos en esta tesis llevaron a demostrer la existencis
en este hongo de un grupo de compuestos que, por su movili-
dad cromatogr&fica comparando con petrones conocidos, su
sensibilidad 8l orcinol-sulfirico y fenol-sulffirico y su
resistencia a la saponificacifin, pueden considerarse cera-

midas unidas glicosf{dicamente a més de un azlicar.

8.- La probable existencia de esterilglicfsidas en N.crassa ha
sido evidenciada sometiendo a estos compuestos a hidrbflisis

alcalinas vy 8cidas y tifiendo diferencialmente los componen-

tes lip{dicos.

9.- Se presentaron ademfs evidencias de ls existencia en N.crassa
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de glicolipidos sulfatados. El enfoque experimentél utilizado
fue la marcacifn con precursores radiactivos y su posterior de-

teccién por autoradiografia.
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