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INTRODUCCION

La presente tesis es la primera de nuestro laboratorio que se refie-
re a estudios estructurales sobre glicoconjugados de protozoarios de la familia

Trypanosomatidae.

Los hidratos de carbono complejos de protozoarios no han sido tan_es-

tudiados como los de bacterias. Crithidia oncopelti es un flagelado interesan-

te, pues ademis de pertenecer a una familia de especies infectantes para el hom-
bre y otros mamiferos, tiene la propiedad de crecer con una bacteria simbidéti-
ca integrada a la fisiologia de la célula huésped. En ciertas condiciones, por
tratamiento con altas dosis de cloramfenicol se consigue una cepa "curada" cu-
yos requerimientos nutricionales son mucho mayores.

En este trabajo se utilizd la cepa con bacteria simbidtica, lo cual
se confirmé por microscopia electrdnica. Se separaron dos glicofosfolipidos y
se purificd un glicopéptido. Sobre este iltimo se llevaron a cabo estudios es-
tructurales mds completos que demostraron que se trataba de un péptidogalacto-
manano. El glicano componente presenta como caracteristica fundamental una es-
tructura muy ramificada de unidades de manosa ligadas (X (1-+2) con ramifica-
ciones en 0-3 formadas por galactosa furandsica. Esta unidad estructural ha si-
do descripta también para un glicoconjugado de T.cruzi con actividad antigéni-
ca y seria interesante experimentar la antigenicidad cruzada.

Otra linea de trabajo que se abre es el estudio de la influencia de
la bacteria simbidtica en la estructura de los glicoconjugados. La cepa '"curada"
crece con mayor dificultad, pero las técnicas experimentales ya elaboradas en

esta tesis para el estudio de la cepa "normal" facilitardn esos estudios.



CAPITULDO
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" LOS PROTOZOARIOS TRIPANOSOMATIDEOS"




LOS PROTOZOARIOS

Los protozoarios pueden ser considerados como un phylum dentro
del reino animal o como un grupo de microorganismos dentro de los Protis-
ta que poseen las caracteristicas fundamentales de las células animales.
La organizacidén celular bdsica de los protozoarios es la del tipo euca-
riote. Por lo tanto, la célula contiene en su citoplasma un gran numero
de organelas delimitadas por membranas tales como el nicleo, las mito-
condrias, el aparato de Golgi, los lisosomas, y las vacuolas. Esta orga-
nizacidén es muy diferente de la que encontramos en organismos procario-
tes, como es el caso de las bacterias que carecen de organelas con mem-
brana, y es similar a la que se encuentra en otros eucariotes inferiores
tales como algas y hongos, asi como también en células de plantas supe-
riores y animales. La ausencia de una pared celular mecdnicamente rigi-
da exterior a la membrana citoplasmitica distingue a su vez a las célu-
las de los protozoarios de aquellas de algas y hongos y las asemeja a a-

quellas de los animales pluricelulares ( 1 ).

CULTIVO

Las investigaciones en el campo de la bioquimica de los tripa-
nosomatideos ha tropezado a menudo con dificultades que surgen al tratar
de cultivarlos. En el caso de algunos protozoarios pardsitos se plantea
el hecho de que sdlo es posible cultivar "in vitro" axénicamente formas
morfoldgica y hasta bioquimicamente diferentes de aquellas que parasitan
en el huesped vertebrado. Tal es el caso de la mayor parte de las espe-

cies de Trypanosoma y Leishmania. Por lo tanto, con la excepcidén de géne-

ros tales como Trichomonas y Entamoeba que son cultivables en forma axé-

nica, los demds pardsitos desarrollan en animales de laboratorio o en cul-
tivo de tejidos, siendo posteriormente aislados del tejido u dérgano apro-

piado. No obstante, los cultivos axénicos de pardsitos morfoldgicamente di



ferentes a las presentes en &} hu€sped vertebrado de Trypanosoma y Leishma-

nia, resultan de importancia pues son consideradas similares a las presen-
tes en los insectos vectores que no son aislables con facilidad. Tales for
mas parasitarias han sido denominadas "“formas de cultivo" y hasta hace po-
co tiempo tampoco resultaba sencillo cultivarlas.

Los medios de cultivo mids comunmente empleados para protozoarios
parisitos son los medios indefinidos, debido a que son de menor costo y mds
ficiles de preparar, y ademds porque para algunas especies no ha sido posi
ble desarrollar medios definidos que permitan un buen crecimiento. Algunos

de estos ultimos se han descripto para Trypanosoma, Crithidia, Leishmania

y Trichomonas, pero con excepcidn de algunos usados para especies de Cri-
thidia, no son medios minimos de modo que en base a sus composiciones no
se pueden obtener conclusiones vilidas respecto de las capacidades biosin-
téticas del pardsito cultivado. La mayoria de los medios se preparan a pH
cercano al fisioldgico pero la mayor parte de los protozoarios produce a-
cidos durante su desarrollo por lo cual el pH generalmente desciende du-
rante el crecimiento. Con frecuencia se agregan antibidticos a los medios
para prevenir la contaminacidn por bacterias, las que en general crecen

a un ritmo diez veces mayor que el de los protozoarios (el tiempo de gene-

racidén de estos dltimos se halla en el rango 5 - 48 h ).

PATOGENICIDAD

Las especies del género Crithidia presentan formas monogéneti-
cas, es decir, que viven en un huesped invertebrado ( 2 ), no constituyen-
do por lo tanto pardsitos del hombre o los animales. Los géneros Leishmania
y Trypanosoma son en cambio digenéticos, es decir, viven en huéspedes inver
tebrados y vertebrados en forma sucesiva siendo responsables de variadas en
fermedades de humanos y animales tales como la tripanosomiasis conocida vul

garmente como "enfermedad del suefio" producida por el Trypanosoma rhodesien-




se, la enfermedad de Chagas producida por el Trypanosoma cruzi, y las leish-

maniasis cual es el caso de la enfermedad denominada "kala-azar", de natu-

raleza visceral, producida por la Leishmania donovanii.

CLASIFICACION GENERAL DE LOS TRIPANOSOMATIDEOS ( 3 )

El Phylum Protozoa se divide en cinco Subphyla. El primero de es-

tos, Sarcomastigophora (Figura ( 1 ),pag. 4 ), incluye a-la Superclase Mas-

tigophora que corresponde a los protozoarios flagelados que poseen uno o
mis flagelos. La mayor parte de estos organismos flagelados son de existen-
cia libre,halldndoselos en varios tipos de habitats, pero un nimero consi-
derable es de naturaleza simbidtica ya sea en vertebrados o en invertebra-
dos. La mayoria de las especies endosimbidticas habitan en los tractos di-
gestivos de sus hospedadores, asi como también en los sistemas circulato-
rios y tejidos. La capacidad natatoria de los flagelados los ha ayudado en
su adaptacidén a los diferentes entornos. A diferencia de las amebas (Su-.
perclasé Sarcodina)que requieren una superficie sélida sobre la cual desli-
zarse, los flagelados pueden sobrevivir en medios liquidos estando por lo
tanto capacitados para vivir en la sangre, linfa, y fluido cerebroespinal
de sus anfitriones. Los tripanosomas exhiben una adaptacidén aun mayor a la
vida en medios liquidos lo cual es evidente a partir de la forma de sus
cuerpos celulares. Poseen una apariencia alargada, en forma de torpedo y
pueden por lo tanto nadar en los fluidos corporales con escasa resisten-
cia.

Las interrelaciones entre los flagelados huéspedes y sus hospe-
dadores no producen necesariamente una enfermedad. Algunos flagelados son
mantenidos por sus hospedadores durante largos periodos sin producir dafio
importante, mientras que otros son aparentemente beneficiosos o, por Glti-

mo, terriblemente patogénicos.



FIGURA ( 1 ): Clasificacién general de los tripanosomatideos (Hoare)( 4 ).
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La Superclase Mastigophora se divide a su vez en dos Clases (Fig.

1): Phytomastigophorea, caracterizada por organismos flagelados en los

que se observan cromatdforos (organelas pigmentadas) que determinan que la

mayoria de las especies sean coloreadas ; y Zoomastigophorea que son los

flagelados de naturaleza animal, la mayor parte de los cuales son parasitos,
Todos los miembros de esta ultima Clase carecen de cromatéforos y son en
general mononucleados. Cada organismo posee uno o varios flagelos, depen-
diendo de la especie, y algunos son capaces de realizar movimientos ame-
boidales. La reproduccién asexual por fisidén longitudinal es lo corrien-
te aunque la divisidn sexual es conocida en unos pocos grupos.

En la Fig.( 1 )pueden observarse los Ordenes que comprende la Cla

se Zoomastigophorea.

Orden Kinetoplastida: Este Orden, también conocido como Protomastigida o

Protomonadida, incluye varias especies de existencia independiente, ademis

de especies paridsitas de plantas, invertebrados y vertebrados. Los kineto-
pldstidos son en general flagelados pequefios con uno a cuatro flagelos. El
cuerpo es de aspecto pldstico pero no ameboidal como en el Orden Rhizomas-
tigida. La reproduccidén es generalmente por fisidn longitudinal y durante
el ciclo de vida las células adoptan usualmente mds de una forma (condicién
denominada pleomorfismo). Esto es especialmente cierto entre los ﬁiembros

de la Familia Trypanosomatidae.

Los miembros pardsitos del Orden Kinetoplastida estdn subdividi-

dos en tres Familias (Fig.l ): los monoflagelados en la Familia Trypanoso-
matidae, los diflagelados de membrana ondulante en la Familia Cryptobiidae,

y los diflagelados que no poseen membrana ondulante en la Familia Bodonidae.

Familia Trypanosomatidae: Los miembros de esta Familia son todos pardsitos

y sé los encuentra en la sangre y tejidos de sus hospedadores. Sus cuerpos
son tipicamente elongados y mds o menos achatados. Un unico flagelo surge

de un blefaroplasto cerca del cual se localiza el kinetoplasto. La posicién



del blefaroplasto varia, encontrdndoselo en posicién anterior, media, o
posterior con respecto al nucleo celular, segin la especie.

La Familia Trypanosomatidae se subdivide a su vez en ocho Géneros:

1) Leptomonas

2) Herpetomonas
3) Crithidia

4) Blastocrithidia

5) Phytomonas
6) Leishmania
7) Endotrypanum
8) Trypanosoma

Los primeros cuatro Géneros de esta Familia son pardsitos mono-
géneticos de animales invertebrados (especialmente insectos), en tanto que
los cuatro ultimos Géneros son pardsitos digenéticos cuyo ciclo de vida
transcurre entre dos hospedadores: uno de ellos constituido por un inverte-
brado que es un hospedador intermediario o vector, en el cual el flagelado
se desarrolla principalmente en el canal alimentario; el otro, un animal o

planta, habitando en la sangre y/o en los tejidos (Leishmania, Endotrypa-

num, Trypanosoma) o en la savia (Phytomonas).

Los nombres de algunos miembros de la Familia Trypanosomatidae

se empleaban en el pasado para caracterizar los diferentes estadios de los
ciclos vitales de las distintas especies. Asi por ejemplo, el término "cri-
thidia" se empled para describir la etapa de los ciclos de vida de varias es
pecies durante la cual poseian una corta membrana ondulante morfoldgicamen-
te simlar a la que es caracteristica del Género Crithidia. En el afio 1966,
Hoare y Wallace ( 5 ) propusieron una terminologia mucho mds clara, la que

es hoy aceptada ampliamente. La Figura ( 2 ) ilustra las diferencias mor-



foldgicas entre los miembros de la Familia Trypanosomatidae y las formas al-

canzadas por especies de los distintos géneros durante su desarrollo.

FIGURA ( 2 ): Diagrama de los distintos estadios en el desarrollo de flage-

lados de la Familia Trypanosomatidae.
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Amastigote

Forma oval o redonda con el nicleo, blefaroplasto y kinetoplasto.
El flagelo estd reducido a una delgada fibrilla que estd totalmente inclui-
da en el citoplasma no existiendo un flagelo ondulante. Todos los Géneros

de esta Familia exhiben esta forma durante su ciclo de vida.

Promastigote

Es alargado y con un gran niucleo. Un corto flagelo mévil emerge
de un kinetoplasto ubicado en el extremo anterior del cuerpo celular. Es

observable en todos los Géneros excepto Crithidia.

Ophistomastigote

Esta forma estd limitada a los miembros del Género Herpetomonas.
Se caracteriza por la presencia de un kinetoplasto postnuclear con un fla-
gelo que nace en las cercanias del kinetoplasto, pasa a través del cuerpo

celular y emerge del extremo anterior de este Ultimo como estructura mévil.

Epimastigote

Se caracteriza por tener un kinetoplasto yuxtanuclear con un fla
gelo que nace cerca de aquel y emerge por un costado de la célula corrien-
do a lo largo de una corta membrana ondulante (caracteristico de los Géne-

ros Trypanosoma, Blastocrithidia, y Endotrypanum).

Trypomastigote

Se caracteriza por poseer un kinetoplasto postnuclear, el flage-
lo nace cerca de é1, emerge por un costado de la célula, corre a lo largo
de una extensa membrana ondulante, y posee libre movimiento en la parte an

terior de la célula ( exclusivo del Género Trypanosoma).

Choanomastigote

Es una nueva denominacién asignada al estadio denominado "grano
de cebada" para los miembros del Género Crithidia. Se caracteriza por po-
seer un kinetoplasto antenuclear del cual surge el flagelo. Este dltimo e-

merge al exterior a través de un orificio en forma de embudo ancho.



CRITHIDIA ONCOPELTI

El protozoario Crithidia oncopelti, anteriormente conocido como

Strigomonas o Herpetomonas oncopelti es un tripanosomatideo flagelado que

habita en el tracto digestivo de insectos hemipteros (Hemiptera) y parasi

ta en el latex de ciertas plantas.

a) Clasificacidén ( segin Hoare (1966) (4 ))

La clasificacidén taxondémica del protozoario Crithidia oncopelti

es la siguiente:

Phylum: Protozoa

Subphylum: Sarcomastigophora

Superclase: Mastigophora

Clase: Zoomastigophora

Orden:Kinetoplastida

Suborden: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae

Género: Crithidia ( sindnimo: Strigomonas ( 6 ))

Especie: Oncopelti

b) Estructura

El cuerpo celular normal de Crithidia oncopelti se asemeja al de

un cono truncado con un pequefio dngulo apical. Mide alrededor de 8 u de
largo con un didmetro promedio de 3 u. Presenta un flagelo de 20 u de lar-
goy 0,2 u de didmetro promedio ( 7 ), caracteristico de la familia de los
tripanosomatideos. El flagelo se halla implantado en un grdnulo basal si-
tuado cerca de una estructura citoplasmitica en forma de disco, Feulgen po

sitivo, que es conocido como kinetoplasto ( quinetoplasto o cinetoplasto).
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La posicidén relativa del kinetoplasto respecto del nicleo y respecto del
punto de implante del flagelo, es variable segin los géneros de protozoa-
rios y segin la etapa de desarrollo de cada uno de estos, habiendo servi-

do de criterio taxondmico de clasificacidn.

¢) Cardcteristicas del cultivo de Crithidia oncopelti

El protozoario Crithidia oncopelti es probablemente uno de los

mds fdcilmente cultivables por lo cual ha sido empleado en diversas in-
vestigaciones fundamentalmente en el campo de la biologia celular ( 8 ),
(9 ), (10), estudios ultramicroscépicos (11 ), (12 ), enzimiticos (13 ),
(14 ), de nutricién (15), (16 ), de composicién de dcidos nucleicos (17 ),
(18), (19), de lipidos (20), (21), (22), y de hidratos de carbono
(22), (23).

En el afio 1956, Newton ( 24 ), informd acerca de la increible

capacidad del tripanosomatideo flagelado Crithidia (Strigomonas) oncopel-

ti para crecer en un medio compuesto por metionina como unica fuente de
aminodcidos, ademds de adenina, los factores de érecimiento tiamina y ni-
cotinamida, glucosa, y algunas sales.En estas condiciones,sin embargo, el
crecimiento era lento siendo el tiempo de generacidn de mds de 24 horas.
El agregado posterior de biotina, piridoxina, dcido pantoténico, y dcido
p-aminobenzoico aumentd a mds del doble la velocidad de crecimiento del
microorganismo. Un medio de cultivo tan sencillo y definido coro el men-
cionado contrasta notablemente con los medios complejos necesarios para
el cultivo de otros tripanosomatideos. Otra caracteristica sobresaliente
del protozoario C.oncopelti es la falta total de requerimiento de hemi-
na para su crecimiento, indispensable para otros miembros de la familia

para la sintesis de los grupos prostéticos de citocromos y algunas enzi-

mas.
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d) Los "Cuerpos Bipolares"

El protozoario Crithidia oncopelti presenta un rasgo morfoldgico

distintivo que como veremos es la respuesta a las habilidades descriptas
para esta especie, y es la presencia en su citoplasma de corpusculos en
forma de bastdén ( 25), (20), ( 27), de naturaleza baséfila y en cantida-
des de uno a dos por célula, ubicados en la parte posterior de la misma.
Estos corpusculos fueron localizados en 1957 por Newton y Horne ( 28) y
se denominaron '"cuerpos bipolares" debido a su apariencia bipolar en las
tinciones con colorante de Giemsa. Se demostrd entonces su composicidn
ribonucleoproteica ( 29 ) pero no se sabia cual era su funcién.

Con frecuencia se encuentran en animales invertebrados organis-
mos intracelulares de naturaleza bacteriana que cooperan en forma mutua
(30). La naturaleza precisa de tales asociaciones es dificil de interpre
tar en la mayoria de los casos, aunque los simbiontes frecuentemente pa-
recen tener significativa importancia para sus anfitriones en el aspecto
nutricional ( 31). Durante largo tiempo se debatié el hecho de que los
"cuerpos bipolares" de C.oncopelti fueran bacterias simbidticas o simple-
mente organelas intracelulares. De ser correcta, esta ultima interpreta-
cién no excluiria la primera de las posibilidades dado que se insiste en
la evolucidn de las mitocondrias a partir de células bacterianas endosim-
bidticas asociadas a celulas eucaridticas primitivas ( 32 ). Las mitocon-
drias y los plistidos se asemejan mds a células procaridticas que a otros
componentes que puedan aparecer en células eucaridticas y conservan un
grado de autonomia mayor que el de cualquier otro componente celular. Se
aseme jan a células procaridticas también en el tamafio ( 1 - 5 u) y por el
hecho de que estdn rodeadas por una doble membrana.

Los "cuerpos bipolares" de C.oncopelti, visualizados a través
del microscopio electrénico (25), (27 ), revelaron poseer una doble uni-

dad de membrana separada por una zona refringente, con repliegues orien-



tados hacia el citoplasma. La estructura exterior resultd ser semejante a
la de los protoplastos ( células bacterianas carentes de pared celular de-
bido a un tratamiento enzimdtico) de bacterias Gram negativas. Los traba-
jos preliminares que habian intentado corroborar la naturaleza bacteriana
de los "cuerpos bipolares" sefialaron una marcada sensibilidad de los mis-
mos a la penicilina (25 ), (26 ). Sin embargo, posteriormente se demostrd
(27 ) que la accidn del antibidtico tras sucesivos cultivos se reflejaba
sélo en una disminucidén en la intensidad de la tincidn de los "cuerpos bi-
polares". La carencia de pared celular seria respénsable de la inaccidn
de la penicilina. La presencia de ADN de naturaleza bacteriana (29 ) en el
interior de los "cuerpos bipolares" constituyd un nuevo aporte a la teori-
a de los simbiontes, pero luego se describié un ADN similar en organelas
del tipo de los cloroplastos y las mitocondrias.

La naturaleza bacteriana y endosimbidtica de los "cuerpos bipo-
lares" quedd mds sustanciada con el hallazgo de ribosomas 67 S en el in-
terior de aquellos, en tanto que los citoplasmidticos eran 87 S; y fundamen
talmente por los resultados obtenidos en la inhibicidn de la sintesis pro-
teica mediante el tratamiento con el antibidtico cloramfenicol (33 ). El
cultivo de C.oncopelti en un medio conteniendo este antibidtico permitié
obtener, luego de varios repiques, protozoarios "curados" de las inclu-
siones citoplasmdticas extrafias. Esta cepa "curada" resultd ser incapaz
de crecer en un medio tan sencillo como el empleado para el cultivo de la
cepa "normal" (34 ). Este hecho indicé el importante valor nutricional de
los "cuerpos bipolares". En efecto, se logrd restituir una capacidad de
crecimiento satisfactorio a la cepa "curada" sélo cuando se suplementd el
medio de cultivo con extracto de higado y hemina,siendo el requerimiento
de hemina el hecho que rdpidamente asemejaba la cepa "curada" a otras es-

pecies de tripanosomatideos como la Crithidia fasciculata y la Leishmania

tarentolae ( 35). En cultivos de la cepa "curada" la hemina podia ser re-

emplazada a lo sumo por protoporfirina IX ( 30 ), indicando la presencia
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de ferroquelatasa como uUnica enzima de la biosintesis del hemo ( Fig.( 3 ))

Figura ( 3 ) : Biosintesis del Hemo
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En flagelados conteniendo los "cuerpos bipolares", en cambio, se
encontré una alta actividad de uroporfirindgeno sintetasa, se identificéd
hemo y porfirinas en cultivos con medios libres de tetrapirroles y se ve-
rificé una alta incorporacién al hemo de 14C proveniente de glicina ( 36).

El hallazgo de una adecuada biosintesis del hemo sélo en aquellos flagela-
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dos que contienen 'cuerpos bipolares" indica que aquella actividad estd a-
sociada con estos organismos citoplasmiticos. La actividad de uroporfiri-
négeno sintetasa fue especificamente hallada en los "cuerpos bipolares"
aislados ( 37 ). El aislamiento de los "cuerpos bipolares" fue realizado

de dos formas. Una de ellas, mediante sonicado y posterior fraccionamien-
to por centrifugacién ( 19). El segundo modo consistid en un "shock" hi-
poténico de las células, seguido de lisis inmunoldgica, digestidén con DNAsa
y centrifugacidn diferencial (37 ). Una vez aislados los "cuerpos bipola-
res" se comprobd la presencia de ribosomas de naturaleza muy similar al de
E.coli y a la vez muy diferente de los hallados en diferentes especies de
protogoarios. Los "cuerpos bipolares" contienen por lo tanto: ADN, ARN y
ribosomas de caracteristicas mds parecidas a los bacterianos que a los de
mitocondrias (19 ), para las cuales se ha postulado también un origen bac-
teriano.

Estos datos proveen evidencias de la naturaleza bacteriana de es
tos inusuales componentes subcelulares e implica que el establecimiento de
una simbiosis es un evento reciente en la escala de los procesos evoluti-
vos, o que los "cuerpos bipolares" no estarian integrados al flagelado en
la misma extensidén que la semiauténoma mitocondria de células eucaridti-
cas. Se acepta no obstante en estos dias que los “cuerpos bipolares" re-
presentan bacterias endosimbidticas, habiéndose identificado otros fla-
gelados de caracteristicas nutricionales simplificadas que también poseen

simbiontes como en los casos de Crithidia deanei ( 38 ), Blastocrithidia

culicis ( 34), y Trypanosoma cobitis ( 39 ). Las bacterias simbidticas no

han podido ser cultivadas separadamente, lo cual sumado al hecho de que

han perdido su pared exterior refleja la interdependencia existente en-

tre anfitrién y huésped,caracteristica de todo proceso de simbiosis.
Los estudios biosintéticos realizados con este tipo de flage-

lados que contienen bacterias simbidticas, deben ser cuidadosamente in-
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terpretados cuando se desea establecer puntos de contacto con otras espe-

cies de tripanosomatideos libres de tales asociaciones simbidticas ( 1 ).
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ESTUDIOS REALIZADOS EN CRITHIDIA ONCOPELTI

Este protozoario fue descripto por primera vez por Noguchi y Til-
den ( 40), quienes lo aislaron del tracto digestivo de insectos hemipteros.
Posteriormente, Lwoff ( 41) observd que este flagelado podia ser cultivado
en ciertos hidrolizados alcalinos de peptonas o seda, cuando se suplementg
ban con tiamina. Observd ademds que este organismo diferia de otros miem-
bros de la Familia Trypanosomatidae en el hecho de que no requeria hemina
para su crecimiento.

En el afio 1955, Ryley (42 ) realizd estudios de metabolismo de

protozoarios entre los cuales se hallaba el Strigomonas oncopelti. Los es-

tudios comprendieron observaciones relacionadas con los mecanismos de res-
piracidén y movilidad en condiciones variadas, resultando ser ambas sensi-
bles a agentes tales como cianuro, azida, y 2,4-dinitrofenol, siendo en
cambio la respiracidn estimulada por glucosa, fructosa, manosa, L-gluta-
mato, glutamina, succinato, o{-oxoglutarato, DL-aspartato, asparagina y
lactato. Con DL-alanina, etanol, glicerol, galactosa, lactosa, sacarosa

y maltosa, la estimulacidn resultaba ser menor, en tanto que citrato, pi-
ruvato y acidos grasos de cadena larga no influian. Los homogenatos celu-
lares r;velaban poseer actividades de las siguientes enzimas: hexoquinasa,
fosfoglucomutasa, cetoisomerasa, aldolasa, carboxilasa, triosa fosfato oxi
dasa, succinico, ldctico, y mdlico deshidrogenasas, y fumarasas.

Mis tarde, Newton (24 ) informd el crecimiento de Crithidia onco-

pelti en un medio simple, quimicamente definido, que contenia un dnico a-
minodcido (metionina), seis factores de crecimiento, mezclas de sales, y
glucosa como fuente de carbono. Durante el curso de los mencionados estu-
dios nutricionales, Newton (28 ) describid la existencia de particulas ba-
séfilas en forma de bastdn en el citoplasma del flagelado, en cantidades

de 1 a 2 de estas estructuras por célula. Dada su apariencia bipolar en
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las tinciones con Giemsa, se las denomind "cuerpos bipolares". Varios auto-
res intentaron a partir de ese momento definir la funcidn de estos "cuer-
pos bipolares" y explicar la existencia de los mismos. En su primera des-
cripcién de estas estructuras, Newton y Horne (28 ) informaron que se ha-
llaban en el citoplasma de C.oncopelti en todas las etapas del ciclo de
crecimiento. Los estudios citoquimicos indicaban que contenian ARN, pero
ningin polisacdrido, metafosfato, o ADN pudo ser detectado. Se describié
un método para liberar los "cuerpos bipolares" de las células y para su
separacidén de otros componentes subcelulares. Las estructuras aisladas
resultaban ser sensibles a los"shocks" osméticos y eran rdpidamente lisa-
das por desoxicolato. La microscopia electrdnica de las particulas aisla-
das y de cortes muy finos de células de C.oncopelti indicaron que los
"cuerpos bipolares" estaban rodeados por una doble membrana y se sugirié.
que se dividian por fisidn transversal. El andlisis de los "cuerpos bipo-
lares" aislados mostrd lapresencia de proteina, ARN, pequefias cantidades
de lipidos y trazas de ADN. Este Ultimo fue confirmado por Marmur y col.
(29) como perteneciente a los "cuerpos bipolares" descartando asi la su-
posicidn inicial de que podia tratarse de una contaminacidn.

En 1962, Gill y Vogel ( 43) informaron que el protozoario C.on-
copelti sintetizaba lisina por la ruta del dcido 2,6-diaminopimélico. Vo-
gel ( 44 ) habia estudiado previamente caminos biosintéticos de lisina en
una gran variedad de microorganismos y habia concluido que las bacterias,
algas verde-azuladas y algunos ficomicetes sintetizaban este aminoidcido

por la via del acido 2,6-diaminopimélico mientras que la Euglena gracilis

y otros hongos superiores estudiados sintetizaban lisina a través del &-
cido 2-aminoadipico. En el caso de C.oncopelti se halld dcido diaminopi-

mélico descarboxilasa,la enzima terminal en la ruta biosintética de li-
sina via Acido 2,4-diaminopimélico, en la fraccién celular que contenia

a los "cuerpos bipolares". Estos hallazgos,sumados a las dimensiones bac-
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terianas de los extrafios corpisculos intracelulares llevaron a Gill y Vogel
a sugerir que dichas estructuras constituian bacterias u organismos de tipo
bacteriano que suministraban lisina y probablemente otros metabolitos al
protozoario, el cual a su vez proveia proteccidn osmética y tal vez algunas
otras ventajas al endosimbionte. Esta posibilidad interesd sobremanera a
los microbidlogos pues constituia .una de las mds interesantes asociaciones
simbidticas descriptas hasta entonces.

Guttman y Eisenmann (45 ) informaron luego haber logrado "curar"
a las células de C.oncopelti de sus bacterias endosimbidticas realizando
sucesivos repiques en medios complejos conteniendo hemina. Los organismos
obtenidos de este modo no crecian en un medio definido, en ausencia de li~
sina y hemina pero si lo hacian en presencia de dichos compuestos. Sin em-
bargo, en el afio 1967, Newton y Gutteridge ( 46 ) comunicaron que no habian
podido repetir con éxito la técnica desarrollada por Guttman y Eisenmann
para curar a 2 cepas de células de C.oncopelti. Gutteridge (47 ) en 1966,

informé que el flagelado Crithidia fasciculata que no posee "cuerpos bi-

polares", incorporaba dcido 2,6-diaminopimélico cuando se suministraba
este sustrato en lugar de lisina en el medio de cultivo y utilizando el
dcido tritiado, la marca aparecia indefectiblemente en la lisina. De este

modo, se concluia que C.fasciculata también sintetizaba lisina por la via

del dcido 2,6-diaminopimélico restando importancia a la hipdtesis sobre la
naturaleza bacteriana de los "cuerpos bipolares" de C.oncopelti.

Por otra parte, las cepas "infectadas" y "curadas" de Guttman mos
traban respectivamente diferencias considerables en cuanto a las caracteris
ticas de los ADN nucleares y kinetopldsticos; en las habilidades para incor
porar acido 2,6-diaminopimélico y timidina tritiados, y se observd ademds
que en tanto la cepa "curada" era aglutinada por anticuerpos contra C.fasci-

culata no ocurria lo mismo con la cepa "infectada".

La Tabla( 1 ) resume las observaciones de Newton y Gutteridge ( 46)

trabajando con una cepa propia (Cambridge) de C.oncopelti y con las cepas
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de Guttman.

Chang y Trager (1974)( 34 )informaron haber logrado "curar" en for

ma definitiva de los '"cuerpos bipolares™ a los protozoarios Crithidia on-

copelti y Blastocrithidia culicis. E1 método consistia en hacer crecer a

los microorganismos en medios de cultivo conteniendo cloramfenicol. Ante-
riormente se habian realizado intentos similares mediante el empleo de
penicilina G ( 26 ) pero posteriormente se verificd que tal tratamiento sé-
lo afectaba a los "cuerpos bipolares" en sus propiedades de tincidén (1 ).
El método de Chang y Trager resultd ser muy efectivo por lo cual, a partir
de ese momento se pudieron realizar estudios de comparacidn entre la cepa
"normal" y la cepa "curada". La eliminacidén total de los "cuerpos bipolares"
dependia fundamentalmente de la concentracidén umbral (0,08 £ p/v) por en-
cima de la cual, luego de un mes de cultivo, no era posible observar célu-
las conteniendo las extrafias inclusiones citoplasmdticas (48 ). En cambio

a concentraciones menores de cloramfenicol se observaba disminucidn en el
ritmo de crecimiento y presencia de células de tipo "normal", las que in-
cluso mejoraban su ritmo de crecimiento luego de varios repiques, demostran
do una importante capacidad de adaptacidén al antibidtico.

La sensibilidad de los "cuerpos bipolares" a la accidn antibidti-
ca del cloramfenicol terminaron de confirmar la idea inicial de que estos
inusuales organismos citoplasmiticos eran bacterias simbiéticas. Chang atri
buyé la enorme dosis de antibidtico y el-prolongado periodo que fueron ne-
cesarios emplear para eliminar a los endosimbiontes, a inconvenientes de
permeabilidad y/o de inactivacidén de la droga debido a efectos propios del
hospedador. Por ultimo, cabia la posibilidad de que el grado de siﬁbiosis
alcanzado por hospedador y huésped hubiera sido tal que estos Gltimos se
volvieran menos sensibles a la accidn del cloramfenicol. Sin embargo, la
pérdida de los simbiontes debido al tratamiento mencionado resultd ser per-

manente.

El papel de los simbiontes pudo entonces ser estudiado analizan-
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do las diferencias de comportamiento de ambas cepas, 'normal" y "curada'.

En el afio 1975, Chang y col.(36 }J realizaron estudios nutricio-
nales de ambas cepas concluyendo que las bacterias endosimbidticas aumenta-
ban una limitada capacidad de biosintetisar el hemo por parte de estos fla-
gelados, suministrando uroporfirindgeno I sintetasa ( que fue la enzima ha-
llada en endosimbiontes aislados (36 )) y probablemente otras enzimas que
precedian a la ferroquelatasa ( unica enzima de la biosintesis del hemo ha-
llada en células de la cepa "curada" (36 )). La ausencia de simbiontes en
otros flagelados y el requerimiento de hemina externa para el normal desa-~
rrollo de estos ultimos a diferencia de la cepa "normal" de C.oncopelti,e-
ran dos cualidades que quedaban inmediatamente relacionadas y servian para
medir la importancia en el grado de dependencia respecto de los simbiontes,
alcanzado por las células de C.oncopelti.

En el afio 1976, Chang ( 15), continuando los estudios nutriciona-
les informdé acerca del requerimiento adicional de extracto de higado, por
parte de la cepa "curada" de C.oncopelti, como consecuencia de la pérdida
de sus "cuerpos bipolares",asemejidndose de este modo a otros organismos

flagelados que no poseen endosimbiontes como C.fasciculata. Al mismo tiem-

po se realizaron estudios de antigenicidad con antisueros obtenidos en co-
ne jos,contra ambas cepas , observidndose aglutinaciones cruzadas que indi-
caban que la presencia o ausencia de bacterias simbidticas no modificaban
los determinantes antigénicos de cada tipo de célula. El autor asocid a la
vez este resultado con otros hallados anteriormente ( 37 ) referentes al
contenido de guanina-citosina del ADN kinetopldstico y nuclear de células
con y sin simbionte, estudios con los que concluyé que no habia mayores di-
ferencias entre una y otra cepa en ese sentido.

En 1976, Dwyer y Chang (49 ) orientaron la bisqueda de diferen-
cias entre cepa "normal" y cepa "curada" hacia el estudio de los azicares
de la superficie de la membrana celular, empleando para ello varios tipos

de lectinas. Dichos autores investigaron la aglutinacidén de células de am-
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bas cepas con Concanavalina A y con una lectina especifica para fucosa (FBP-
Fucose binding protein), y realizaron también estudios de ultraestructura
para la localizacién de lectinas ligadas a la membrana, para lo cual utili-
zaron lectinas marcadas con tritio o con sustancias fluorescentes., Como re-
sultado de tales estudios se concluyd que existian diferencias entre una y
otra cepa en la cantidad y calidad de los ligandos sacaridicos de la super-
ficie de la membrana celular por cuanto pudo verificarse una afinidad hasta
3 veces mayor por la Concanavalina A de la cepa "curada" ocurriendo lo in-
verso en el caso de la FBP. Los autores concluyeron que tales diferencias
s6lo podian deberse a la presencia o ausencia de las bacterias endosimbidti-
cas en las cepas "normal" y "curada" respectivamente. Los autores suponian
también que cualesquiera fueran los cambios en los ligandos de superficie,
no parecian modificar las propiedades antigénicas superficiales dado que se
habia comprobado anteriormente una particular reactividad cruzada durante
las aglutinaciones con antisueros (15 ). A la luz de los resultados obteni-
dos los autores sugirieron que la naturaleza simbidtica de la relacidén en-
tre "cuerpos bipolares" y célula hospedadora , y la modificaeién consecuen-
te de los ligandos de la superficie celular, podian facilitar el transpor-
te a través de la membrana de los nutrientes,posibilitando asi un desarro-
1lo ma&or y mids veloz de una cepa "normal" sobre otra "curada'.

Sin embargo, los medios de cultivo extremadamente sencillos en
los cuales es capaz de crecer la cepa '"normal" o en otras palabras, los
complejos medios con hemina y prdcticamente todos los aminodcidos esencia-
les que requiere la cepa "curada" estdn indicando una diferencia entre ce-
pas muchisimo mayor que un sutil problema de transporte a través de membra-
nas.

En el afio 1978, Galinari y Camargo (50 ) informaron haber exami-
nado 17 especies de tripanosomatideos en busca de las enzimas acetil orni-
tinasa y ornitina acetil transferasa ( enzimas del metabolismo arginina-

ornitina). En general, las especies de Crithidia poseian una de las dos en-
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zimas para la conversidén de acetilornitina en ornitina. Crithidia fascicula-

ta y Crithidia acanthocephalli poseian acetilornitinasa, en tanto que en Cri-

thidia deanei y Crithidia oncopelti ( que poseen endosimbiontes) se halld

ornitina acetil transferasa. Esta ultima se hallaba ausente en especies '"cu-
radas" de estos dos ultimos protozoarios, sugiriendo la pertenencia al sim-
bionte de la enzima en cuestidn.

Posteriormente, en 1982, Alfieri y Camargo, informaron nuevos es-
tudios enzimiticos en 15 especies de tripanosomatideos ( 51 ). Los autores
sélo pudieron encontrar la enzima treonina deaminasa en aquellas especies

que albergaban endosimbiontes: C.oncopelti, C.deanei, y Blastocrithidia cu-

licis, pero no en otras especies examinadas o incluso en cepas "curadas'" de
esos tres protozoarios. Por fraccionamiento subcelular de C.deanei, se aislé
una fraccidn rica en bacterias simbidticas en la que se detectd una actividad
especifica de treonina deaminasa diez veces mayor que la hallada en el homo-
genato crudo. Los autores concluyeron que s6lo aquellos tripanosomatideos que
poseen endosimbiontes son capaces de sintetizar isoleucina y que la treonina
deaminasa, primera enzima del camino biosintético de isoleucina estd ubicada
en los simbiontes. Las especies con simbiontes no requerian para su crecimien
to isoleucina, o los aminodcidos metabdlicamente relacionados: valina y leu-
cina.

En el afio 1983, Mc.Laughlin y col. (22 ) informaron haber realiza-
do estudios de lipidos e hidratos de carbono en cepas "normales" y "curadas"

de Crithidia oncopelti y Blastocrithidia culicis. Los autores aislaron gli-

cosaminoglicanos de células de los mencionados protozoarios mediante una a-
daptacién del método de Breen y col. (52 ) y posteriormente los cuantifica-
ron por el método colorimétrico de Gold (53 ). La confrontacién de cepas

fue realizada por comparacidén de los perfiles electroforéticos de los men-
cionados glicosaminoglicanos con lo cual los autores concluyeron que no ex

xistiandiferencias sustanciales entre cepas "normales" y "curadas" de cada
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una de las especies en cuanto al contenido de este tipo de glicoconjugados.
Los estudios de lipidos se realizaron a partir de extractos de células ente-
ras con cloroformo/metanol (2:1) y posterior fraccionamiento mediante el mé-
todo de Folch y col.( 54 ). Los extractos, marcados por oxidacién con perioda
to y reduccidn con 33H4Na o por el procedimiento de lactoperoxidasa - 12SI,
fueron luego cromatografiados en placa delgada. Los autores informaron tam-
bién la incorporacidn de manosa-3H y fucosa—3H en fracciones lipidicas. El
resultado de sus estudios refleja poca diferencia en la cantidad de bandas
obtenidas por cromatografia de las fracciones de lipidos neutros y polares,

de las cepas '"curada" y "normal" de C.oncopelti. Sefialan resultados simila-

res para Blastocrithidia culicis. Por otra parte, cuando realizaron el and-

lisis de azucares por CGL de los acetatos de alditoles, encontraron que los
porcentajes de azucares de células totales, y de azUcares unidos a protei-

na reflejaban un mayor contenido de fucosa relativo a manosa en la cepa
"normal" de C.oncopelti respecto de la cepa "curada". Los autores sugirie-
ron la posibilidad de que fuera el simbionte quien suministrara el exceden-
te de fucosa en la cepa "normal" y relacionaron los resultados obtenidos en
ese sentido con los hallados anteriormente por Dwyer y Chang (49 ). En el anid-
lisis de los ésteres metilicos de los dcidos grasos de lipidos totales infor-
m;ron haber detectado 4cido linolénico (18:j), inusual entre los dcidos
grasos de animales, y que los autores afirman haber encontrado como consti-

tuyente principal en todas las cepas.
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ESTUDIOS QUIMICOS REALIZADOS EN OTRAS ESPECIES DE CRITHIDIA

CRITHIDIA DEANEI: Este protozoario fue aislado a partir del hemiptero Zelus

leucogrammus ( que no se alimenta de animales vertebrados) juntamente con

los protozoarios Leptomonas pessoai, Blastocrithidia triatoma galvdao, Lepto-

monas samueli, Crithidia luciliae, y Herpetomonas muscarum (55 ).

En el afio 1972, Roitman y col. ( 56) informaron acerca del culti-
vo de C.deanei en un medio definido que sorprendentemente requeria muy po-
cos aminodcidos y vitaminas, y no requeria hemina ni fuente alguna de puri-
nas.

La marcada facilidad de crecimiento de C.deanei era semejante a
la de C.oncopelti. Mundim y col. ( 38 ) realizaron entonces estudios de mi-
croscopia electrdénica individualizando .en el citoplasma de C.deanei a los
"cuerpos bipolares" caracteristicos de C.oncopelti, en cantidades de uno
por célula, en general, y de dos cuando se hallaban en etapa de divisidn.
Las caracteristicas morfoldgicas de estos "cuerpos bipolares" eran en todo
similares a los de C.oncopelti resultando también imposible cultivarlos
fuera del ambito de la célula hospedadora. En este trabajo se menciondé ade-
mds la posibilidad de que la naturaleza bacteriana de los endosimbiontes
tanto de C.oncopelti como de C.deanei correspondiera a la de las rickettsias
dada la similitud morfoldgica de estos simbiontes con la rickettsia simbion-

te Wolbachia spp.( 58 ) de ciertas garrapatas. Las caracteristicas de la mem-

brana exterior de los endosimbiontes de C.deanei y C.oncopelti y la incapa-

cidad de las rickettsias de crecer en un medio libre de células parecian re-
forzar dicha hipétesis.

Posteriormente, Mundim y Roitman (59 ) lograron eliminar a los
"cuerpos bipolares" de C.deanei empleando altas concentraciones de cloramfe-
nicol siguiendo los trabajos de Chang y col. rcferentes a tratamientos si-

milares parala eliminacidén de bacterias simbidticas de C.oncopelti (36 ),



(48 ). Pudieron entonces realizar estudios referentes a las caracteristicas
del medio de cultivo que resultaba necesario emplear para hacer crecer a la
especie "curada". La Tabla ( 2 ) ilustra las diferencias encontradas duran-
te los estudios de crecimiento de cepas "normales" y '"curadas" de C.deanei.
Mundim y Roitman, habian precisado ademds un detalle importante
referente al empleo de extracto de higado como suplemento nutricional en

los medios de cultivo de cepas "curadas" de C.oncopelti y B.culicis ( 15).

El extracto de higado resultd ser una contribucidén importante para el cre-
cimiento de C.deanei, cepa "curada", también, pero un resultado similar se
obtuvo cuando se reemplazd el extracto de higado por nicotinamida. El re-
querimiento de altos niveles de nicotinamida es inusual entre los tripano-

somatideos. Mientras que C.fasciculata da un crecimiento mediano con deosis

de nicotinamida de 0,065 ug/ml y crecimiento Sptimo con 5 ug/ml; Herpeto-

monas samuelpessoai y C.deanei (cepa "normal") requieren 2 ug/ml para cre-

cimiento dptimo y C.deanei (cepa "curada") requiere dosis algo mayores que
20 ug/ml para un crecimiento miaximo ( 59 ).

Se observé también que existen respuestas de crecimiento simila-
res a diversas fuentes de carbono, por parte de ambas cepas, por lo cual se
supone que el simbionte no tendria intervencidén en el metabolismo de azica-
res.

Mundim y col. (59 ) analizaron ademis las diferencias en cuanto

a nutrientes indispensables que existian entre C.deanei y C.oncopelti. la

Tabla ( 5 ) ilustra estas diferencias habiéndose completado la misma con
los datos provistos por Newton (24 ) referentes a los requerimientos nutri-
cionales de C.oncopelti.

La biusqueda de soluciones a los problemas de salud ocasionados

por Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado responsable de la enfermedad

de Chagas, impulsé a varios laboratorios a estudiar las caracteristicas qui

micas desde el punto de vista estructural y antigénico, de diversos polisa-
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TABLA ( 2 ): Requerimientos nutricionales de hemina, purinas, aminodcidos,

Yy vitaminas en cepas '"normales" y "curadas" de C.deanei.

EFECTOS EN LAS CEPAS (%)

FACTORES DE CRECIMIENTO NORMAL CURADA
Purinas (como Adenina) (-) (+)
Hemina (-) (+)
Arginina (/) (+)
Histidina (/) (+)
Isoleucina (-) (+)
Leucina (-) (+)
Metionina (+) (+)
Fenilalanina (/) (+)
Treonina -) (+)
Triptofano (/) (+)
Tirosina (+) (+)
Valina () (+)
Biotina (+) (+)
Acido Félico (+) (+)
Nicotinamida (+) (+) ()
Piridoxina (-) (+)
Riboflavina (-) (+)
Tiamina (+) (+)
Pantotenato (<) (+)

(¥): (-) no esencial; (+) esencial; (/) estimulante.

(#%): requerimiento de altas dosis.
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TABLA ( 3 ): Diferencias en los requerimientos nutricionales de cepas nor-

males de Crithidia oncopelti y Crithidia deanei.

C.oncopelti(#) C.deanei(*)
Purinas ( 59) (+) (-)
Metionina ( 59) (+) (+)
Tirosina ( 59) (-) (+)
Tiamina ( 24 ),( 59) (+) (+)
Nicotinamida ( 24 ),( 59) (+) (+)
Biotina (24 ),( 59) (+) (+)

(+) esencial
(-) no esencial
(*) Ambas especies requieren ademds algunas sales y una fuente de carbono

como los azucares.

ciridos aislados de flagelados no patdgenos como es el caso de Crithidia

Harmosae (60 ), Crithidia luciliae (60 ), C.deanei (61 ), C.fasciculata

(62 ), y Herpetomonas samuelpessoai (63 ).

Previato y col.(61 ) aislaron y caracterizaron un polisacirido .de
C.deanei. El aislammiento se realizé por extraccién de las células del men-
cionado protozoario con KOH 6 % acuoso durante 6 h a 100°C condiciones ba-
jo las cuales se descomponen las proteinas y la mayor parte de los dcidos
nucleicos. El polisacdrido fue luego precipitado por agregado de etanol (3
vol.) y su solucidn acuosa se cromatografié en columna de resina mixta pa-
ra remover los restos de dcidos nucleicos. Se precipitd nuevamente con eta-
nol obteniendo de este modo 0,15 g de polisacdrido a partir de 2,7 g de cé-

lulas (peso seco).



Los autores realizaron el mismo esquema de aislamiento del poli-
sacdrido a partir de células cultivadas en dos medios distintos: Medio A,
con sacarosa como fuente de carbono; Medio B, con prolina como fuente de
carbono, aislando respectivamente los polisacdridos A y B.

En un trabajo posterior, Previato y col. ( 60) informaron los
porcentajes de azicares que se indican-en la Tabla ( 4 ) para los polisa-

cdridos purificados.

TABLA (4 ): Porcentaje de aziicares hallados en los polisacdridos A (sa-

carosa) y B (prolina) de C.deanei ( 60).

Polisacdrido A Polisacdrido B
(sacarosa) (prolina)
FUCOSA 9 10
MANOSA 83 76
GLUCOSA 8 14
GALACTOSA trazas trazas

De acuerdo a estos porcentajes los polisacdridos no difieren sus-
tancialmente en su composicién, independientemente del medio de cultivo em-
pleado. Inicialmente ( 61 ), Previato y col. habian informado composiciones
muy diferentes para ambos polisacdridos, A ( glucosa, manosa, y ramnosa, en
proporcidén (1:2,8:1)) y B ( manosa casi exclusivamente). El andlisis poste-
rior (60 ) de la metilpentosa indicd que se trataba mds probablemente de fu-
cosa que de ramnosa. El polisacdrido B sin la etapa posterior de purifica-
cidén fue sometido a estudios estructurales concluyendo ( 61 ) que se trataba
de un manopiranano /9-D—(1+2) en base a estudios de RMN 13C (8e: 103,0;81,1;

77,8; 73,7; 69,3; y 62,6; sefiales consistentes con una estructura lineal con



un sélo tipo de unidn), RMN 1H (éh: 5,5 indicativa de unioneS/S ), oxida-
cién con NaIO4 ( se obtuvo sélo glicerol), metilacidn ( se obtuvo solamente
3,4,6-tri-O-metilmanitol) y rotacidén especifica (ﬂ1JD= ~-50°).

Las superficies celulares de cepas "normales" y "curadas" de C.dea-
nei fueron caracterizadas (64 ) empleando 22 lectinas altamente purificadas
con especificidad por: N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galacto-
sa, manosa, fucosa, y dcido sidlico.

Ambas cepas fueron especificamente aglutinadas por lectinas que
sugerian la presencia de residuos de N-acetilglucosamina. Sin embargo, la
aglutinacién fue mayor con las células "curadas" que con las “"normales".
Idéntico resultado se obtuvo con lectinas especificas para N-acetilgalacto-
samina.

Las lectinas especificas para galactosa aglutinaron sélo la cepa
“curada", las especificas para residuos de manosa aglutinaron ambas cepas
en forma similar, en tanto que no hubo reaccion con lectinas para fucosa
con ninguna de las 2 cepas. La presencia de dcido sidlico en la superficie
celular de ambas cepas fue también confirmada con lectinas especificas.

Los autores concluyeron que el endosimbionte era responsable de
los cambios en los sitios de unidn para lectinas en la superficie celular

de C.deanei.

CRITHIDIA HARMOSAE Y CRITHIDIA LUCILIAE: Previato y col. (60 ) estudiaron

también los polisacdridos de Crithidia harmosae y Crithidia luciliae ais-

lados de forma similar a los de C.deanei. También en este caso se realiza-
ron los cultivos de ambas especies en dos medios, uno con sacarosa y otro
con prolina como fuente de carbono.

Se estudiaron las variaciones de los componentes polisacaridicos
retirando alicuotas de los cultivos en medio con prolina, a distintos tiem-

pos y analizando en cada alicuota extraida, la relacidn entre manosa y ga-



lactosa. En la Tabla ( § ) se indican las variaciones observadas.

TABLA ( 5 ): Relacidn entre manosa y galactosa en células de C.luciliae y
C.harmosae, cultivadas en medio a base de prolina, a diferen-

tes tiempos.

Tiempo de incubacion Relacién manosa / galactosa
(horas) C.luciliae C.harmosae
24 2,2 1,5
50 6,7 3,7
74 5,6 4,2
84 2,8 1,0
96 1,5 1,2
120 2,3 1,9
144 2,5 2,7

La relacidén manosa/galactosa tenia un midximo entre las 50 y 70
horas de incubacién para ambas especies y se hacia minima luego de 96 ho-
ras para C.luciliae y 84 horas para C.harmosae, incrementdndose luego en
alguna extensién. Cabe sefialar que el medio de cultivo empleado era abso-
lutamente libre de hidratos de carbono.

Los polisacdridos aislados de estas dos especies del Género Cri-
thidia contenian exclusivamente galactosa, arabinosa, y manosa, variando
las proporciones en el caso de C.harmosae cuando los cultivos se realiza-
ban en medios a base de sacarosa o prolina respectivamente (Tabla ( 6 )).
El tiempo de incubacidén de las células empleadas era de aproximadamente
48 horas luego de lo cual eran recolectadas y extraidas.

Los polisacdridos aislados fueron estudiados por RMN 13C obte-

niéndose los espectros de la Figura ( 4 ).
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TABLA (6 ): Monosaciaridos componentes de polisacdridos purificados de C.har-

mosae y C.luciliae cultivados en medios suplementados con saca-

rosa o prolina.

---------- PORCENTAIJE

| ———=C.luciliae-———- ———-C.harmosae-———- I
MONOSACARIDO ! SACAROSA PROLINA{ !SACAROSA PROLINA:

|} 1 |

I I I |
Arabinosa I 12 12 | I 32 9 |
Galactosa | 31 30 | | 47 23 I

| | | g |
Manosa 57 58 21 8

El espectro de RMN 13C del polisacdarido de C.luciliae cultivado

en ambos medios ( Figura ( 4 ,1) y ( 4 ,2)) y el correspondiente a C.harmo-
sae cultivado en un medio suplementado con prolina ( Figura ( 4 ,4)), con-
tenian sefiales a §.: 102,9-103,0 ; 81,0-81,1 ; 77,8 ; 73,6-73,7 ; 69,3 y
62,6 que correspondian respectivamente a C-1, C-2, C-3, C-5, C-4, y C-6 de
un D-manopiranano unido A -D-(1+2), semejante al obtenido previamente a par

tir de C.deanei (61 ), C.fasciculata (62 ), y H.samuelpessoai (03 ). Los

autores consideraron que la presencia de sefiales menores junto a las corres-
pondientes al/@-—D—manano, podian deberse a una impurificacién de este dlti-
mo con un arabinogalactano, basindose en que los dos tipos de polisacdridos

habian sido encontrados en C.fasciculata (62 ).

En los espectros de C.harmosae se observaba que la relacién entre
el./ﬂ-—D—(1+2)manamo y el o los otros polisacdridos variaba de acuerdo al me-
dio de cultivo, y los autores dedujeron que dicho manano estaba pridcticamen-
te ausente en los cultivos con sacarosa y era prioritario en los cultivos

con prolina.
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1 3 i . .
: Espectro de RMN- 3C de un polisacarido extraido de células

de Crithidia luciliae, cultivadas en un medio a base de sa-

carosa. (60 )
Idem para un medio a base de prolina.

13 P ‘e .
Espectro de RMN- °C de un polisacarido extraido de células

de Crithidia harmosae, cultivadas en un medio a base de sa-

carosa. (60 )

Idem para un medio a base de prolina.
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Sin embargo, es conveniente destacar que las diferencias halladas
‘por Previato y col. (60 ) en el estudio de los polisacdridos de C.harmosae
y C.luciliae en medios de cultivo a base de sacarosa y prolina, podrian va-
riar en la medida que dichos polisacdridos fueran purificados, tal como o-

currié en los estudios sobre los polisacdridos de C.deanei (60 ), (61 ).

CRITHIDIA FASCICULATA: Este protozoario flagelado se encuentra en el intes-

tino de varias especies de mosquitos incluyendo el Anopheles maculipennis

y Culiseta incidens.

En el afio 1962, en una reunién anual de la Sociedad Americana de
Zoélogos, Cosgrove y Hanson (65 ) informaron haber aislado un polisacdri-

do de C.fasciculata compuesto principalmente por galactosa al cual se le a-

tribuyeron funciones de soporte antes que de reserva pues habia sido obte-
nido de regiones peliculares del microorganismo.

En el afio 1972, Gottlieb y col. (66 ) detectaron un polisacdrido
en la fase acuosa de una extraccidn con fenol-agua de células de C.fasci-
culata . El polisacdrido se purificdé mediante cromatografia en DEAE-celulo-
sa separdndola de este modo de los dcidos nucleicos contaminantes. Se iden-
tificé manosa como unico azicar componente, difiriendo con lo informado an-~
teriormente por Cosérove y Hanson (65 ).

Mis recientemente, en 1978, Gottlieb (67 ) informé haber aislado
otro polisacdrido compuesto por galactosay arabinosa cuando siguiendo el
procedimiento de purificacidén por DEAE-celulosa observd que luego de eluir
el manano mencionado y la fraccidén de dcidos nucleicos por agregado de sa-
les, se eluia otro polisacdrido por agregado de un detergente como el Tri-
ton X-100. Este ultimo polisacidrido contenia arabinosa y galactosa exclusi-
vamente.

Mediante el andlisis de extremos reductores y cromatografia de

filtracidén en geles, Gottlieb precisd que el peso molecular del D-manano
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era aproximadamente de 14.000. Por otra parte, este manano no precipitaba
con Concanavalina A y no inhibia la precipitacion con Con A del & -D-mana-
no de levadura.

Respecto al arabinogalactano, Gottlieb indicd la posibilidad de
que se tratara de una glicoproteina dado que se habia observado que por e-
lectroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, se obtenia
una unica banda difusa que se coloreaba con dcido periddico-Schiff y con
Azul Coomassie. El peso molecular aproximado del arabinogalactano fue es-
timado en 2 200.000 dado quz se eluia en el volumen excluido en columnas
de Sephacryl S-200 y Sephadex G-100. Dicha apreciacidén no concuerda sin em
bargo con los datos de exclusién de polisacdridos. Se ha informado como 1i
mite de exclusidn para dextranos en Sephadex G-100 un valor de 100.000 y
para Sephacryl S-200, un valor de §0.000 (68 ).

Mediante estudios de inmunoprecipitacidn con antisueros de cone-
jo, Gottlieb confirmé la ubicacidén del manano y del arabinogalactano en la

superficie de las células de C.fasciculata,es decir como constituyentes de

la membrana. Un dato adicional para esta afirmacidn lo constituyd el hecho
de no haber detectado los mencionados polisacdridos en la fraccidén soluble
de un lisado celular. De los dos polisacdridos, el arabinogalactano era el
que poseia mayores probabilidades de constituir el antigeno de superficie,
dadas las caracteristicas antigénicas de todas aquellas fracciones en las
que se detectaba al arabinogalactano entre los componentes. Al mismo tiem-
po habian resultado initiles los intentos de preparacidn de anticuerpos
contra el manano purificado.

En estudios previos realizados por Johnson y Neal ( 69 ) en 1963,
se habia observado que, entre otros protozoarios, células muertas de C.fas-
ciculata inyectadas en ratas junto con un adyuvante apropiado protegian al

animal contra una dosis desafio de Trypanosoma cruzi. Una proteccidén simi~

lar ocurria con la inyeccidn del medio de cultivo en el cual habian creci-

do las células de C.fasciculata.Estos resultados despertaron interés en el

35-



estudié de los antigenos de C.fasciculata.

Mds recientemente, en 1977, Pereira y col. ( 70) describieron un

procedimiento para aislar flagelos de C.fasciculata, H.samuelpessoai, y L.

tarentolae obteniendo para los tres protozoarios un perfil electroforético
similar ‘de proteinas y observindose un efecto protector contra dosis infec-
tantes de T.cruzi luego de tratamientos de inmunizacién con flagelos de H.

samuelpessoai y C.fasciculata, aunque menos pronunciado con esta ultima es-

pecie.
La naturaleza de estos antigenos de reactividad cruzada presentes

en Crithidia y Herpetomonas, y aquellos de la superficie celular de tripo-

mastigotes de T.cruzi es hasta hoy desconocida. Algunos autores (62 ) supo-
nian que podia atribuirse a glicoproteinas o polisacdridos flagclares dado
que eran lasmeuwbranas flagelares las que manifestaban una reaciividad mayor
en reacciones de aglutinacidén con Concanavalina A (71 ).

Gorin y co0l.(1979) (62 ), informaron estudios estructurales de.los
polisacdridos que anteriormente habia aislado Gottlieb (67 ) de C.fascicula-
ta. Previo al aislamiento de estos polisacdridos, realizaron estudios de va-
riacién del porcentaje total de manosa y galactosa en células totales segin
el tiempo de cultivo, dado que se habia observado que la proporcidén entre
el manano y el arabinogalactano variaba durante el crecimiento. En la Tabla
( 7 ) apreciamos las variaciones registradas.

En efecto, en la Tabla ( 7 ) se observa que durante el periodo i-
nicial de crecimiento y hasta las 72 h de cultivo, los componentes contenien
do manosa predominaban sobre los que contenian galactosa, en tanto que estos
Giltimos predominaban luego de periodos largos de cultivo. En las condiciones
de cultivo empleadas, los autores informaron haber aislado células ricas en
el manano durante el comienzo del crecimiento logaritmico, hasta las 36 h de
cultivo; y luego de 48 h las células comenzaban a enriquecerse en el arabino-

galactano.
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Luego de someter los polisacdridos a hidrélisis total, el andlisis por CGL

dio los siguientes resultados (Tabla ( 8 )):

TABLA ( 8 ): Variacidén de los porcentajes de azicares componentes de frac-

ciones polisacaridicas aisladas de C.fasciculata al comienzo

y al final del periodo logaritmico de crecimiento.

Fase logaritmica Manosa Galactosa Arabinosa
%

Comienzo 82 8 4

Final 5 56 39

La arabinosa y la galactosa del arabinogalactano fueron ambas ca-
racterizadas como pertenecientes a la serie D.
Es conveniente considerar que el procedimiento empleado por Gorin

y col. (62 ) para aislar los polisacdridos de C.fasciculata diferia radical-

mente del empleado por Gottlieb (67 ) por cuanto aquel empleaba una extrac-
cidén de células con KOH-al 6 % a 100°C que destruia las proteinas y ciertas
uniones 1l4biles de las glicoproteinas presentes. El procedimiento ulterior
de purificacién consistia en la separacidén por decantacién de los lipidos
insolubles liberados durante el tratamiento con KOH, pasaje por resina mix-
ta para eliminar 4dcidos nucleicos y precipitacidn posterior de los polisa-
cdridos con etanol. Sin ningin otro paso de purificacidén los polisacdridos

. . . . . 1
obtenidos de este modo, se sometian a metilaciones y estudios de RMN 3C.

13

En la Figura (5 ) se observan los espectros de RMN "“C del ma-

nano y del arabinogalactano de C.fasciculata realizados a 70°C.

. . 13 ..
El manano dio como sefiales principales en el RMN °C los siguien-
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MANANO ARABINOGALACTANO
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13
FIGURA ( 5 ): Espectros de RMN- C del/ﬁ -D-(1-»2)-manopiranano y del

arabinogalactano de Crithidia fasciculata.

tes valores: §.: 103,0 ; 81;1 ; 77,8 ; 73,7 ; 69,3 ; y 62,6 asignados como
caracteristicos de un homopolisacdrido lineal y coincidentes con aquellas
halladas para elu/S-D—(l—»Z)manopiranano de C.deanei (61 ), Al mismo tiem-
po se observaban en el espectro.pequeﬁas sefales correspondientes al ara-
binogalactano y no se observaban otras seflales correspondientes a compues-—
tos carbonados distintos de los hidratos de carbono (explicable por el pro-
cedimiento de extraccidn empleado)
Los estudios de metilacidén y andlisis por CGL dieron como resulta-

do 3,4,6-tri-O-metilmanitol triacetato como unico derivado de manosa y la
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no deteccidén de 2,3,4,6-tetra-O-metilmanitol diacetato indicaba una estruc-
tura de 50 o mids unidades de manosa lo cual concordaba bastante bien con un

peso molecular de 14.000 para este manano informado por Gottlieb (67 ). El
25
D
do con el valor de -50° hallado para el manano de C.deanei (61) y probablg

poder rotatorio del manano fue de[oq -42° (¢,0,3 HZO) que estaba de acuer
mente algo menos negativo debido a la contribucidén del arabinogalactano con-
taminante.

El andlisis del arabinogalactano indicé un poder rotatorio de
[04]12)5 -25° (¢, 0,3 H20) que los autores atribuyeron a unidades de /S-D—
galactopiranosas y o -D-arabinopiranosas. El espectro de RMN 13C no pudo ser
elucidado en su totalidad dada la complejidad del mismo que indicaba la po-
sible existencia de 8 o mids tipos de unidn. los estudios de metilacién del
arabinogalactano permitieron obtener los resultados que se observan en la
Tabla (9 ). Los alditoles parcialmente metilados y acetilados fueron iden-
tificados por CGL-Masa.

Los estudios de metilacidn, oxidacién con periodato, y el andli-
sis de los fragmentos obtenidos por hidrélisis parcial del arabinogalacta-

no permitieron proponer dos posibles estructuras parciales para el polisa-

carido:

D-Arap - 1

{ - (1 - 3) —/3 - D-Galp -
2
—(1*3)-ﬁ—D4dp—

I II

La presencia de por lo menos 4 unidades consecutivas de‘/S—D—(1a3)
galactopiranosas fue sugerida por andlisis de los oligosacdridos obtenidos

por hidrélisis parcial y purificacidén en columnas de celulosa.
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TABLA (9 ): CGL en columna ECNSS de acetatos de alditoles O-metilados

obtenidos a partir del arabinogalactano metilado de C.fasci-

culata.

ACETATOS DE ALDITOLES TIEMPO DE RETENCION AREA DE LOS
0-METILADOS (min)* PICOS (%)
2,3,4—Me3—arabinitol 9,17 39
2,3,4,6—Me4—manitol 11,02 3
2,3,5,6—Me4—galactitol 11.37 3
3,4—Me2—arabinitol 12,27 9
3,4,6—Me3-manitol 14,05 6
2,4,6—Me3—ga1actitol 15,00 11
4,6—Me2—ga1actitol 18,32 29

%% Temperatura inicial 120°C

Temperatura final

170°C

Programa 4°C/min y luego temperatura constante.
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La presencia importante (29 %) de 4,6-di-O-metilgalactitol (Tabla
( 9)) estaba indicando que una gran proporcidén del polisacdrido concordaba
con la estructura I. A la vez, habia un 10 % de 2,4,6-tri-O-metilgalactitol
consistente con el hecho de que una pequefia proporcién de las unidades galac
tosa de la cadena principal respondian a la estructura II. La Tabla (9 )
indica también una pequefia proporcién de extremos no reductores de residuos
de galactofuranosas y manopiranosas, y también de unidades de arabinosa y
manosa 2-0O-sustituidas cuyos origenes no pudieron ser explicados.

La funcidn del D-manano en el protozoario C.fasciculata no pudo

ser explicada. La alta solubilidad del mismo tornaba poco probable una fun-
cidén del tipo de la que cumplen los glucanos en los hongos, los cuales, a
excepcidn de la amilosa que es polisacdrido de reserva, sirven para mante-
ner la rigidez y la forma de la pared celular. Tampoco manifestaba tener
propiedades antigénicas segin los estudios realizados por Gottlieb (67 ), a
diferencia de los mananos de hongos que si resultan ser antigénicos. Tal
vez la diferencia estribe en el hecho de que éstos iltimos son muy ramifi-
cados. Quedaba por lo tanto como posibilidad una funcidn de tipo reserva.
El hecho de que Gottlieb (67 ) informara que la Concanavalina A

no reaccionaba con el manano de C.fasciculata resultaba claro a la luz de

la estructura hallada por Gorin y col.(62 ) dada la incapacidad de la Con-
canavalina A de aglutinar polisacdridos compuestos por‘/S—manosas.
En el afio 1981, Frantzis y Vakirtzi-Lemonias (72 ) informaron

estudios de unidn de Concanavalina A a la superficie de la membrana de C.
fasciculata. Trabajando con Con A marcada con 1251 pudieron calcular el nu
mero de sitios receptores para esta ultima lectina midiendo la radioacti-
vidad incorporada a las células en ausencia y en presencia de of -metil-D-
mandsido, inhibidor especifico. Los autores informaron haber hallado por
cada célula, ]8.105 receptores de Con A, 100 y 20 veces mayor en nimero a

los receptores hallados por Dwyer y Chang (49 ) en cepas "curadas" y "nor-



males" de C.oncopelti respectivamente. Informaron ademds haber corrido en
electroforesis en geies de poliacrilamida un homogenato de células trata-
das previamente con Con A—IZSI a partir de lo cual pudieron calcular el pe-
so molecular del receptor de membrana en alrededor de 14.000. Este valor
parecia conducir inmediatamente al valor similar hallado por Gottlieb (67 )
y por Gorin y col.(62 ) para el/AS—D-(laz)manopiranano de este protozoario.
Frantzis y Vakirtzi-Lemonias concluyeron que el mencionado manano era el
receptor de membrana de la lectina en las experiencias realizadas por ellos
por lo cual debia contener o{ -D-manopiranosas junto a las del tipo/ﬁ—D—
halladas por Gorin y col. (62 ), o de lo contrario deberian estar presentes
otros azucares afines para la Con A.

Habria que considerar la posibilidad de que tanto Gottlieb (67 )

como Gorin y col.(62 ) no hubieran analizado todos los posibles glicocon-

jugados de C.fasciculata que pudieran constituir el sitio receptor para Con-

canavalina A hallado por Frantzis y Vakirtzi-Lemonias (72 ). En este senti-
do es importante considerar que Gottlieb (67 ) no analiza los glicoconjuga-
dos que pudieran haberse solubilizado en la fase fendlica durante su pro-
cedimiento de extraccidn.

Los L-arabino-D-galactanos son constituyentes bien conocidos de
la madera, mucilagos y gomas de plantas, legumbres, y como derivados sulfa-
tados en algas verdes. Los D-arabino-D-galactanos estdn presentes en las

paredes celulares de Mycobacterium tuberculosis y otras Mycobacteria y son

altamente complejos. Poseen unidades consecutivas de /f—D—(194)galactopi-
ranosas, unidades o =D-(142) y o{-D-(1+5)arabinofuranosas, y residuos D-a-
rabinofurandésicos 3,5-di-0-sustituidos (73 ). El D-arabino-D-galactano de

C.fasciculata poseia una estructura no observada hasta entonces.

Es necesario considerar las observaciones de Gottlieb (67 ) res-

pecto a la presencia de proteina en la composicién del arabinogalactano, lo
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cual sumado al hecho de que Gorin y col.(62 ) identificaron glucosamina (1,1%)



sugiere que en su origen se trataria de una glicoproteina.

El protozoario C.fasciculata ha sido empleado recientemente en

estudios biosintéticos relacionados con organismos eucariotes inferiores.

En 1981, Parodi y col.( 74) incubaron células de C.fasciculata con (140)-

glucosa aislando un 1lipido unido a oligosacdrido,soluble en mezclas de
cloroformo/metanol/agua (10:10:3). En base a sus propiedades los autores
describieron que en forma similar a lo que ocurria en organismos eucarié-
ticos superiores, se trataria de un poliprenol unido al oligosacdrido a
través de un puente pirofosfato. Se sugirié la siguiente estructura para

el oligosacdrido:

Man o{ ———— Man 6 —~—— Mano{ 1

\
6

Man —fsg GlcNAc /31 > 4 GlcNAc

Mano{ ~——- Man X ---- ManK

Chapman y col. ( 75) habian descripto el esquema biosintético
que se indica en la Figura ( 6 ) para el dador de azicares en células a-

nimales:

Glc _Man GlcNAc
3 9 2

En el esquema de la Figura ( 6 ), el intermediario VII correspon-
de al lipido azlcar propuesto por Parodi y col. (74 ) para el dador de oli-

gosacdrido en células de C.fasciculata. Estos autores sugirieron que podia

existir un bloqueo en la enzima responsable del agregado del octavo resi-
duo de manosa a la estructura VII. En efecto, recientemente, Katial y col.
(1984) ( 76 ), informaron haber incubado un lipido azicar aislado de C.fasci-
culata de estructura idéntica a la propuesta por Parodi y col.(74), con mi-

crosomas mamarios bovinos en presencia de GDP-manosa o manosil-fosfatodoli-
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FIGURA ( 6 ): Esquema propuesto para el ensamblado de los lipido—oiigo—

sacdridos en células oviricas de hamster de la China (75 ).

R = (GlcNAc)2 —3% P —#% P —# dolichol
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chol logrando elongar la estructura Man7(GlcNAc)2-1ipido hasta Mang(GlcNAc)z-
lipido, intermediario en sistemas animales hacia la formacidén de IX.
Quesada-Allue y Parodi ( 57 ) informaron en 1983, haber aislado de

C.fasciculata un lipido monofosfato manosa constituido por un poliprenol de

11 unidades de isopreno y probablemente con una unidad isoprénica &K -satura-
da. De este modo los autores informaron haber encontrado un posible donor

de manosa en C.fasciculata cuya porcién lipidica tenia un tamafio similar a

la de lipido-azicares bacterianos pero que presentaba una unidad X -isopré-
nica saturada caracteristica de células eucaridticas. El protozoario C.fas-
ciculata parecia constituir una interesante especie intermedia en los proce-

sos evolutivos.



CAPITULO

14~

"RESULTADOS Y DISCUSION"
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CULTIVO DE CRITHIDIA ONCOPELTI

De los medios de cultivo ensayados, el BHI con agregado de 0,02 %
de hemina demostrd ser el mds eficiente para lograr un desarrollo convenien-
te de los protozoarios, a la vez que resultd ser el mds sencillo de preparar.
No obstante, la cepa "curada" requiridé un prolongado periodo de adaptaciédn

al medio mencionado.

Cepa "normal":

Se realizaron recuentos diarios de células en cdmara de Neubauer
para lo cual se debieron emplear diluciones 1/100 de la alicuota extraida
estérilmente de cada erlenmeyer. Los recuentos indicaron un promedio de
3.108 células/ml a los 4 dias de cultivo, valor que no se modificd mayor—
mente con uno o dos dias mds de incubacidén. Se tomé ademis diariamente el
pH del medio, el cual comenzando con un pH de 7,44 parael medio esteriliza-
do se acidificaba en los primeros dos dias de crecimiento ( 5,5 - 6,0) pa-
ra luego alcalinizarse hasta un pH cercano a 8,0 entre el cuarto y quinto
dia de incubacidn.

Al cuarto dia de incubacién se considerd alcanzado el mdximo de
la curva de crecimiento, y los cultivos, luego de ser revisados cuidadosa-
mente por observacién al microScopio éptico para detectar posibles contami-
naciones se retirarén de la cdmara. Las células podian ser recolectadas en
ese momento o ser conservadas en los erlenmeyers en heladera a 5°C durante
aproximadamente 7 dias sin observar luego de este periodo una mortandad de

células apreciable.

Cepa '"curada':

Esta cepa demostrd crecer a un ritmo mucho mds lento que la "nor-
mal” principalmente en los tres primeros repiques realizados. Posteriormen-
te se observd una mejoria en el desarrollo pero manteniendo no obstante un
crecimiento notablemente inferior que el demostrado por la cepa "normal".

Recuentos de células realizados a los 3 y a los 11 dias de crecimiento die-



48-

ron valores de 3.106 células/ml y 107 células/ml respectivamente. Obser-
vaciones al microscopio revelaban ademds movilidades menores, células mds
redondeadas, y entre 10 y 50 % de células aflageladas (amastigotes) en com-
paracidn con la cepa "normal". Los porcentajes mencionados eran variables
pero siempre crecientes al aumentar el periodo de incubacidn.

Se observé ademds que en tanto el crecimiento de la cepa "normal"
transcurria favorablemente incluso a 25°C, el desarrollo de la cepa “curada"
disminuia a esta temperatura siendo necesario el mantenimiento uniforme de
la temperatura de la cdmara a 28°C.

El crecimiento normal de tripanosomatideos de insectos ocurre en
general entre 25 y 28 °C. Se han realizado trabajos relacionados con el cul-
tivo de estos microorganismos a temperaturas mayores (77 ) dada la importan-
cia que tienen este tipo de experiencias para obtener conclusiones respecto
del metabolismo que estos protozoarios desarrollan en los huéspedes vertebra
dos (aves y mamiferos) cuyas temperaturas corporales son por supuesto, mayo-
res. Los requerimientos nutricionales se incrementan algunas veces a medida
que se aumenta la temperatura de cultivo. Tal es el caso de la Crithidia
fasciculata que requiere una mayor cantidad de lipidos en forma de leciti-
na o Tween 80 para crecer a 34°C ( 78 ). Asimismo se ha descripto un requeri-

miento extra de hidratos de carbono para el crecimiento de Crithidia hutneri

y Crithidia luciliae thermophila a 37°C (77).

En los cultivos de C.oncopelti realizados fue posible observar de-
sarrollos éptimos a 25°C y 28°C para las cepas "normal" y "curada" respecti-
vamente. El cultivo de ambas cepas a temperaturas mayores de 30°C resultd
letal incluso para la cepa "normal". Es de seflalar que el medio BHI contie-
ne una mayor cantidad de nutrientes que los que le son necesarios a esta

dltima cepa a 25 - 28°C (24).



2RESERVACION DE LAS CEPAS

La preservacién de las cepas de C.oncopelti por congelamiento a
~70°C empleando una solucién protectora resultd ser muy efectiva dada la
movilidad y la capacidad de reproduccién demostrada por los parasitos luego
de ser descongelados lentamente hasta temperatura ambiente tras permanecer
2 meses a -70°C. Por otro lado, los pardsitos congelados durante 2 meses a
-70°C y luego ulmacenados a -20°C durante un mes se hallaban totalmente li-
sados siendo imposible observar al microscopio 6ptico ningin tipo de activi-
dad tras el descongelamiento de uno de estos ultimos cultivos.

Experiencias similares con organismos flagelados se habian reali-

zado con Trypanosoma cruzi (79 ), basadas a su vez en trabajos realizados

en criopreservacién de espermatozoides. La solucidén protectora empleada en
estos trabajos contenia glicerol que impedia la cristalizacién de los 1li-
quidos intracelulares (80 ), y yema de huevo, de accién no muy explicada
alin pero que al parecer protege las delicadas estructuras de las membranas
del acrosoma del espermatozoide (81 ). Otros protozoarios se habian crio-
preservado anteriormente (82 ),( 83 ) empleando agentes crioprotectores co-
mo glicerol o dimetilsulféxido (84 ), (85), (86 ), a temperaturas finales
de - 70°C y -196°C (Nitrégeno liquido). Sin embargo estas técnicas permitian
un volumen miximo de 2 ml de material congelado, limitacidén que no tiene la

técnica empleada al congelar Crithidia oncopelti dado que cada frasco conge-

ladc contenia aproximadamente 20 ml de suspensién de pardsitos en solucién

protectora.

OBSERVACIONES DE CRITHIDIA ONCOPELTI REALIZADAS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se realizaron numerosos cortes de células de C.oncopelti emplein-
dose ambas cepas, "normal" y "curada". La posibilidad de observar las dis-
tintas organelas subcelulares dependid fundamentalmente de la altura del

corte realizado, habiéndose obtenido varios de ellos en los que fue posible



FIGURA ( 7 ): Microfotografias electrdnicas de células de Crithidia onco-

pelti, cepa "normal". Escala 1:14.000 micrones.

N : nicleo ; F : flagelo ; M : mitocondria ; B : bacteria

simbidtica ; K : kinetoplasto.



observar con precisién a cada una de las mencionadas organelas asi como
también, en el caso de la cepa "normal", la presencia de los llamados
"cuerpos bipolares', aceptados en la actualidad como bacterias endosim-
bidticas. Si bien se ha informado que C.oncopelti puede llegar a tener has-
ta dos de estos "cuerpos bipolares" por célula (1 ), no fue posible
visualizar mds de uno de ellos en cada una, en los diferentes cortes re-
alizados. Este nimero ha sido informado también en el caso de Crithidia
deanei ( 38)

Por otra parte, en niguno de los numerosos cortes realizados so-
bre las células de la cepa "curada" fue posible observar estructuras seme-
jantes a los "cuerpos bipolares" hallados en células de la cepa "normal".

En las microfotografias de la Figura (7 ) se observan con cla-
ridad las siguientes organelas:

Flagelo , Kinetoplasto ( en la base del flagelo), Mitocondria, Nuicleo, y

Bacteria endosimbidtica.

AGLUTINACION DE CELULAS CON CONCANAVALINA A ( Con A)

Se observdé que concentraciones inferiores a 4 ug/ml de Con A
no resultaban suficientes para producir mis de un 15 - 20 % de aglutina-
cién. En cambio para concentraciones de 6 — 8 ug/ml se observé un cre-
cimiento aproximadamente lineal del porcentaje de aglutinacién luego de
un periodo corto (10-15 min) de latencia inicial. Contrariamente a lo
observado por Alves y Colli (87 ) con T.cruzi, no se observé que la re-
accidén alcanzara una meseta al transcurrir el tiempo, pero en cambio la
pendiente del grifico se hizo menos pronunciada luego de obtenido un 50 %
de aglutinacién.( Figura (8 ))

En forma paralela a la lectura de absorbancia se fueron reali-
zando observaciones al microscopio éptico lo cual permitid visualizar co-

mo progresaba la reaccién con formacidén de las rosetas caracteristicas,



las que al transcurrir el tiempo iban incrementdndose en nimero y-en tamafio.
Las microfotografias, Figura ( 9 ) , tomadas a los pocos minutos de comenza-
da la reaccién, y transcurridos 60 minutos de la misma, ilustran la forma-
cién de rosetas, comenzando por la asociacidén de unos pocos protozoarios a
través de los flagelas y concluyendo con una-gran aglomeracién_de microor-
ganismos que determina la precipitacidén de las rosetas con la consiguiente

disminucidén en la absorbancia de la suspensiodn.

FIGURA ( 8 ): Variacién de la velocidad de aglutinacién de células "normales"

de C.oncopelti con distintas concentraciones de Concanavalina A.
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FIGURA ( 9 ): Microfotografias de células de C.oncopelti tomadas durante el
transcurso de la reaccidén de aglutinacidn con Concanavalina A.

Foto N® 1: Aspecto de un cultivo antes del agregado de Concanavalina A.

Fotos N2 2 y N2 3: Comienzo de la reaccidn de aglutinacién. Las células se
asocian a través de los flagelos.

Foto N2 4: Rosetas formadas por asociacidén de un gran nimero de protozoarios.

Fotos N® 5 y N2 6: Aspecto final del cultivo una vez producida la reaccidn de
aglutinacidn.
Fotos N® 1, 2, y 3:Fueron coloreadas con tintura de Giemsa.




Dwyer y Chang ( 49) realizaron en 1976 experiencias con cepas
"normales" y "curadas" de C.oncopelti para determinar probables diferen-
cias que existirian en los azicares de la superficie de la membrana entre
una y otra cepa. Los estudios apuntaban a probar que los cambios en estos
azucares, ligandos potenciales para distintas lectinas, se debian a la
presencia o ausencia de la bacteria endosimbidtica en el citoplasma de los
flagelados.

Los autores emplearon las lectinas Concanavalina A - (3H) y Con-
canavalina A - (3H) fluorescente en reacciones de aglutinacidén con ambas
cepas de C.oncopelti analizando posteriormente la radioactividad y fluores-
cencia incorporadas. Pudieron comprobar de este modo que las células "cura-
das" incorporaban 3,5 veces mids lectina que las células "normales". En cam-
bio, estudios cualitativos de aglutinacidén con FBP (Fucose Binding Protein),
una lectina especifica para fucosa, indicaron una mayor reaccién con célu-
las "normales" que con células "curadas", es decir un efecto inverso al ob-
servado con Con A.

Dwyer y Chang concluyeron entonces que dado que no existian dife-
rencias en tamaifio o en la estructura superficial entre ambas cepas, los di-
ferentes titulos de aglutinacidén observados sélo podian deberse a variacio-
nes en la naturaleza y/o el nidmero de los ligandos de superficie. Sin em-
bargo, dado que estos son parte de los glicoconjugados o polisacdridos de
la membrana del protozoario y se han informado variaciones fundamentales
en la composicién de los mismos en funcién de las modificaciones introduci-
das en los medios de cultivo, los resultados podian alterarse al variar las

condiciones. En los flagelados del mismo género: Crithidia deanei ( 61),

Crithidia harmosae ( 00), y Crithidia luciliae ( 60), los polisacdridos va-

riaban en su composicién segin se empleara prolina o sacarosa como fuente

de carbono en el medio de cultivo. Ademds, en el caso de C.harmosae y C.lu-

ciliae las variaciones ocurrian también en funcidén del tiempo de incubacién

(60 ).



La reaccién de aglutinacién observada con células de C.oncopelti,
cepa "normal" nos indica que los glicoconjugados de superficie deberian po-
seer en su estructura residuos ol -D-manopiranosilo, o{ -D-glucopiranosilo,
/f—D—fructopiranosilo, o o ~D-arabinofuranosilo (88 ). En el caso de las
aldohexosas, por lo menos algunos residuos deberian tener los hidroxilos
de los carbonos 3, 4, y 6 libres. No influiria mayormente una modificacién
en el carbono 2. Ademids, unidades de disacdridos D-Man- (1 » 2)-D-Man o
trisacdridos D-Man- o{(1 + 2)-D-Man- {(1 > 2)-D-Man, como componentes de los

mencionados glicoconjugados constituirian ligandos mu.cho mds reactivos (88).

INHIBICION DE LA AGLUTINACION DE CELULAS CON CONCANAVALINA A

A cuatro tubos conteniendo 1 ml de suspensién de células de C.on-
copelti, cepa "normal", se agregaron 10, 20, 30, y 40 ul respectivamente de
una solucién 5 mg/ml de o -metil-D-manésido, se llevé a 2 ml con buffer fos
fato de sodio 0,1 M, pH 7,2, y luego se agregd a cada tubo 80 ul de solu-
cién 0,2 mg/ml de Con A. Se midié la absorbancia a tiempo cero, y a los 60
minutos de incubacidén a temperatura ambiente. El porcentaje de inhibicién
calculado fue del 70 % en los cuatro casos y la observacidn microscépica
reveld sélo pequeiias asociaciones de microorganismos indicando la efecti-

vidad en el proceso de inhibicién por parte del & -metil-D-manésido.

AISLAMIENTO DE GLICOCONJUGADOS

La extraccién de células de Critnidia oncopelti con fenol 44 %

se basé en el método de Westphal y Jann (89 ) de extraccién de lipopolisa-
cdridos de bacterias. Por este método, se consigue en general separar pro-
teinas que quedan en la fase fendlica en tanto que los polisacdridos, mu-
copolisacaridos, lipopolisacdridos, y dcidos nucleicos, quedan solubiliza-
dos en la fase acuosa.

La separacién de las proteinas, de ios polisacdridos y los dcidos



nucleicos por particidén fenol - agua se efectia por el coeficiente de par-
ticién favorable y el poder disociante de esta mezcla de solventes. En el
caso de las glicoproteinas conjugadas con lipidos, las proporciones relati-
vas de péptidos, azicares, y lipidos son las que determinan la fase en que
quedan.

El método de Westphal y Jann fue modificado en cuanto a que se
realizd la extraccién a temperatura ambiente mientras que en la técnica o-
riginal se efectia a 65 - 68°C. Esta modificacién tuvo por objeto evitar
degradaciones debidas a la temperatura durante la extraccidn. Por otra par-

te se ha informado que el aislamiento de polisacdridos de Crithidia fasci-

culata (67 ) por ¢l método de fenol -~ agua, a 68°C o 4°C no influye en el
porcentaje de hidratos de carbono aislados a partir de un homogenato celu-
lar, y en cambio se observa una mayor proporcidén de 4dcidos nucleicos en el
extracto de alta temperatura haciendo mds dificil la purificacidén de las
sustancias de interés.

Gorin y col. emplearon KOH 6 % acuoso , 4 h , a 100°C como con-
diciones para la extraccidén de células con el objeto de aislar sustancias

polisacaridicas de otros tripanosomatideos: Herpetomonas samuelpessoai (63 ),

Leishmania tarentolae (90 ), Crithidia fasciculata (62 ), Crithidia luciliae,

Crithidia harmosae, Crithidia sp., y Crithidia deanei (60 ). En las condicio

nes mencionadas se produce la degradacidén de las glicoproteinas debido a la
ruptura de uniones entre la cadena de hidratos de carbono y la proteina, por
lo cual no es posible concluir si las sustancias aisladas son en origen po-
lisacdridos o glicoproteinas. Ogata y Lloyd ( 91), informaron la ruptura de
cadenas 0 y N - glicosidicas en condiciones alcalinas mis suaves que las nor
malmente informadas como necesarias para producir ruptura de uniones N-gli-
cosidicas. Los autores informan liberacidén de cadenas N-glicosidicas (junto
con O-glicosidicas) empleando NaOH 0,05 M (0,2 %) con periodos de tiempo que

variaban desde 15 minutos a 8 h, y temperaturas entre 4°C y 50°C, con re-



sultados variables en funcidn del tiempo de reaccidén y la temperatura.
Por otra parte, es sabido también que en medio alcalino ocurren
degradaciones comunmente conocidas como "peeling" que tienen lugar particu-

larmente si el residuo de azicar reductor terminal estd sustituido en C-3

(92).

PURIFICACION DE GLICOCONJUGADOS

En el Esquema ( 1 ) se indican los pasos seguidos para el aisla-
miento de fracciones de glicoconjugados a partir de un homogenato celular
de C.oncopelti.

Las fracciones F I (1-2) y S II fueron sometidas a una electrofo-
resis en geles de poliacrilamida en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2,
SDS 0,1 %. La electroforesis de F I (1-2) mostr6.2 bandas de Rm 0,36 y 0,58
con respecto al azul de bromofenol, las cuales dieron positivo los revela-
dos con reactivo de Schiff para azicares y reactivo de Azul Coomassie para
proteinas. Asimismo se podia apreciar un tercer componente sélo revelable
con Schiff que no penetraba en geles 15 % y 10 %. La Figura (10 ) ilustra
las densitometrias obtenidas a partir de los geles.

El componente de mayor movilidad fue extraido selectivamente em-
pleando el Solvente 1 (cloroformo:metanol:agua (10:10:3)), y tras la evapo-
racidén de los solventes orginicos un glicoconjugado ( F IB) fue precipita-
do de la solucidn acuosa por agregado de etanol , ksquema (2) . El sol-
vente 1 empleado en la extraccidén habia sido utilizado por Lederkremer y
col. (1976) (93 ) para el aislamiento de un lipopéptidofosfoglicano (LPPG)
de T.cruzi. Las propiedades electroforéticas de F IB resultaron semejantes
a las del LPPG de T.cruzi. El mencionado solvente fue empleado primeramente
por Behrens, Parodi, y Leloir (94 ), para disolver un compuesto (GEA, acep-
tor glucosilado enddégeno) con residuos lipofilicos e hidrofilicos a la vez,

que daba lugar a que fuera marcadamente insoluble en agua y mezclas anhidras
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ESQUEMA (1)

HOMOGENATO CELULAR DE Crithidia oncopelti (72 g peso himedo, equivalente a
2.1012 células)

e —

Fenol 44 %
,4-—FASE ACUOSA FASE FENOLICA
E (12extraccidn) ]
pO——————— 1 {HZO
| |
|
! v
Eta“°i 'a--FASE ACUOSA-— FASE FENOLICA
4 vol. (22extraccidn) | H O
172
v
Sonicado
-®PRECIPITADO _F I(1-2) \
oo - < ]
4 (885 mg) |
i ¢~FASE ACUOSA ¥ FASE FENOLICA
I d I
L-$SOBRENADANTE | (32extraccién) ;
I | H O
[ . — I 2
1] ]
|
Etanol E &
4 vol. <-FASE ACUOSA FASE FENOLICA
(42extraccidn)
1)Filtracidn
_ 2)Didlisis
r®PRECIPITADO F 1(3-4)
! (128 mg)
" v
| v e
—» SOBRENADANTE PRECIPITADO SOBREqADANTE
1
| |
} |
' v
i Liofilifacién
| |
v v
F 11 S II

(76 mg)




ESQUEMA (2): Purificacidén de la fraccién F I(1-2)

F1(1-2)
(480 mg)
I]
! Extraccién con
: Solvente 1 (Cl_CH/CH_OH/H_0),(10:10:3)
| 3 3 2
! (x 3)
-
< filtracidn v
FILTRADO INSOLI{BLE F Ti (409 nmg)
|
| Extraccién con
i
| agua (x 3)
1)Evaporacidén ¢
de solventes ¢ centrifugacién |
orginicos INSOLUBLE SOBRENADANTE
i
2)Etanol (4 vol.) |
_ | TCA 10 %
! centrifugacién i | (1 vol.)
v i
F_IB SOBRENADANTE 1 centrifug. -
| INSOLUBLE
(18 mg) ! |
i i Lavado con
| | TCA 5%
! |
SOBRENADANTE #-—-===~=ce-¥ |
\ centrifug. 1
s a
| 1)Didlisis | Lavado con
i .
i 2)Etanol E Etanol
v___(4_vol.) |
| centrifugacidn { v
{
‘ ‘ F IC
F ID SOBRENADANTE  (4cidos nucleicos)
(49 mg) (57 mg)




ABSORBANCIA 560 nm

FIGURA (10 ): Densitometrias obtenidas a partir de electroforesis realizadas en
geles de poliacrilamida. A: Fraccién F I(1-2) ; B: Fraccién F IB

C: Fraccién F Ii. D: Fraccidén S II.

F Ii
A B
FIB
F IB
MIGRACION (+)a===(=)
F Ii
C D
F 1IB

F IIA
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de cloroformo y metanol. En cambio resultaba soluble en mezclas de clorofor-
mo con alto contenido de agua. Posteriormente se comprobdé la estructura de
dolichol para la porcidén lipidica en tanto que la porcién hidrofilica era

un oligosacdrido de 20 residuos de azicar ( 95).

La fraccidén F IB una vez precipitada resulté ser poco soluble en
agua. e insoluble en cloroformo:metanol (2:1). En cambio, se solubilizaba bien
en Solvente 1. Por electroforesis en geles de poliacrilamida F IB era homo-
génea y la fraccidn insoluble er Solvente 1, F Ii, Esquema (2), no mostraba
la presencia de F IB, lo cual indicaba que la extraccidén era selectiva, tal

cual se aprecia en las densitometrias de la Figura (10 ).

ELIMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La fraccién F Ii luego de ser hidrolizada y analizada por CGL, re-
veld contener un elevado porcentaje de ribosa, probablemente perteneciente
a dcidos ribonucleicos, dado que el método de fenol - agua extrae a estos
tltimos, solubilizindolos en la fase acuosa (89 ). Luego del tratamiento re-
alizado con dcido tricloroacético (TCA) se observé que la mayor parte de la
ribosa habia desaparecido de F ID, en tanto que el precipitado F IC presen-
taba un pico de mis del 80 % del total de los aziicares correspondiente a ri-
bosa en el andlisis por CGL (Figura (11 )).

En la Tabla (10 ) pueden verse los azicares componentes de las
distintas fracciones de glicoconjugados parcialmente purificadas de C.on-
copelti. Es conveniente considerar que los porcentajes indicados en la
Tabla mencionada, variaban en forma considerable entre distintas parti-
das de cultivos, lo cual es explicable por tratarse de fracciones no pu-

rificadas. No obstante, los monosacdridos eran siempre los mismos.



FIGURA (11 ): Cromatografia gas-liquido de los azicares neutros libera-

dos por hidrdlsis dcida total de la fraccién F IC (Esquema(2)).

84,5 %

Ribosa

8,9 %

6,6 %

anosa
Galactosa

|

62-



*OpRUTWIAIIP ON :QN

- % v8 % 21
51 » v %S %V
% €% % 6 % ST sezeay % 07
% 11 % 1Y y A4 % 6 % 1y
% SY % 9v % 8t %L % £
% 81 % S8 % 0L an % oY
HI 4 oI 4 ar 4 oI J I 4

vsoHTy

VSONIAVHY

yS0oon19

VSOLOVIVO

VSONVKH

SHTVIOL SIYYONZY

*T372d0OdU0 BIPTIYITI) 9P

sepedryTand ajuswyerosed sopeSnluodoodT[F ap SIUOTOORIJ SBIUTISTP SBT 2P SAUOTOTsOodwo) (01 ) vIgvl



64~

CROMATOGRAFIA DE F ID EN CONCANAVALINA A - SEPHAROSA (Esquema (3))

Dado el alto contenido de manosa de la fraccion F ID (Tabla ( 10))
se intentdé su purificacidén utilizando técnicas de cromatografia de afinidad,
empledndose una lectina especifica para o -manosa como la Concanavalina A u-
nida covalentemente a un soporte como la Sepharosa. Un 40 % aproximadamente
del azicar sembrado en la columna en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,
se eluyd con el mismo tutfer, sin ser retenida (fraccién F IG). La elucidn
posterior de la coluwna se realizd con buffer borato de sodio 0,1 M, pH 6
y con el mismo buffer inicial pero 1 M en NaCl. En estas condiciones, Kennedy
y Rosevear ( 96 ) informaron haber logrado eluir algunos polisacdridos rami-
ficados,débilmente ligados a la lectina. Sin embargo, en este caso particu-
lar no hubo elucién de ninguna fraccidén detectable por dosaje de azicares.
Se eluydé entonces en "batch" por agregado de una solucién de o -metil-D-ma-
nésido 0,05 M, inhibidor especifico de la reaccidn con esta lectina. Luego
de dializar extensamente la solucidén eluida de la columna, y liofilizar, se
obtuvo una fraccién F IH en muy baja proporcidén respecto del total de azi-
car sembrado (aproximadamente 5 %). La recuperacion total de la columna fue
de sbélo 50 - 55 % del aziicar sembrado. La baja recuperacidén de las columnas
de afinidad a base de lectinas es un inconveniente reconocido (97 ) y varias
son las condiciones que se han modificado para evitar este problema. La elu-
cidén con amoniaco a pH 12 parece asegurar un alto porcentaje de recuperacion
( 97 ), pero inactiva a la lectina en forma irreversible por 1o cual sdlo se-
ria prdctico el empleo de este método en la recuperacidn de sustancias muy
importantes.

La Figura (12) ilustra la eiuzidén de F IG mostrando su heteroge-
neidad dado que no coinciden los picos de hidratos de carbono y proteina.

Para descartar una probable contaminacidén con e{-metil-D-mandsi-
do, la fraccidén F IH (2 mg) se cromatog:-afié en una columna de Bio Gel PO

(2 x 30 cm) equilibrada con agua qu. roseia un vcelumen de exclusién de 28 ml.



ESQUEMA (3): Purificacién de la fraccién F_ID por cromatografia en
columna de Concanavalina A-Sepharosa.

F ID (19 mg)

Con A-Sepharosa

Buffer fosfato 0,1 M
pH 6

[ §

F.IG
(11,2 mg)

&-metil-D-mandsido
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FIGURA (12 ): Cromatografia de la fraccién F ID (19 mg, equivalente a 13,3 mg

en azucar) en columna (20 x 2 cm) de Concanavalina A-Sepharosa,
equilibrada y eluida con buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 6.
La fraccidén F IG fue la-obtenida como resultado de juntar las

fracciones de columna 11 a 28.

F IG
750+

Recuperacidn: ~50 %

700-
650+
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N? de fraccidn

Absorbancia (280 nm)




La Figura (13 ) ilustra el perfil de elucién de la mencionada columna, cali-

brada con Azul Dextrano (Pharmacia) y o(-metil-D-manésido.

FIGURA (13 ): Cromatografia en Bio Gel P6 (2 x 30 cm) de F IH (2 mg/ml).

‘r Azul dextrano o —metil—]?—manésido
\ .
(490nm)
0,90
0,75 Recuperacidn: 95 %

2 4 6 8 10 12 14 16 1& 20 22 24 20 28 30 32 34

Ne de fraccién
El perfil de elucidn obtenido indica que F IH ( ver Tabla (10 ))

no se encontraba impurificada con o(-metil-D-mandsido.

CROMATOGRAFIA DE F ID EN DEAE-CELULOSA (Esquema (4))

La fraccién F ID fue también cromatografiada en una columna de
DEAE-Celulosa (Dietilaminoetil-celulosa, Merck) en buffer Tris-HCl 0,05 M,
a pH 8, obteniéndose como perfil de elucidén el indicado en la Figura (14 ),
de acuerdo a los datos indicados en la Tabla ( 11 ).

Una fraccién F IE se eluyd de la columna sin ser retenida,en tanto
que una segunda fraccién, F IF, se eluyd tras el agregado de NaCl 0,4 M en

el mismo buffer. La fraccidn F IF no se despegd con concentraciones de NaCl



ESQUEMA (4): Purificacidn de la fraccidén F ID por cromatografia en
columna de DEAE-Celulosa.

FID (8 mg)

DEAE-Celulosa en buffer
Tris-HC1l 0,05 M, pH 8

|
-
=

b

<«

(4,1 mg

NaCl 0,4 M »F IF
(1,7 mg)

N L » Acidos
Ribonucleicos
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TABLA (11 ): Cromatografia en DEAE-Celulosa de la fraccién F ID. Se empled una
colunna de (0,5 x 20 cm) equilibrada con Tris-HCl 0,05M,pH 8.

Fraccién N  Absorbancia* Absorbancia ug de azicar mg azucar
(azicares) (280 nm) en cAlicuota totales
1 0 0 - -
2 0 0 - -
3 0,310 0,035 13,80 2,10
4 0,075 0,086 3,34 0,50
5 0,038 0,094 1,69 0,25
6 0,015 0,038 0,67 0,10
7 0 0,025 - -
8 0 0,020 - -
9 0 0,010 - -
NaCl 10 0 0 - -
0,44 11 c 0 - -
12 0,064 1,920 2,85 0,43
13 0,020 0,960 0,89 0,13
14 0,011 0,550 0,49 0,07
15 0 0,110 - -
16 0 0,055 - -
17 0 0,026 - -
18 0 0,015 - -
19 0 0,005 - -
NaCl 20 0 0 - -
1M 21 0 0 - -
22 0 0 - -
23 0,090 52 4,00 0,60
24 0,004 0,700 2,85 0,43
25 0,042 0,240 1,87 0,28
26 0,019 0,140 0,85 0,13
27 0 0,080 - -
28 0 0,058 - -
29 0 0,040 - -
30 0 0,030 - -
31 0 0,025 - -
32 0 0,020 - -
33-36 0 0 - -

(*) Los azucares fueron determinados mediante la reaccidn de fenol—H2504

-Las alicuotas tomadas para los dosajes fueron de 20 ul.

-Se recogieron 3 ml/fraccidén; se sembraron 16 mg de F ID, equivalente a 5,07 mg
de azicar; se recuperaron 5,02 mg de azicar ( 88,5 % de recuperacidn).
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de 0,1 y 0,2 M. Por ultimo, el agregado de NaCl 0,7 M eluyd una fraccidén de
gran absorbancia a 260 nm y 280 nm caracterizada posteriormente como de dci-
dos nucleicos. Esta dltima observacidn indicaria que el tratamiento de F Ii
con TCA 5 ¢ no elimina completamente los dcidos nucleicos. Los resultados ob-
tenidos indicaron la posibilidad de separar el total de dcidos nucleicos me-
diante cromatografia en DEAE-Celulosa.
Dados los resultados descriptos, se decididé en las experiencias
posteriores de purificacidén de F Ii, eliminar las etapas de precipitacién
de 4dcidos ribonucleicos con TCA 5% y la purificacién por cromatografia en
Concanavalina A - Sepharosa, esta ultima por la baja recuperacidén obtenida.
Un extracto acuoso de F Ii (200 mg equivalente a 80 mg en azicar),
se cromatografid en DEAE-Celulosa en la forma descripta. Se recogieron tres
. fracciones F 1J (38,4 mg) eluida con el buffer; F IK (12,5 mg) eluida con
buffer mds NaCl 0,4 M, y dcidos nucleicos eluidos con NaCl 0,7 y 1 M.(Esquema(§)).
La Tabla (12 ) y la Figura (15 ) ilustran los resultados obteni-

dos por cromatografia de F Ii en DEAE-Celulosa.

CROMATOGRAFIA DE F 1J EN SEPHACRYL S-300 (Esquema (5))

La fraccién F 1J (Esquema (5)) se cromatografié en primer término
en una columna de Bio Gel P 100 (Bio Rad_LaboratorieS) de la cual se exclu-
yé en su mayor parte (75 %), por lo cual se resolvid emplear una fase capaz
de incluir polisacdridos y proteinas de mayor peso molecular, utilizdndose
entonces Sephacryl S-300 superfine (Pharmacia). El Bio Gel P 100 posee 1i-
mites de resolucidn de 5000 - 100.000 (98 ) con respecto a proteinas globu-
lares, y trabajos realizados en nuestro laboratorio permitieron comprobar
que un dextrano testigo de peso molecular 40.000 se excluia de dicho Bio Gel.
El Sephacryl S-300, en cambio posee limites de resolucidén de 10.000-1.500.000

para proteinas globulares y 2000 - 400.0CO para dextranos (68 ).

La cromatografia de F I1J se realizd en buffer fosfato de sodio 0,1 M,



ESQUEMA (5): Purificacidén de la fraccidn F Ii.

F Ii (200 mg) (Esquema (2))

Extraccidén con

buffer Tris-HCl1 0,05M, pH 8

SOBRENADANTE

i (x 3)
! centrifugacidn
:
Y
INSOLUBLE
(92 mg)
F 1=
(38,4 mg)

Sephacryl S-300
buffer fosfato
0,1 M, pH 7,2

SDS 0,1 %
‘ =
| |
[} |
v L4 v
P A GLCP P B
(1 mg) (31 mg) (5 mg)

DEAE-Celulosa en

buffer Tris-HC1 0,05M, pH 8

NaCl 0,4 M ~ F IK
(12,5 mg)

NaCl 0,7 M —» Acidos
Nucleicos




TABLA (12 ): Cromatografia en DEAE-Celulosa de la fraccién F JIi. Se empled una
columna de (0,5 x 20 cm) equilibrada con Tris-HCl 0,05M, pH 8.

Fraccidn N® Absorbancia* Absorbancia ug de azicar mg azucar
(azicares) (280 nm) en c/alicuota totales
1 0 0 - -
2 0,135 0,02 6,0 1,20
3 0,290 0,072 13,0 2,60
4 0,105 0,060 4,5 0,90
5 0,030 0,088 1,0 0,20
6 0,015 0,128 0,5 0,10
7 0 0,043 -
8 0 0,018
NaCl - 9 - 12 0 0
:;(1;11 _pl3 -6 0 ¢
0,4M 17 0 0,103 -
18 0,113 1,400 5,0 0,50
19 0,105 >2 4,5 0,45
NaCl 20 0,075 1,750 3,0 0,30
0,7M 21 0,031 1,17 1,5 0,15
22 0,270 >2 12,0 1,20
23 0,160 »2 7,0 0,70
NaCl 24 0,093 >2 4,0 0,40
1M 25 0,109 >2 4,7 0,47
26 0,070 >2 2,5 0,25
27 0,010 0,690 0,4 0,04
28 0,015 0,280 0,5 0,05
29 0,005 0,180 0,2 0,02
30 0 0,140 - -

(%) Los azicares fueron determinados mediante la reaccidn de fenol—H2804
- Las alicuotas tomadas para los dosajes fueron de 10 ul.

~ Se recogieron 2 ml / fraccidén; se sembraron 44 mg de F Ii, equivalente a
12,5 mg de azicar; se recuperaron 9,5 mg de azicar ( 70 % de recuperacidn).
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pH 7,2, en presencia de SDS 0,1 %. El perfil de elucién se ilustra en la
Figura (16 ), de acuerdo a los datos de absorbancia indicados en la Tabla
(13).

Se separaron tres fracciones , P A, GLCP, y P B eluidas en ese or-
den y en porcentajes de 2,7 , 82,4 , y 14,9 % respectivamente con respecto
al total de azicar recuperado. Las fracciones mencionadas no presentaban ab-
sorcién a 280 nm, cuando se intentd el seguimiento de la columna por este

método en forma paralela al dosaje de azicares.

TABLA (13 ): Cromatografia de la fraccidén F IJ en Sephacryl S-300. Se empled
una columna de (150 x 2 cm) equilibrada con buffer fosfato de

sodio O,1 M, pH 7,2 en presencia de SDS 0,1 %.

Fraccién N® Alicuota Absorbancia# ug de azicar mg de azicar
(ul) (azicares) en c/zlicuota totales
1 - 37 50 0,000 - -

38 " 0,020 0,860 0,048
39 " 0,038 1,634 0,091
40 " 0,040 1,720 0,096
41 " 0,045 1,935 0,108
42 " 0,047 2,030 0,114
43 " 0,040 1,720 0,096
44 " 0,037 1,590 0,089
45 n 0,035 1,500 0,084
46 " 0,030 1,290 0,072
47 " 0,025 1,070 0,060
48 " 0,003 0,130 0,007
49 " 0,025 1,070 0,060
50 " 0,027 1,160 0,065
51 " 0,031 1,330 0,074
52 " 0,048 2,060 0,115
53 10 0,011 0,470 0,132
54 " 0,068 2,920 0,818
55 " 0,123 5,290 1,481
56 n 0,169 7,270 2,036
57 n 0,190 8,170 2,288

(#) Los azlcares fueron determinados mediante la reaccién de fenol—H280

4

(continua en pag. 76)



TABLA (13 ): (Continuacidn)

Fraccidén N¢ Alicuota Absorbancia* ug de azicar mg de azicar
(ul) (azicares) en c/alicuota totales

58 10 0,198 8,510 2,383
59 " 0,189 8,130 2,278
60 " 0,160 6,880 1,920
61 " 0,152 6,540 1,830
62 " 0,145 6,230 1,794
63 " 0,138 5,930 1,660
64 " 0,134 5,760 1,613
65 " 0,130 5,590 1,565
66 " 0,120 5,160 1,445
67 " 0,100 4,300 1,204
68 " 0,060 2,580 0,722
69 " 0,039 1,680 0,470
70 " 0,025 1,070 0, 300
71 " 0,011 0,470 0,132

72 - 75 " 0 - -
76 " 0,010 0,430 0,120
77 " 0,021 0,900 0,252
78 " 0,030 1,290 0,361
79 " 0,032 1,390 0,389
80 " 0,036 1,550 0,434
81 it 0,038 1,630 0,457
82 " 0,040 1,720 0,482
83 " 0,044 1,880 0,526
84 " 0,047 2,030 0,570
85 " 0,050 2,140 0,600
86 " 0,031 1,330 0,372
87 " 0,018 0,770 0,216

88 - 90 " 0 - -

(#) Los azicares fueron determinados mediante la reaccién de fenol-H_SO

2 4
Datos Técnicos: Volumen vacio (Vo)= 117,6 ml (fraccidén N242) a P atmosférica.
-Volumen de cada fraccidén recogida: 2,8 m}
~Volumen total de la columna: 471 ml
-Masa de F 1J sembrada: 38,4 mg ( 35,2 mg en azicar)
-Total de azicar recuperado: 32 mg

-% de azicar recuperado: 91 %

~Se obtuvieron 1 mg de P A; 31 mg de GiCP; y 5 mg de P B.



Hidratos de carbono (mg)

FIGURA (16 ): Cromatografia de la fraccidon F IJ en Sephacryl S-300. Perfil
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de elucidén de acuerdo a los datos indicados en la Tabla (13 ).
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CROMATOGRAFIA DEL GLCP EN COLUMNA DE SEPHACRYL S-300 CALIBRADA CON DEXTRANOS

DE PESO MOLECULAR CONOCIDO

Se empled una columna de (1,6 x 90 cm) termostatizada a 30°C con
una camisa con circulacidén de agua. Se armé la columna con Sephacryl S-300
superfine (Pharmacia) y se equilibré con buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH
7,2, 0,1 % en SDS.

La columna se calibré empleando Azul Dextrano (Blue Dextran 2000)
(Pharmacia) y dextranos de peso molecular 500.000, 73.000, 40.000, y 10.000.
Luego se cromatografiaron 2,3 mg del glicopéptido GLCP (2,1 mg en aziicar)
disueltos en 0,5 ml del buffer de equilibrado. La elucidn se siguidé por dosa-
je de azicares mediante la reaccién de fenol-dcido sulfdrico.

De acuerdo con los datos indicados en la Tabla (14 ) y a los grd-
ficos de las Figuras ( 17) y ( 18), se concluyd que el GLCP poseeria un pe-
so molecular aproximado de 46.000 habiéndose realizado una pequefia aproxi-
macién ya que se emplearon dextranos como patrones, teniendo en cuenta el

bajo contenido de proteina del GLCP.

TABLA ( 14 ): Determinacién del peso molecular del glicopéptido GLCP por

cromatografia en columna calibrada de Sephacryl S-300.

Fraccidén N¢ Absorbancia ug de azlcar ug de azucar
(azucares) en c/alicuota totales
1 - 28 0 - -
29 0,030 1,50 9,7
30 0,040 2,00 13,0
31 0,050 2,50 16,2
32 0,085 4,25 27,6
33 0,135 6,75 43,8
34 0,220 11,10 72,2
35 0,230 11,50 74,7
36 0,300 15,00 97,5
37 0,470 23,50 152,7
38 0,495 24,75 160,9

(Continda en pag. 79)
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TABLA ( 14): (Continuacidn)

Fraccidén N® Absorbancia ug de azicar ug de azucar

(azlcares) en c/alicuota totales
39 0,530 26, 50 172,3
40 0,510 25,50 165,8
41 0,490 24,50 159,3
42 0,480 24,00 156,0
43 0,450 22,50 146,2
44 0, 380 19,00 123,5
45 0,305 15,25 99,1
46 0,230 11,50 74,8
47 0,130 6,50 42,2
48 0,100 5,00 32,5
49 0,085 4,25 27,6
50 0,050 2,50 16,2
51 0,030 1,50 9,8
52 0,010 0,50 3,2
53 0 - -

Datos Técnicos: Volumen vacio (Vo) : 70,2 ml (Fraccién N2 27)

Volumen total (Vt): 181 ml

Volumen de cada fraccidén recogida: 2,6 ml

Volumen de elucidén para el dextrano 500.000: 70,2 ml (F.Ne 27)
Volumen de elucidén para el dextrano 73.000: 93,6 ml (F.N® 36)
Volumen de elucidén para el dextrano 40.000:101,4 ml (F.N° 39)
Volumen de elucidén para el dextrano 10,000:127,4 ml (F.N® 49)
Kav (73.000): 0,211

Kav (40.000): 0,282

Kav (10.000): 0,516

Kav (GLCP) : 0,282

Se recuperaron en total 1,9 mg en azicar ( 90 % de recuperacidn).
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FIGURA (17 ):
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Cromatografia del glicopéptido GLCP en columna calibrada de

Sephacryl S-300. Perfil de elucidn de acuerdo a los datos de
la Tabla (14 ). El peso molecular calculado del GLCP resultd
ser de ~46.000.
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FIGURA (18 ): Determinacién del peso molecular(PM) del glicopéptido GLCP de

Crithidia oncopelti de acuerdo a la curva de calibracidén obte-

nida en la cromatografia en Sephacryl S-300.
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PURIFICACION DE GLICOCONJUGADOS DE HOMOGENATOS DE LOS CUALES SE SEPARO

PREVIAMENTE LA BACTERIA SIMBIOTICA

En la pdgina 176 se describié la separacién de las bacterias endo-

simbidticas de un homogenato de células de Crithidia oncopelti. Una vez se-

paradas las mencionadas bacterjas se procedié a realizar el aislamiento de
los distintos glicoconjugados segun el Esquema (1). Se obtuvieron las mis-
mas fracciones que previamente se habian separado a partir del homogenato
total. En particular, el andlisis quimico del GLCP aislado en estas circuns-
tancias no indicd diferencias significativas respecto del hallado en el GLCP
purificado a partir de homogenatos completos, por lo cual se concluyd que
ninguno de estos glicoconjugados pertenece a la bacteria simbidtica. Este
resultado era previsible considerando los trabajos descriptos por Gutteridge
y Coombs ( 1 ), que encuentran que dichas bacterias estdn formadas casi ex-

clusivamente por dcidos ribonucleicos.

ESTUDIOS DE COMPOSICION DE LAS DISTINTAS FRACCIONES AISLADAS Y PURIFICADAS

Sobre las fracciones P A, GLCP, P B, F IK (Esquema (§)); F IB
(Esquema (2)); y F IIB (Esquema (6)) se efectuaron andlisis quimicos y estu-
dios estructurales. Las fracciones GLCP y P B se eluyeron como picos homo-
géneos en la cromatografia de filtracién en éeles de tamafio apropiado para
que resultaran incluidas (Sephacryl S-300 superfine). Ninguna de las dos
fracciones mencionadas penetraba en geles de poliacrilamida 15 y 10 % du-
rante los estudios de electroforesis. La fraccién P A resulté excluida en
las columnas de geles para filtracidén molecular empleadas, y por la esca-
sa cantidad de producto obtenido no se confirmd su pureza. Las fracciones
F IB, F IIB, y F IK resultaron ser homogéneas por electroforesis en geles
de poliacrilamida 15 % en presencia de SDS como desagregante.

La Tabla ( 15) indica comparativamente los andlisis quimicos rea-

lizados sobre las fracciones mencionadas. Por las caracteristicas de las



ESQUEMA (6): Purificacién de la fraccidn S II.

S II
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Evaporacion
! filtracion i
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fracciones GLCP y P B ( como por ejemplo el elevado porcentaje de azicares
y la ausencia de lipidos) no se realizaron sobre las mismas, determinacio-

nes de bases de cadena larga y dcidos grasos.

TABLA (15 ): Composicién porcentual de fracciones aisladas de un homogenato

celular de Crithidia oncopelti.

GLCP P B F IB F IIB F IK
AZUCARES TOTALES 93,0 98,9 30,0 29,5 38,0
INOSITOL 2,1 0,6
GLUCOSAMINA 0,8 4,2 2,3 ND
PROTEINA 3,0 16,0 14,0 5,0
FOSFORO TOTAL 1,2 1,1 2,5 4,1 ND
BASES DE CADENA ND ND 7,7 4,5 ND
LARGA
ACIDOS GRASOS ND ND 8,5 4,0 ND

ND: no determinado.

En la Tabla (16 ) se observan los distintos monosacdridos compo-
nentes de las fracciones mencionadas identificados luego de realizar hidré-

lisis total y CGL de cada una de ellas.

Fracciones F 1B y F IIB:

Estas dos fracciones poseen porcentajes de azicares y proteinas
similares, y por lo tanto las diferencias encontradas en los restantes compo-
nentes serian responsables de la distinta solubilidad en el proceso de ex-

traccién con fenol 44 % de un homogenato celular de Crithidia oncopelti.
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En efecto, F IB se extrae en la fase acuosa mientras que F IIB permanece
en la fase orgdnica. Asimismo, las diferencias de solubilidad fueron no-
torias cuando durante el aislamiento se logrd precipitar F IB de una so-
lucidén acuosa por agregado de 4 voliumenes de etanol mientras que F IIB no
precipitaba de su solucidén acuosa por agregado de 4 - 5 volumenes de eta-
nol ( Esquemas (2) y (6)).

La composicién quimica de F IB y F IIB, sumada a sus caracteris-
ticas de movilidad electroforética harian suponer que dichas fracciones po
seen estructuras de tipo glicofosfoceramida semejantes a las ya informadas

para T.cruzi (93 ), (99 ) y Acanthamoeba castellanii (100).

.La proporcién de aziicares de ambas fracciones F IB y F IIB (.30 %)
se asemeja mds a la informada para el lipofosfonoglicano (LPG) de A.caste-
llanii (26 %) que a la del lipopéptidofosfoglicano (LPPG) de T.cruzi (60 %).
Los monosaciridos manosa y galactosa estdn presentes en los 4 compuestos

aunque en relaciones molares diferentes. El LPG de A.castellanii posee can-

tidades importantes de glucosa (45 %) y xilosa (9 %), azicares ausentes en
los otros glicoconjugados comparados (T.cruzi posee apenas un 2 % de gluco-

sa). F IB y F IIB poseen arabinosa ( 10 % y 13 % respectivamente) que no fue

informada para el LPG de A.castellanii ni para el LPPG de T.cruzi. Las rela-
ciones molares de los azlcares neutros en los 4 glicoconjugados mencionados
se indican en la Tabla (17 ).

Las fracciones F IB y F IIB se sometieron (Esquema (7))a hidréli-
siscon NaOH 1 N, 40 h, a 100°C. Estas condiciones fueron utilizadas por Le-
derkremer y col. (99 ) para liberar las bases de cadena larga y 4dcidos gra-
sos del LPPG de T.cruzi. En ese caso particular, la correspondencia entre
el porcentaje molar de acidos grasos presentes en la ceramida (15,6 mmol %),
las bases de cadena larga (14,2 mmol %) e inositol (13,8 mmol %) junto con
el hecho de que la ceramida se liberaba por tratamiento alcalino sin afectar

a la porcidén de hidratos de carbono sugirid una estructura parcial como la



ESQUEMA (7)
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TABLA (17 ): Relaciones molares entre los aziucares componentes del LPPG de

T.cruzi (93 ), LPG de A.castellanii (100), F IB y F IIB de C.

oncopelti.

LPPG LPG F IB F IIB
MANOSA 35 4 3,3 1,9
GALACTOSA 22 1 5,5 4,6
GLUCOSA 1 5 -
XILOSA 1
ARABINOSA - 1 1

siguieste ( Figura (19 )) para la unidén de la ceramida a la cadena de azi-

cares.

FIGURA (19 ): Estructura parcial correspondiente a la porcién lipidica del

LPPG de T.cruzi (99 ).
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El tratamiento alcalino drdastico hidroliza las uniones fosfodies-
ter. A la vez, se hidroliza la unidn amida entre la base de cadena larga y
el dcido graso de la ceramida. La unién glicosidica del inositol al extremo
reductor de la cadena de azucares es.estable a las condiciones alcalinas.

El extracto de acetato de etilo, obtenido luego del tratamiento
alcalino de F IB y F IIB, dio positiva la reaccidn del anaranjado de meti-
lo para bases de cadena larga. Este método se usd para su cuantificacién
( Tabla (15)).

Los hidrolizados alcalinos,luego de extraer con acetato de etilo,
se acidificaron con HCl 1 N y los 4dcidos grasos se extrajeron con eter eti-
lico. Los dcidos grasos de F IB y F IIB fueron ademas cuantificados por la
técnica del perclorato férrico de Snyder y Stephens (101), encontrdndose
porcentajes de 8,5 % para F IB y 4,0% para F IIB. La Tabla (18 ) ilustra
los porcentajes de los acidos grasos identificados por CGL como ésteres me-—
tilicos de las fracciones F IB y F IIB.

Para el LPPG de T.cruzi se habia informado (99 ) como 4dcidos gra-
sos principales: palmitico (C-16) (55 %) y lignocérico (C-24) (36,5 %).En
el caso de las fracciones F IB y F IIB, sélo F IIB parece tener un peque-
fio contenido de lignocérico ( 2,7 %). Esta dltima fraccidén contiene princi-
palmente palmitico (49,3 %) y esteirico (C-18) (36,3 %). La fraccién F 1B
contiene principalmente miristico (C-14) (31,8 %) y un dcido graso de ca-
dena impar identificado con el testigo especifico como el pentadecanoico
(C-15) (34 %). F 1B posee ademids cantidades relativamente importantes de
ldurico (C-12) (14,2 %) y palmitico (17 %).

El_hecho de que los componentes -de F IB y F IIB sean cualitativa-
mente similares a los del LPPG de T.cruzi, sumado a su particular solubili-
dad en un solvente como cloroformo:metanol:agua (10:10:3) también empleado
para extraer a este ultimo glicoconjugado; la similar movilidad electrofo-
rética; y los resultados obtenidos luego de la degradacidn alcalina de F IB

y F IIB implicarian parentescos estructurales entre el LPPG de T.cruzi y los

dos glicoconjugados de C.oncopelti.
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TABLA (18): Acidos grasos de las fracciones F IB y F IIB de C.oncopelti

aislados luego de una degradacién alcalina con NaOH 1N, 40 h

LIGNOCERICO (C-24)

2,7 6,65 6,30

a 100°C.
# +
F 1B t t! F 11B t t!!
r r r .r
% %

LAURICO (C-12) 14,2 0,90 0,90 | - - 0,49
I

MIRISTICO (C-14) 31,8 1,54 1,58 | 3,4 0,63 0,67
I

PENTADECANOICO (C-15) 34,0 2,22 2,20 | -
I

PALMITICO (C-16) 17,0 3,20 3,12 | 49,3 0,93 0,93
I

ESTEARICO (C-18) 6,67 | 36,3 1,45 1,51
I

EICOSANOICO (C-20) 14,62 | 3,3 2,35 2,43
I
I
I
|

No Identificados 3,0

5,0

t :
r

tiempo de retencién experimental de los dcidos grasos componentes de F IB

y F IIB.

t Yy t;' : tiempos de retencidn de los distintos testigos empleados.
r .

(%) :

(+)

Cromatografia en SE-30, 3 % en Chromosorb W-AW (60-80) DMCS en las siguien-

tes condiciones: T 170°C-280°C, 2°C/min ; T,  230°C; T 280°C; N, 21 ml
col iny 2 —

det :
min

: Cromatografia en la misma columna anterior pero en condiciones isotérmicas:

[+] . o .
T 1 250°C ; Tiny 190°C ; T

°C ; N, 27 ml
co 280°C ; g 27 ml

det "
min

(Continda en la pagina (g1)).



TABLA (18): (continia de la pdgina anterior).

(#) : Esta sefial fue calculada en forma grifica mediante la siguiente funcién:

log tr = f (n? de carbonos del dcido graso)
n? de carbonos t!! log t'!
r r
12 } 0,49 : -0,31
14 l 0,67 | -0,17
16 : 0,98 : -0,01
18 | 1,50 | 0,18
0 | 243 | 0,38
22 | 3,96 | 0,60
log t,'
0,6-
0,5-
0)4‘
0, 34
0,2
0,1
A 20 24
-0, 1 14 18 22 n? de carbonos
-0,2-
'0)3’ °
-0,4-




ESTUDIOS ESTRUCTURALES SOBRE UN GLICOPEPTIDO (GLCP) DE CRITHIDIA ONCOPELTI

El glicoconjugado GLCP (Esquema (5)) se obtuvo en mayor proporcién
que todos los aislados por lo cual se llevaron a cabo sobre el mismo estu-
dios estructurales mis completos. Se analizd un 93 % de azicares neutros to-
tales correspondiendo un 89 % del total a manosa y galactosa ( Tabla (15 ),
pag.( 84) y Tabla (16 ), pag.(85 )).

En la Figura (20 ) se observa el cromatograma gas-liquido que mues-
tra la composicién de monosacdridos neutros liberados de GLCP por hidrdlisis
con TFA 2 N, 3 h, a 110°C. El hidrolizado se procesdé para CGL en la forma
descripta en el capitulo de Técnicas Generales.

El GLCP posee ademds una pequefia proporcién de glucosa (6%), fu-
cosa (4,4 %), y trazas de arabinosa (0,6 %).

Hasta el presente, los tunicos glicoconjugados de C.oncopelti des-
criptos eran algunos glicosaminoglicanos analizados recientemente por Mc
Laughlin y col. (22 ). En cambio, distintos polisacdridos fueron aislados
de otras especies de Crithidia. Asi , por ejemplo, Gottlieb (67 ) aisld dos

fracciones polisacaridicas de un homogenato celular de Crithidia fascicula-

ta. Una de ellas contenia exclusivamente manosa, y la otra arabinosa y ga-
lactosa, y en ésta Gltima se indicaba™ la posible presencia de un componente
peptidico. Posteriormente Gorin y col. (62 ) realizaron estudios mds exhaus-

tivos sobre estos polisacdridos de C.fasciculata , observando que el denomi-

nado "manano" poseia 82 % de manosa, 8 % de galactosa y 4 % de arabinosa,
en tanto que para el "arabinogalactano" se analizaba 56 % de galactosa, 39 %
de arabinosa, y 5 % de manosa, -dependiendo de la fase de crecimiento el ais-
lamiento de uno u otro de estos polisaciridos.

Previato y co0l.(61 ) describieron un polisacdrido de Crithidia
deanei que contenia unicamente manosa cuando el protozoario se cultivaba en
un medio rico en prolina. Sin embargo, cuando el microorganismo se cultivaba

en medio de sacarosa el polisacdrido aislado contenia glucosa, manosa y ram-
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FIGURA (20 ): Cromatografia gas-liquido de los monosacdridos neutros libe-

rados por hidrélisis dcida total del glicopéptido GLCP.
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nosa en relacién 1:2,8:1.
Mendonga-Previato y col.( 63 ) informaron acerca del aislamiento

de polisacdridos de otro protozoario flagelado, Herpetomonas samuelpessoai,

conteniendo xilosa, manosa y galactosa en proporciones variables segin la
complejidad del medio de cultivo empleado.
Previato y col. ( 60 ) estudiaron también los polisacdridos de Cri-

thidia luciliae y Crithidia harmosae encontrando en el primer protozoario

un polisacdrdo compuesto por arabinosa, galactosa y manosa en proporcidn
1:2,5:4,8,sin variaciones aun con diferencias en las composiciones de los

medios de cultivo empleados. En cambio, Crithidia harmosae presentaba un po-

lisacdrido compuesto también por arabinosa, galactosa y manosa, con propor—
ciones 1,5:2,2:1 y 1:2,5:7,5 en funcién del empleo de un medio de cultivo
rico en sacarosa o en prolina,respectivamente.

El andlisis del GLCP de Crithidia oncopelti indicé la presencia

de fucosa, monosacdrido poco comiin en polisacdridos y glicoproteinas de pro-
tozoarios aunque se ha descripto como componente de glicoproteinas de euca-
riotes superiores (102).

Si bien se encuentra sélo en un 4,4 %_,-su presencia en la membra-
na de células de C.oncopelti ya habia sido detectada por Dwyer y Chang (49 )

utilizando la lectina FBP de Lotus tetragonolobus especifica para L-fucosa.

La aglutinacién de células de C.oncopelti resultd mayor cuando se empleaba
la mencionada lectina con la cepa "normal" que cuando se la empleaba con la
cepa "curada" indicando en este aspecto la semejanza de ésta iultima con o-
tras especies de Crithidia que no poseen bacterias simbidticas. Recientemen-
te Mc.Laughlin y col. (22 ) confirmaron las afirmaciones de Dwyer y Chang,
al incorporar fucosa-3H a células de C.oncopelti, observando una mayor in-
corporacidén en la cepa "normal". Estos investigadores, sin embargo, no puri-
ficaron ningin glicoconjugado conteniendo la metilpentosa.

También en T.cruzi, Snary y col. (103), empleando anticuerpos mo-

noclonales especificos para epimastigotes lograron aislar una glicoproteina
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con un 52 % de hidratos de carbono conteniendo manosa, galactosa, glucosa,

glucosamina, xilosa, fucosa y ribosa.

DETERMINACION DE FUCOSA EN EL GLCP DE CRITHIDIA ONCOPELTI

En el CGL del GLCP (Figura ( 20)) sdlo se observa un pequefio pico
correspondiente a fucosa. Esto se deberia, en parte, a la baja proporcién
y también al hecho de que en las condiciones de hidrélisis que se emplearon
para realizar la mencionada cromatografia ( H2804 2N, 100°C, 8 h o TFA 2N,
110°C, 3 h) se produce una cierta destruccidén de este desoxiazucar (104).
Para la determinacidén cuantitativa de fucosa se emplearon por lo tanto con-
diciones de hidrélisis mds suaves.

Se han descripto las siguientes condiciones (104):

a) HC1 0,3 M, 100°C, 16 h (105).

b) st04 0,1 N, 100°C, 8 h (106).

c) sto4 0,6 N, 100°C, 1 h (107).

Se aplicé el método b) y la fraccién de azucares liberados se se-
pard de la porcidén no hidrolizada mediante filtracién por una columna de Bio
Gel P2 ( Figura (21 )). Un 45,3 % de los azicares de la muestra se excluyd
de la columna en tanto que el restante 54,7 % se eluy$ en forma totalmente
incluida. Esta dltima fraccidn se cromatografié en papel con Solvente 5, 16 h
y se analizé por CGL como acetatos de alditoles. En la cromatografia en pa-
pel pudieron apreciarse luego del revelado con reactivo de nitrato de plata
cuatro manchas con Rg: 0,96 ; 1,11; 1,30 y 1,38 correspondientes a galacto-
sa, manosa, arabinosa, y fucosa respectivamente.

En la Figura (22 ) se aprecia el CGL de la misma muestra luego de

derivatizarla convenientemente.
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FIGURA (21 ): Perfil de elucidén de la cromatografia en Bio Gel P2 de un hi-

drclizado del glicopéptido GLCP con H SO4 0,1 N, 100°C, 8 h.

2
Se hidrolizaron 4,8 mg de GLCP recuperdndose un 45,3 % en la
fraccidén excluida de la columna y el 54,7 % restante en la

fraccidn incluida.
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PROCESOS DEGRADATIVOS SECUENCIALES REALIZADOS SOBRE EL GLCP DE C.ONCOPELTI

a) Evidencias de la presencia de azucares furandsicos en la estructura del

GLCP. (Esquema(10), pag.106)

La oxidacidén suave del GLCP con NaIO4 0,05 M se basé en los traba-
jos realizados por Lederkremer y col. (1980),(108), para determinar D-galac-
tosa de configuracién furandésica en el lipopéptidofosfoglicano (LPPG) de T.
cruzi. El método se basa en el dosaje de formaldehido producido por ruptura
de la unidn. entre C-5 y C-6 de las hexosas de configuracién furandsica con
las mencionadas posiciones .sin sustituir.

El dosaje de formaldehido producido por oxidacidén del GLCP con
NaIO4 0,05 M indicé 18,63 umoles de formaldehido por 3,02 mg del GLCP. Es

decir que, teniendo en cuenta que el GLCP posee un 93 % de aziicar, habria

un 32,5 % de hexosas furandsicas.

b) Determinacidén de D-galactofuranosa.

En condiciones de hidrdlisis suave, se liberan con mds facilidad
los azilicares de configuracidn furandsica. Empleando TFA 0,05 N, 2 h, a 100°C
(108), se logré una hidrdélisis parcial del GLCP (Esquema (8); pag.(100)).

La fraccidn incluida en Bio Gel P2 (Figura (23 )), correspondiente a un 35 %
del total de azicar sembrado, fue cromatografiada en papel y analizada por
COL indicando un 95 % aproximadamente de galactosa en el hidrolizado. El pi-
co excluido de la columna (Figura(23)) fue hidrolizado con TFA 2N, 3 h , a
110°C y analizado luego por CGL. La Figura (24 ) ilustra los cromatogramas
gaseosos de los azicares del incluido y del excluido, previamente hidroli-
zado, del Bio Gel P2.

En una experiencia realizada posteriormente segin Esquema (9),una
muestra del GLCP fue oxidada con NaIO4 0,05 M, 30 minutos, liberando el for-

maldehido de las hexosas furandsicas, el cual se dializé. El glicoconjugado
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FIGURA (23 ): Cromatografia en Bio Gel P2 de un hidrolizado del glico-
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péptido GLCP (2,3 mg) con TFA 0,05 N, 100°C, 2 h.

Vo

99—

38

T T
40 42 44

N2 de fraccidn

1‘
22 24 30: . 32 34~ 30
Se recogieron fracciones de 2,7 ml.
Se hidrolizaron 2,3 mg de GLCP (correspondientes a 2,13 mg en azicar)
Se recuperd el 88 % del azicar hidrolizado, 65 % en el 12 pico (exclui-

do) y 35 % en el 2° pico (incluido).
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ESQUEMA (8):

——»Fraceciodn Incluida (Azﬁcares libera-

TFA 0,05 N .
2 h, 100°C _ Bio Gel P2 dos por hidrélisis suave)

GLCP

——pFraccidon Excluida (GLCPdeg.)

ESQUEMA (9):

pFraccidn Incluida
(arabinosa-3H)

3 }
0,05N .
GLCP Nal04 » NaB_Hy » Didlisis —Igé——i-g——v Bio Gel P24
—— 0,05 M NaBH, 2h, 100°C
30!

#Fraccidén Excluida
|

i
|
Solucién Interior<1 !

! v
fe-——-Didlisis
|

.. . !
Solucion Exteriore-

(oligosacdrido-3H)
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se redujo con NaB3H4/NaBH , se hidrolizd con TFA 0,05 N, 2 h, a 100°C y se

4
cromatografié en Bio Gel P2. En las condiciones mencionadas, la galactosa
furandsica se degrada para dar, luego de la reduccidén con NaB?H4, arabino-

sa marcada en C-5 con tritio.

FIGURA ( 25): Esquema de degradacidon de D-galactofuranosa a D-arabinofu-

ranosa.

NaIOA B 0 3 8
L T - = + CO
HCZOH : 0,05 M 0=HC”\QH H 2
HOH, 30 min. H OH
D-GALACTOFURANOSA
}
L=
| NaB“H
! 4
]
v
H K
H 0 OH (_IEé ————— : 0
HotHpe” MO8 =B o085 N - HOSHLC O~ By
g 2 100°C, 2h b e
3

D-ARABINOFURANOSA-"H

La arabinosa—3H fue detectada por cromatografia en papel (Solven-

102-

te 5) de la fraccién incluida en la columna de Bio Gel P2 (Figuras (23) y (26)).

Los resultados obtenidos indicarian que el GLCP poseeria un 32 % a-

proximadamente de galactosa de configuracidén furandsica (82 % del total de ga-

lactosa) y con las posiciones C-5 y C-6 sin sustituir.




FIGURA (26 ): Cromatografia en papel (Solvente 5) de la fraccidn incluida

en Bio Gel P2 obtenida segiin Esquema (9), pag. (100).
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DETERMINACION DEL PODER ROTATORIO DEL GLCP DE CRITHIDIA ONCOPELTI.

Se realizaron determinaciones de poder rotatorio sobre muestras

del GLCP y del GLCPdeéT)Los resultados fueron los siguientes:

GLCP [é(];s -7,4° (en agua)

GLCPdeg.[o(] 12)5 +40,6° (en agua)

Observamos una variacidén significativa del poder rotatorio lue-

go de la separacién de la galactosa furandésica. Estos datos estarian indican-

do que las uniones entre manosas serian principalmente &, en tanto que la
unién de las galactosas a las manosas seria/Ag. Los datos de literatura dan
cuenta de un manano de levadura de cerveza (109) compuesto por residuos de
X -D-manosa, con un poder rotatorio de +88° mientras se ha informado acerca

de unn/S—D-galactofuranano del hongo Penicillium charlesii (110) con un po-

der rotatorio de -84°.

Recientemente Gorin y col. (111), informaron acerca de un D-galac-
to-D-manano aislado de epimastigotes de T.cruzi con residuos‘xi—D—galactofu—

randsicos y K -D-manopirandsicos en relacidén 1:2,3 el cual presenta un poder

rotatorio de +10°. En el GLCP de C.oncopelti la contribucién negativa de las
A -D-galactofuranosas seria ain mayor dado que la relacién molar entre & -D-
galactofuranosas y (X -D-manopiranosas es de 1:1,25 lo cual justificaria un
valor mids bajo en la rotacién optica.

La naturaleza de las uniones entre las unidades de manosa y entre
galactosas y manosas terminaron de confirmarse, como veremos, por las sefia-

13C.

les del espectro de RMN
Es importante considerar que durante la purificacién del GLCP, u-

na muestra del producto crudo F IJ (Esquema (5)) dio un valor de rotacidn

(*) GLCPdeg. GLCP libre de galactosas furanésicas. (Esquema(10), pag.(106))

104-
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dptica muy semejante al del GLCP. En efecto, se obtuvo un valor de -3,8°,
cercano al del GLCP (-7,4°). La purificacidén por cromatografia en Sepha-
cryl S-300 (Esquema (5)) mostrdé que el GLCP era el principal componente

(85 4) de la fraccidén F IJ. La mayor relacidén manosa:galactosa del poli-
sacirido PB (2,3:1) respecto de la del GLCP (1,25:1) (Tabla (16 ))podria

ser la causa de que el valor del poder rotatorio de F IJ fuera menos ne-
gativo que el del GLCP, debido a la contribucién adicional de las manosas

de PB, suponiendo para el mismo, una estructura relacionada con la del GLCP.



ESTUDIOS DE METILACION DEL GLCP DE CRITHIDIA ONCOPELTI.

Se llevaron a cabo estudios de metilacidn sobre el glicopéptido
(GLCP) y sobre el producto obtenido por hidrélisis dcida parcial del mis-

mo (GLCPdeg.) segin el Esquema(10).

ESQUEMA (10):

i;Solucién Dosaje de
! Exterior Formaldehido
Nal0, O,05 M didlisis
ccp 12If, 0,05 > ’
30 min.,temp. en sistema
amb., oscuridad cerrado
Solucidn
Interior
| 1) Didlisis
E 2) Reduccién con NaBH
| 3) Hidrélisis con 4
4 TFA 0,05N, 100°C, 2h.
Bio Gel P2 ——____ -
I |
| 1
! {
! |
{ |
Oxidacidn J v
CGL <EaBH4 total con Poder Fraccidn Fraccidn
T4 NaIO ,0,05M° Rotatorio.  Excluida Incluida
durante 4 d. (GLCPdeg.) (azlicares, sales)

Una muestra del GLCP y del GLCPdeg. se metild con hidruro de sodio,

106~

ioduro de metilo y dimetilsulféxido segin la técnica descripta por Hakomori (112).

Con el método utilizado se genera el anién metilsulfinilo (CH_—-SO-CH_ )

3

por reaccidn entre el hidruro de sodio y el dimetilsulfdxido, de acuerdo al pro-

cedimiento descripto por Corey y Chaykovsky (113).



-+ -+
ROH + CH_-SO-CH, Na ———-—e-—- » RO Na + CH_-SO-CH
3 2 3 3

RO Na® + ICH, e » ROCH, + INa

El GLCP y el GLCPdeg. metilados se hidrolizaron disolviéndolos en
dcido sulfurico 72 % enfriado en bafio de hielo. Luego de 2 h a temperatura
ambiente (114), la mezcla de reaccidén en baiic de hielo, se diluyé hasta una
concentracidén 12 % en dcido sulfurico, y se calentd a 100°C durante 4 h. De
acuerdo a Croon y col. (115) estas condiciones producen el menor porcentaje
de demetilacién y degradacién ( 3-6 %)

Los azicares parcialmente metilados obtenidos se identificaron por
cromatografia gas-liquido ( como alditoles acetilados). La Tabla (19 ) ilus-
tra los derivados obtenidos y sus relaciones molares.

La fase ECNSS-M 3 % se empled en la cromatografia gas-liquido aco-
plada a espectrdmetro de masas. Las fragmentaciones obtenidas se compararon
con las de literatura (116). Los metilados de glucosa (2,3,4 y 2,3,6-tri-0-
metil derivados) no pudieron ser confirmados debido a la baja proporcién y
a la similitud en los tiempos de retencidn. Ta@poco es posible distinguir-
los de un posible 2,3,4-tri-O-metil derivado de manosa, dado que éste ultime
posee tiempos de retencidén muy similares a los mencionados derivados de glu-
cosa. La presencia de glucosa (6 %) en la composicién del GLCP (Tabla (16 ))
es concordante con los porcentajes de derivados metilados de este azilicar en-
contrados.

Las Tablas (20 ), (21), (22 ), (23 ), (24 ), y (25 ) ilustran las
fragmentaciones mids importantes de los distintos derivados metilados en el
espectrometro de masas y se informan ademds cuadros comparativos con los por-

centajes de cada pico hallados,respecto a los informados en literatura.
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TABLA (20 ): Fragmentaciones de

D-manitol.
CH_OA
[} 2 ©
MeO-CH
=0 !
: MeO-CH
|
CH, HC-OMe
|
m/e 43 HC-0Ac
|
CH_OM
// 2 €
CH2=6Me |
n/e 45
HC=0Me
|
HC-O0Ac
|
. AcOH CH, Otte
m/e 1601
H?=6Me ~ MeOH
HC
[{]
HCOMe HC=OMe
1
m/e 101 C-0Ac
1}
CH,,
m/e 129
- CH,=C0
C=6Me
]
c=0
]
CH
3

m/e 87

+
HC=0Me
1
OA
HZC c
m/e 117
HC=0Me
]
HC~-OMe
|
HC-0Ac

CHZOMe

m/e 205
— AcOH

HC=0Me

]

C-OMe

"
HC

!

CH, OMe
m/e 145

109-

2,3,4,6-tetra-0-metil-1,5-di-0-acetil-

m/e 7% %
43 100 1001
45 36 11§

i
59 4 5}
87 15 15
89 6 5
99 4 4

101 60 52
117 34 34
129 32 32
145 28 23
161 31 26

205 9 5

(*) Datos de literatura (117),

correspondientes a 2,3,4,6-
tetra-O-metil-1, 5-di-O-acetil-

D-glucitol.



TABLA (21 ): Fragmentaciones de 2,3,5,6-tetra-0-metil-1,4-di-0O-acetil-
D-galactitol.

110-

H_C-0Ac
2, #*
CH,OAc  HCEOMe m/e % L2
! |
HC-OMe m/e 117 '
\ HetoMe 43 100 0z |
MeO-CH ! 2 11
1 AcO-CH 4> °
|
AcO—?H HC-OMe 59 24 26
|
H(|:—0Me CH, OMe 87 16 22
1
CH, OMe Het oMe n/e 205 E 88 8 5
I |
Ci, Ot 89 57 73
CH,OAc n/e 89 99 8 15
HC-OMe 101 80 100
y -H,_CO
HC=0Me 2 102 6 6
n/e 161 XN 117 53 N
\ y I BMe 118 3 5
|2 H c/ | 129 8§ 13
G-OHe 2 ! 131 6 12
|
HcEoMe w/e 59 I
1143 7 9
m/e 101 !
:145 3 4
i 161 9 15
1173 4 10
|
| 205 18 23

(*) Datos de literatura correspondientes a 2,3,5,6-tetra~O-metil-1,4-di-0-

acetil-D-galactitol. (117)



TABLA (22 ): Fragmentaciones de 3,4,6-tri-O-metil-1,2,5-tri-0O-acetil~

D-manitol.
OA
9H2 c
AcOCH
]
CH=0Me
+
CHZOAc n/e 189
|
Ac0O-CH
|
MeO-CH /
HC—OMe
)
HC-0Ac
oM CH_~OM
CHZ— e 2~ e
m/e 45
HC=0Me
)
HC-OAc
|
- Acgi// CH, OMe
m/e 161
HC=0Me
i
HC ~ MeOH
CHOMe
+
m/e 101 $=0Me
C-0Ac
[}
CH,
m/e 129
— CH =
CH,=CO
C=0Me
}
C=0
t
CH
3

m/e 87

)
AcOH C-OAc
HC=OMe
m/e 129
~H,CCO
- H_CO
W 2
C=0
HC=0Me m/e 99
m/e 87
m/e % %
43 80 24
45 31 8
87 41 25
99’ 14 9
101 12 9
129 100 100
161 31 37
189 13 21

(#) Datos de literatura (116)
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TABLA ( 23 ): Fragmentaciones de 2,3,4-tri-O-metil-1,5,6-tri-O-acetil-

D-glucitol.
HZ?—OAC
CH,OAc HC=0Me
l
HC-OMe CH_OAc m/e 117
\ 12 / m/e %* g
HC=0Me MeOCH ,
i _ ]
m/e 161 MeOCH H?‘aMe 43 100 65 |
| -
CHOMe H? OMe on oMo 45 11 10
- AcOH : - c
c0 CHOAc HC-0Ac _ \I:T:i.om 87 21 21
! CH,_ OAc ) €
99 26 2
CH-OAc | CH Ohe m/: 233 ! 3
" \ ¢ 101 4
h 5 37
i 11 10
He=Oite AcOMe ;
= 117 2 2
n/e 129 HC=0Me 3 3
| 12 2 100
HC-OAc AcO OMe 9 4
: 161 11 30
CHZOAc
m/e 159 189 8 5
m/e 161
23 2
- AcOH 3 4
- CHO 1 AcoH
OMe
A CH L,
CH=0 . 2 I
]
2 ?—OMC /e 99
| _ m/e
CH=6Me CH-6Me
m/e 101

m/e 87 (*) Datos de literatura (118).
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TABLA (24 ): Fragmentaciones de 2,3,6-tri-O-metil-1,4,5-tri-0-acetil-

D-glucitol.

S-CH, CH, OAc
|
0
+ m/e 43 CH_OAc C=0Me
|
HC-OMe m/e 117
{ -3
?H20Ac MeO-CH m/e % A
1
HC~OMe
. H?'OAC 43 100 65
HC=0Me
b HC-OAc H2?=6Me 45 20 10
m/e 161 CH, Ote H?—OAC 87 17 21
- AcOMe HC-O0Ac 99 16 23
— AcOH CHZOMe 101 20 37
n/e 2 113 28 10
CH HC=0Me /e 233
i g 1 o 117 50 23
C-OMe =
: ¢ - AcOH 129 9 100
HC=0Me CH - CH2=CO
/ + , 38 161 5 36
m/e 101 m/e 37 _
- H?_GMe 173 .
-AC
=0 233 16 2
H
AcO % 2
¢ H_C-OMe
| 6 |_0Me 2
131
| m/e 13 (*) Datos de literatura (118).
Me
m/e 173 - MeOH

0
1

Me |
Me

m/e 99

' — AcOH
I " 0]
+ OMe l |
ZF
)

m/e 113
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TABLA (25 ): Fragmentaciones de 4,6-di-O-metil-1,2,3,5-tetra-0-acetil-

D-manitol.

CH20Ac
|
?H2°A° AcO-CH
Y- ]
AcO-CH AcO—CH
}
AcO—?H HC=9Me
oot /e 2
HC-0Ac
'
H,C-OMe ' cu2=6ue
n/e 45
Y
HC=0Me
|
Hq—OAc
CH_OMe
2 — AcOH
m/e 161
/ HC=0Me
4
- MeOH HC
HC-OMe
HC=0Me
. m/e 101
C-0Ac
]
CH,
m/e 129
- CH_=C0
C=6Me
|
C=0
]
CH
3
m/e 87

*
- AcOH n/e % %
-
43° 100 58 |
CH_OAc
1 2 45 28 12
CH
i 71 9 28
COAc
' 85 23 24
CH=0Me T
+ I 87 21 21
m/e 201
99 20 21
- CH2C=0 1017 25 34
117 4 8
CH_OAc
1z 127 25 28
CH
) 2 129" 66 100
C=0
! 159 5 8
HC=0Me . i
+ 161 31 46
m/e 159
1 201 8 10
I
_ AcOH 12617 6 16
CHy
CH
1
C=0
§
HC=0Me
+
m/e 99

(*) Datos de literatura (119).

(+) Picos importantes segin Bjérndal y Svensson (116)



El resultado del andlisis de los alditoles parcialmente metilados
correspondientes al GLCP (Tabla ( 19)) indican una cadena de manosas muy ra-
mificada dado el bajo porcentaje de derivados trimetilados encontrado. El
3,4,6-tri-O-metil-1,2,5-tri-0O-acetil-D-manitol muestra una gran variacidn de
los porcentajes antes (17 %) y después (68 %) de la degradacién. Al mismo
tiempo observamos que hay una disminucién (aunque no en la misma magnitud)
del porcentaje de 4,6-di-O-metil-1,2,3,5-tetra-0-acetil-D-manitol. Dado que
en el proceso de hidrdélisis dcida suave se produce la liberacién de la ga-
lactosa que se hallaba en la configuracién furandsica , se puede concluir
que este azicar sustituye la posicidén -3 de las manosas en el glicopéptido
GLCP. El alto porcentaje de 2,3,5,6-tetra-0-metil-galactosa en el GLCP indi-

ca que las ramificaciones consisten en su mayor parte de una unidad de ga-

lactosa. Se encontraron también algunas unidades de galactosa pirandsica (7 %).

Por otra parte, concluimos también que las manosas se encuentran
unidas entre si principalmente por la posicién -2.

El hecho de que luego de la degradacidén subsista un porcentaje,
aunque pequefio, de galactosa tetrametilada furandsica podri; deberse a re-
siduos de galactosa furandésica cuya ubicacién en la cadena dificulta la hi-
drélisis de las mismas en las condiciones mencionadas. Barreto-Bergter y
Travassos (120), informaron que un galactomanano de hongos con alto conteni-~
do de galactosa furandsica no libera totalmente este azicar por hidrélisis
dcida suave.

Se observa una falta de correspondencia entre la proporcidén de di-
y tetra-O-metil derivados. Barreto-Bergter y Travassos (120), han informado

incongruencias similares en los estudios de metilacidn del galactomanano de

Aspergillus niger, sugiriendo la posibilidad de que exista una degradacién

preferencial durante la etapa de hidrélisis,del 3,4-di-O-metil derivado de
manosa que ellos detectan en los estudios de metilacidn correspondientes.

Gorin y col. (111) hallaron también bajos porcentajes de di-O-metil deriva-
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dos en los estudios realizados con un D-galacto-D-manano de T.cruzi.Los au-
tores encontraron 4,6-di-O-metil-1,2,3,5-tetra-0-acetil-D-manitol junto con
el 3,4-di-O-metil derivado, y un pequefio porcentaje de 2,4-di-O-metil deri-
vado de galactosa, que en conjunto no llegaban a la tercera parte del total
de tetra-O-metil derivados hallados. Los autores no pudieron explicar tales
resultados.

Per dltimo, la citada falta de correspondencia entre di y tetra
metilados fue atribuida por Gander y col. (121) a la presencia de fésforo

en la estructura de un galactomanano del hongo Penicillium charlesii. Deter-

minaciones de fésforo total realizadas sobre el GLCP indicaron que posee a-
proximadamente 1 % de fésforo (14-15 unidades de fésforo para un peso mole-

cular de 46.000).
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ESTUDIOS DE OXIDACION CON METAPERIODATO DE SODIO:

El GLCP y su producto de degradacidén en medio dcido (GLCPdeg.),se
oxidaron respectivamente con NaIO4 0,05 M en idénticas condiciones.

Es conocido (122) que los datos de consumo de periodato y produccién de
dcido férmico dan idea del tipo y proporcion de uniones glicosidicas presen-
tes en polisacdridos. Los residuos pirandsicos unidos a través de C-1 y C-4
o C-1 y C-2 consumen 1 mol de oxidante. Las uniones pirandésicas (1-»3) y las
ramificaciones en C-2 y C-4 son resistentes a la oxidacidn, mientras que las
uniones (1-»6) y los grupos terminales no reductores consumen 2 moles de pe-
riodato y liberan 1 mol de dcido férmico. Los residuos furandsicos unidos a
través de C-1 y C-2 o C-3 consumen 1 mol de oxidante y producen 1 mol de for-
maldehido. Si la unidn es a través de C-1 y C-5 o C-6 habrd consumo de 1 mol
de periodato, y si éstas tiltimas estdn ramificadas en C-2 o C-3 serdn resis-
tentes a la oxidacidén. Las unidades terminales no reductoras consumen 2 mo-
les de periodato y producen 1 mol de formaldehido.(Figura (27 )).

El estudio de oxidacién con periodato del GLCP dio un consumo de
0,87 moles de periodato por mol de hexosa anhidra tras 4 dias de reaccién,
y una produccién de 0,1 moles de dcido fdormico. El bajo porcentaje de dci-
do fdérmito producido confirma la baja proporcién de extremos pirandsicos no
reductores y de uniones piranésicas (1-»6) que producen 1 mol de fdérmico.
El consumo de periodato estd de acuerdo con el porcentaje de galactosa fu-
randsica terminal (33 %) informado en los estudios de metilacidén del GLCP
(Tabla (19 )) que consume 2 moles de periodato, a lo que habria que sumar
la contribucién de las unidades de manosa no ramificadas en C-3 (17 %) que
consumen 1 mol de periodato, y las unidades de manosa terminales no reduc-

toras (8 %) que consumen 2 moles de periodato.
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FIGURA (27 ): Estudios de oxidacidén con periodato. Azicares furandsicos.

0
0— 0—|
0= Hc-oH
CH
,OH
NaIO NaIO NalO NaIO NalO
4 4 4 4 4
(2 moles) (1 mol) (1 mol) (1 mol) (1 mol)
0 0 0 0 0
CHO CHO CHO 0 CHO  CHO
CHO CHO 0-— CHO HC-OH HC-OH
| }
+ + + CHZOH CH20H
H CO H
) H,CO ,C0
2) H
) 2504
CH_OH 0 0
o CHZOH CHZOH
H,OH H,OH ' |
CH-OH HO-CH HO-CH
] }
}
CH, O CH,, Ok H,OH HC-OH HC-O
. CHZOH CHZOH
CHO + +
i \
CH_OH ?““ 9H0
CH20H CH OH



Los productos de la oxidacidn con periodato de sodio de las mues-
tras del GLCP y del GLCPdeg. fueron reducidos, hidrolizados y procesados pa-
ra su anidlisis por CGL como acetatos de alditoles. La Tabla (26 ) ilustra

los resultados obtenidos:

TABLA (26 ): Estudios de oxidacidn con periodato de sodio del GLCP y del

GLCPdeg.

ALDITOL GLCP GLCPdeg.

% %
MANITOL 46 15
ARABINITOL 8 10
FUCITOL 1,5
GLICEROL 30 62
GALACTITOL 7 6
GLUCITOL 7,5 7
TREITOL trazas trazas

En el GLCP observamos abundancia de manitol, lo cual estd de a-
cuerdo con una estructura de manosas unidas (1-#2) y sustituidas en la po-
sicién -3 por galactosas, siendo.aquellas_resistentes a la oxidacidén con
periodato. Vemos que este elevado porcentaje de manitol se ve reducido con-
siderablemente en el andlisis del GLCP degradado debido a que la separa-
cién de las galactosas furandsicas permite la ruptura de la unidén entre C-3
y C-4 de las manosas con el consecuente aumento en el porcentaje de glicerol

(30 £ -+ 62 %). El1 glicerol proviene, en el caso de la oxidacién del GLCP,
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de las manosas unidas (1-#2) , (1-»6) y de las galactosas furandsicas termi-
nales, pero principalmente de éstas ultimas. En el GLCPdeg. el glicerol pro-
viene casi exclusivamente de las manosas (1-#2) sin ramificar.

La deteccidn de sélo trazas de treitol estd indicando la ruptura
de las uniones entre C-§ y C-6 de las galactosas furanésicas, lo cual estd
de acuerdo con el elevado porcentaje de formaldehido (32 %) hallado luego
de una oxidacidén con periodato suave del GLCP .

La deteccidén de galactosa indicaria que en baja proporcidén se ha-
lla pirandsica. El hecho de que este azicar como asi también la glucosa y
fucosa no se hayan oxidado indican sustitucidn en 0-3 o en 0-2 y 0-4. Como
no se encontraron derivados metilados resultantes de esta sustitucidn (Ta-
bla (19 )) seria posible que grupos fosfato sustituyeran esa posicidn en
galactosas o fucosas terminales,o en glucosas de la cadena.

La presencia de arabinosa podria deberse en parte a la arabino-
sa misma del GLCP sustituida en C-3, aunque sélo se encontrdé para el mismo
un contenido de 0,5 % de arabinosa. Parece mds probable que la misma pro-
venga de algunas galactosas furandsicas no terminales y sustituidas en C-2

o en C-3.
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ANALISIS DE UN OLIGOSACARIDO LIBERADO POR HIDROLISIS PARCIAL DEL GLCP

La hidrélisis con TFA 0,05 N, 100°C, durante 2 h del GLCP propor-
cioné, como ya se menciond, una fraccidén excluida que se denominé GLCPdeg.,
separada de la galactosa originalmente furandsica liberada en el proceso de
hidrélisis. El excluido se sometié a didlisis y se separaron para su andli-
sis el interior y el exterior de la bolsa de didlisis (Esquema(11)). Luego
de la hidrélisis dcida, la composicién de ambas fracciones se determindé por

CGL (Tabla (27 )).

ESQUEMA(11):

-— Fraccién Incluida (Aztcares libera-
dos por hidrélisis. 2,2 mg en azicar
corresp. a 35 % del azlicar recuper.)

TFA 0,05 N

2 h, 100°C  Bio Gel P2
-» »

GLCP

(7,8 mg equiv.
a 7,25 mg en
azucar)

|y Fraccién Excluida (GLCPdeg.)

(4,1 mg en azicar corresp. a

65 % del azicar recuperado)
I

[}
i
I didlisis
i
Solucién Interior . v » Solucidén Exterior
(cadena principal (oligosacdrido)
del GLCP) (0,8 mg en aziicar)
(3,2 mg gn aziicar) E
i I
LH* | HY
v v
CGL (Tabla (27 )) CGL (Tabla (27 ))

J




El hecho de que por didlisis se separaba una fraccién de azlcar que
se habia excluido en un Bio Gel P2 indicaba que se trataba de un oligosaci-
rido de peso molecular comprendido entre 10.000 (limite de exclusién aproxi-
mado de la didlisis) y 1.800 (limite de exclusidén del Bio Gel P2 para dex-

tranos (95)).

TABLA ( 27 ): Composicidén porcentual de azicares de las Soluciones Interior
y Exterior del Esquema(11). (Se adjuntan los porcentajes co-
rrespondientes de una muestra del GLCP para poder realizar

estudios comparativos)

MANOSA  GALACTOSA  GLUCOSA  ARABINOSA  FUCOSA

GLCP 47,5 % 39,4 % 4,6 % 7,9 % 0,5 %

S.Exterior 86,0 % 6,0 % 3,0 % 4,0 % 1,0 %
(oligosacdrido)

S.idnterior 82,2 % 8,6 % 4,5 % 4,7 %
(cadena principal
del GLCP)

La partida del GLCP empleada en esta experiencia provenia de un

nuevo cultivo de Crithidia oncopelti y mostraba un porcentaje mias elevado

de arabinosa y una disminucidén del contenido de fucosa.

Se determiné una relacidén molar entre manosa, galactosa, glucosa,
y arabinosa , en el oligosacdrido, de 20:2:1:1 la cual indicaria un peso mo-
lecular minimo cercano a 4.000. En una experiencia pcsterior, el oligosaci-
rido se marcd con tritio por oxidacidén suave con periodato de sodio y reduc-
cidén con NaBBH4. Dado el perfil de elucidn del oligosacérido-sH en Sephadex
G-25 (Figura ( 28 )) que posee un poder de resolucidén (para dextranos ( 68))

entre §5.000 y 100, podriamos considerar que el peso molecular minimo seria
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el real.

FIGURA ( 28 ): Cromatografia en columna de Sephadex G-25 de un oligosacdrido
marcado,liberado por hidrélisis dcida suave del GLCP (Esque-

ma (9), pag.(100)).
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En el Esquema(1l1l) podemos apreciar que se obtuvieron 0,8 mg del o-
ligosacdrido a partir de 7,8 mg de GLCP, es decir que aquel representa un
10 % aproximadamente del GLCP. Este valor, considerando un peso molecular de
46.000 para el GLCP, corresponde a un peso molecular de 4.600 para el oli-
gosacdrido, valor semejante al estimado por los estudios de cromatografia en
geles.

De las dos galactosas presentes en la molécula del oligosacirido,
la que lo une a la cadena principal seria furandsica dadas las condiciones
bajo las cuales se produce la separacidén de aquel. En efecto, cuando se hi-
drolizé el oligosacirido marcado con tritio (Esquema (9), pag. (100)),se de-
tectd arabinosa tritiada por cromatografia del hidrolizado en papel. Ademis,
la unidén entre la mencionada galactosa furandsica y el resto de la cadena
del oligosacdrido deberia ser a través del 0-2 u 0-3 pues su transforma-
cién a arabinosa—3H por oxidacién con periodato y reduccidn con NaB3H4, ex-
cluye las uniones por 0-5 y 0-6. La otra galactosa es probable que se en-
cuentre en configuracidn pirandésica porque de lo contraric se hubiera hidro-
lizado en las condiciones empleadas.

En la Parte Experimental (pag.(191)) se describié la marcacién del
oligosacdrido con tritio y el posterior tratamiento enzimitico (pag. (192)).
El objeto de la experiencia fue lograr una degradacidn enzimdtica del oligo-
sacarido con vistas a confirmar una posible estructura. Se trabajé con el o-
ligosacdrido marcado debido a la poca cantidad del mismo disponible. Cuando
el oligosacdrido se sometid a una hidrélisis con «-manosidasa no se obser-

vé ninguna alteracién. La enzima empleada (X-manosidasa de Canavalia ensi-

formis (123)) se ha informado que resulta efectiva en la hidrdlisis de o -ma-
ndésidos naturales (124) que incluyen o< -(1+2)-manobiosa, ¢<-(1+2)manotriosa
y o<-(142)-manotetraosa. La falta de actividad demostrada en la citada expe-
riencia indicé la posibilidad de que el extremo no reductor de la cadena del

oligosacdrido (sitio primario de accidén de la enzima) no fuera manosa, sino
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glucosa, arabinosa, o la restante galactosa pirandsica.

Se ensayd entonces un primer tratamiento del oligosacdrido con
PB-galactosidasa (Sigma) de E.coli seguido de tratamiento con £ -manosi-
dasa. Tampoco en estas condiciones se observé hidrélisis.

Por dltimo se ensay$ la accién de la B-glucosidasa (Sigma) se-
guido de tratamiento con X -manosidasa, observandose luego de cromatogra-
fiar el hidrolizado por columna de Sephadex G-25 una fraccién totalmente
incluida, radioactiva, que por cromatografia en papel fue identificada co-
mo arabinosa. La Figura ( 29) ilustra el perfil obtenido en la menciona-
da cromatografia.

El Pico II de la citada columna se identificé como arabinosa por
cromatografia en papel con Solvente 4 ( Figura ( 30)).

De acuerdo a las experiencias realizadas cabe pensar que la se-
cuencia enzimitica /B—glucosidasa seguida de ({ -manosidasa logrd degradar
el oligosacdrido liberando el extremo reductor constituido por arabinosa
tritiada. La degradacién fue parcial segin se observa en el grifico de la
Figura (29 ) correspondiente a la cromatografia en Sephadex G-25, en el
cual observamos un abundante Pico I correspondiente al oligosacdrido sin
degradar. La secuencia enzimidtica se repitid sobre este Pico I sin resul-
tados positivos. Un andlisis realizado sobre aquel reveld que contenia fos-
fato (5 % con respecto a azicar).

Existiria por lo tanto la posibilidad de que la fraccidén de oli-
gosacdrido esté compuesta por mids de un tipo de cadena. El oligosacdrido
que experimenta hidrélisis enzimitica estaria constituido por glucosa como
extremo no reductor unido /B—glucosidicamente a una cadena de manosas con
galactosa furandsica en el extremo reductor. Las cadenas resistentes podri-
an_estar sustituidas por fosfato que impediria la accion enzimitica. No pue-
de excluirse la posibilidad de una heterogeneidad por variacién del extremo
no reductor, si se tiene en cuenta la deteccidon de arabinosa y galactosa co-

mo componentes menores.
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FIGURA (30 ): Cromatografia en papel del Pico II de la columna de Sephadex G-25

(Figura (29 )).
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ANALISIS DE HEXOSAMINAS Y DEL COMPONENTE PEPTIDICO DEL GLCP DE C.ONCOPELTI

Se analizd para el GLCP un 0,8 % de hexosaminas mediante la reac-
cién de Elson-Morgan. En un hidrolizado dcido se identificé glucosamina co-
mo Gnica hexosamina, por cromatografia gas-liquido del trimetilsilil deri-
vado.

De acuerdo al porcentaje de glucosamina hallado podriamos concluir
que para un peso molecular calculado de 46.000 para el GLCP y un 93 % de azi-
cares habria 2 residuos de glucosamina por molécula de GLCP. Como veremos,
estos residuos corresponderian a la di-N-acetilquitobiosa de una cadena con
unidén N-glicosilo a asparagina. El andlisis por el método de Lowry dio un
3 % de proteina y las soluciones diluidas del GLCP presentaban escasa absor-
cién a 280 nm en tanto que las soluciones concentradas resultaban ser muy

opalescentes dificultando la realizacidén de lecturas vidlidas a 280 nm.

ESTUDIOS DE UNIONES ENTRE EL POLISACARIDO Y LA PORCION PEP*IDICA EN EL GLCP

a) Unidn O-glicosidica a serina o treonina:

La existencia de uniones glicosidicas a grupos hidroxilo de resi-
duos serina o treonina en cadenas peptidicas fue reconocida por priwera vez
en glicoproteinas de secreciones mucosas y proteoglicanos (125), (126 ). Pos-
teriormente tales uniones fueron halladas en un gran nimero de proteinas
plasmiticas, coldgeno de anélidos, membranas plasmiticas, y glicoproteinas
de hongos. En tanto que en la mayor parte de las glicoproteinas contenien-
do este tipo de unidn, ambos residuos, serina y treonina, estdn involucrados,
en algunos casos solamente uno de ellos interviene (127).

Cuando las glicoproteinas o los glicopéptidos que contienen uniones
de azicares a estos c&-amino-yd—hidroxiécidos son tratados en condiciones al-
calinas suaves (NaOH 0,1 N, 37°C, 48 h) la unién glicopeptidica se rompe por

un proceso de /S-eliminaciéh liberdndose el extremo reductor del oligosacari-
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do y formidndose un aminodcido insaturado en el péptido.(Figura ( 31)).

FIGURA ( 31):

sidicas a o(—amino—/S-hidroxiécidos.

Mecanismo de ruptura porlz5—e1iminaci6n de uniones 0-glico-
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La formacidn del aminodcido insaturado determina un aumento de la

absorbancia a 240 nm de la mezcla de reaccidn.

Cuando una muestra del GLCP, en NaOH 0,1 N, se incubdé a 40°C duran-

te 30 h, se observé incremento de absorbancia progresivo, a 240 nm (Figura (32)).

La unidén O-glicosidica al péptido puede ser inferida por la desapari-

cién parcial del o de los a(—amino-75—hidroxiécidos cuando se analiza un hi-
drolizadoacido antes y después de llevar a cabo la reaccién de/B —eliminacidn.
En la Tabla (28 ) se pueden ver los porcentajes de cada aminoicido
presente en las fracciones mencionadas. La mezcla de reaccidn de 13,/5—elimi—
nacién del GLCP se neutralizd con dcido acético, se cromatografidé en Bio Gel

P2, y el excluido se hidrolizé segin la técnica para andlisis de aminodcidos.
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TABLA ( 28 ): Composicién de aminodcidos del glicopéptido GLCP antes y después

del tratamiento alcalino suave (GLCP y GLCP 8-elim. respectiva-
/

mente)

NUMERO DE RESIDUOS

GLCP GLCP A-elia.
AMINOACIDOS a b a b
LISINA 10,3 1,60 11,0 1,75
ARGININA 8,2 1,10 9,3 1,25
AC.ASPARTICO 6,9 1,20 6,8 1,15
TREONINA 5,9 1,15 5,1 1,00 (-15,0 %)°¢
SERINA 12,9 2,80 10,9 2,35 (-19,1 %)¢
AC.GLUTAMICO 10,3 1,60 8,5 1,35
PROLINA 5,7 1,15 5,9 1,20
GLICINA 14,5 4,45 16,4 5,00
ALANINA 8,6 2,20 8,9 2,30
VALINA 5,1 1,00 5,1 1,00
ISOLEUCINA 3,2 0,55 3,4 0,60
LEUCINA 5,8 1,00 6,0 1,05
FENILALANINA 2,6 0,35 2,7 0,40

I®

|or

o

: nimero de residuos por 100 aminodcidos.

: Nimero de aminodcidos por mol de glicopéptido, basado en un peso molecu-
lar de 46000 y un porcentaje de proteina del 5 %.

: Los nimeros entre paréntesis muestran el cambio en el porcentaje del a-
minodcido luego del tratamiento alcalino.
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De acuerdo a estos datos se observa una disminucidn en el conteni-

do de hidroxiaminodcidos como consecuencia del tratamiento alcalino del GLCP.

Esta disminucién, cercana al 35 %, pareceria indicar que sélo 1 de los 4 re-

siduos de hidroxiaminodcidos (serina y treonina) estaria involucrado en unio-

nes péptido-aziicar del tipo O-glicosidica. Se observa también una disminu-
cién en el contenido de dcido glutdmico lo cual no ha podido ser explicado
hasta el momento. El porcentaje de proteina del GLCP hallado por el método
de Lowry fue del 3 Z. Sin embargo, el bajo contenido de aminodcidos aromi-
ticos del GLCP sugeriria que el valor encontrado es inferior al real. Se es-
timé en un 5 % el porcentaje de proteina teniendo en cuenta los valores en-
contrados para los demds componentes del GLCP. El bajo contenido de amino-
dcidos aromdticos explicaria también la poca absorcién a 280 nm del GLCP.

Suponiendo un peso molecular de aproximadamente 46.000 para el
GLCP con un contenido proteico de 5 %, se deduce para la cadena peptidica
un peso molecular de 2.300, lo que corresponderia a unos 20 aminodcidos por
molécula (Tabla (28 )). De éstos, 4 corresponderian a serina y treonina. La
presencia de cantidades fraccionarias de los aminodcidos se podria deber a
la diferente recuperacién de cada residuo durante el proceso de hidrélisis.
Ademds, es.un hecho conocido que la porcion peptidica es en general hetero-
génea (128), (129), atribuyéndose este fendmeno a la falta de una secuencia
repetitiva exacta y a la sintesis incompleta de la cadena en las distintas
moléculas.

Con el objeto de caracterizar la cadena O-glicosidica se realizé
la reaccidn de/ﬂ>—eliminaci6n del GLCP en presencia de NaB3H4 cromatogra-
fidndose la mezcla de reaccidén en Bio Gel P2. En la Figura (33 ) se ilustra
el perfil de elucidn de la mencionada cromatografia, en donde podemos obser-

var un pico de radiocactividad incluido el cual contenia sales radioactivas
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y los oligosacdridos, marcados, que hubieran podido liberarse como conse-
cuencia de la reaccidn dq/g—eliminacién. Se juntaron las fracciones 15 a

27 conteniendo al GLCP/B—eliminado, no marcado, y las fracciones 28 a 350

conteniendo las sales y oligosacdridos marcados. Estas ultimas fracciones
se desalaron con resina mixta y se constatd la persistencia de radioacti-
vidad en la solucién desalada. Esta solucién, luego de concentrada, se

cromatografid en papel con testigos de maltooligosacdridos.(Figura (34 )).

FIGURA ( 33): Perfil de elucidén en Bio Gel P2 de una muestra del GLCP so-

metida a una reaccidn de/ﬁ-—eliminacién en presencia de NaB3H «
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FIGURA (34 ): Cromatografia en papel de la fraccidén incluida en Bio Gel P2

obtenida por reaccién de/b-eliminacién del GLCP en presencia
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Se observd una fraccién detectable en la zona de los disadaridos
en pequefia cantidad.

A partir de los resultados enunciados se podria concluir que el
GLCP podria contener una unién O-glicosidica a serina y probablemente a
treonina. La disminucidén del porcentaje de estos aminodcidos producida por

la B-eliminacidén indicaria una heterogeneidad en cuanto al hidroxiaminod-




cido involucrado en la unidén O-glicosidica. El oligosacdrido estaria cons-
tituido por 1 - 3 residuos de azicar y representaria un muy pequefio por-

centaje del total de hidratos de carbono del GLCP.

b) Unidén glicosilamina a asparagina:

La unidén N-glicosidica entre N-acetilglucosamina y asparagina
(2-acetamido—1—N-L(4‘—D—aspartil)—Z-desoxi-/B-D—glucopiranosilamina) fue
el primer enlace glicopeptidico estudiado (130), (131). La estructura del
azicar-aminodcido fue determinada luego de su aislamiento a partir de o-
voalbumina de gallina y fue verificada por comparacién con el compuesto
sintetizado quimicamente (132), (133). La unién glucosamina-asparagina

ha sido identificada en un gran numero de glicoproteinas (127).

FIGURA (35 ): Unidén N-glicosilamina: N-acetilglucosamina-asparagina.

CHOH ¢ NHR
1} |
O NH-C~CH,~CH~COOR!

OH
HO H

HLECH3
0

En condiciones de hidrdélisis dcida, GlcNAc - Asn da 1 mol de &4-

cido aspirtico, 1 mol de glucosamina, y 1 mol de amoniaco.

Cuando una glicoproteina conteniendo uniones GlcNAc-Asn se somete

a la accidén de la enzima endo—}B-N-Acetilglucosaminidasa (Endo H) de Strep-

tomyces plicatus se produce la hidrdélisis indicada en la Figura (36 ), (136).

La endoglicosidasa de S.plicatus hidroliza la unidén de di-N-acetilquitobiosa

de asparagil-oligosacdridos neutros, tales como aquellos aislados de ovoal-

bamina (135). La enzima es activa en buffer citrato 0,2 M, a pH 5,5 pero su
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FIGURA (36 ): Accidén de la enzima endo—/é-—N—Acetilglucosaminidasa (Endo H)

de Streptomyces plicatus.

R - AsnGlcNAcGlcNAc(Man)x
1

R-AsnGlcNAc + lcNAc(Man)x

R = H o una cadena peptidica
3 o mds residuos de manosa

®
fl

capacidad de hidrélisis se halla influenciada por elementos estructurales
asociados con ambos extremos de la molécula (136). La estructura de la ca-
dena de oligosacdrido tiene una importante influencia en la especificidad y
velocidad de la hidrélisis enzimdtica. El oligosacdrido con un sélo resi-
duo manosilo no es sustrato para la endoglicosidasa ( x=1 en la Figura(30 )).
A medida que aumenta el nimero de manosas, también aumenta la velocidad de
hidrdlisis, siendo mdxima para cinco unidades. La actividad endoglicosida-
sa luego declina, pero la velocidad es todavia_ importante sobre cadenas de
hasta 54 residuos de manosa unidas a N,N-diacetilquitobiosa. Los glicopépti-
dos 4cidos o "tipo plasma" son hidrolizados sdlo después que las cadenas la-
terales de 4dcido sidlico -+ galactosa -+ glucosamina, y los residuos de fu-
cosa unidos al "core" son eliminados por exoglicosidasas (136). Por estas
razones se resolvié evitar posibles impedimentos a la accidén de la enzima
eliminando las ramificaciones de galactosas furanésicas y del oligosacdrido
unido por galactosa furandsica a la cadena principal de manosas.

Por lo tanto, el GLCP/d—elim. se sometié a una hidrdlisis suave
con TFA (0,05 N, 100°C, 2h),separando los azucares liberados por cromatogra-

fia en Bio Gel P2. El oligosacidrido unido a la cadena principal por galac-
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tosa furandsica se separa por dialisis de la fraccidn excluida del Bio Gel P2.

(Esquema(12)).
ESQUEMA(12):
Ty Cromatografia
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AZUCARES Cromatografia en papel
NEUTROS (GLUCOSAMINITOL-3H)

El interior de la bolsa de didlisis conteniendo la cadena princi-

pal del GLCP, fue tratado con Endo H de S.plicatus en presencia de NaBBH4 Y

NaBH,. En estas condiciones, una vez producida la ruptura de la unidn entre

ambos residuos GlcNAc, la GlcNAc terminal de la cadena de azlcares se redu-
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ce a glucosaminitol—sﬂ. La mezcla de reaccidén se cromatografié en Bio Gel P2
y la fraccidén excluida se hidrolizé en medio dcido (TFA 4N, 4 h, 100°C). El
hidrolizado se cromatografié en resina Dowex 50(H+) y la fraccidén eluida con
HC1 0,5 N fue cromatografiada en papel. Un testigo de glucosaminitol se cro-
matografié y eluyd de una columna similar de resina en las mismas condiciones
que la muestra.

La Figura (37 ) ilustra el resultado de la cromatografia en papel.

FIGURA ( 37 ): Cromatografia en papel de una fraccién de glucosaminitol mar-

cado, obtenida segin se indica en el Esquema(12), pag.(137).
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Este resultado permitiria concluir que el GLCP posee cadenas de
azlicares con unién N-glicosidica al péptido. E1 GLCP posee un 0,8 % de he-
xosaminas, caracterizadas como glucosamina. Como ya se discutidé anterior-
mente, este porcentaje, para un peso molecular aproximado de 46.000 del
GLCP, indica que habria 2 residuos del mencionado aminoazicar en cada mo-
lécula del GLCP, los que serian los correspondientes a la di-N-acetilquito-
biosa de la unidén N-glicosidica a asparagina. Por lo tanto, podemocs concluir
que sélo habria una de las mencionadas uniones en cada molécula.

Ogata y Lloyd (1982),(91 ), informaron haber observado ruptura de
uniones N-glicosidicas en las condiciones de hidrélisis alcalina correspon-
dientes a cadenas O-glicosidicas. Trabajando con glicoproteinas tales como
fetuina, transferrina humana y glicoforina de gldbulos rojos, observaron
niveles de ruptura de cadenas N-glicosidicas superiores a un 10 % del to-
tal que era el valor informado por Austen y Marshall (137), (NaOH 0,05M,
NaBH4 1 M, 50°C, 15 h). Esto no parece haber ocurrido en la hidrdélisis al-
calina del GLCP realizada en las condiciones mencionadas.

Las condiciones usuales para hidrolizar uniones N-glicosidicas
entre glucosamina y asparagina son las empleadas por Lee y Scocca (1972),
(138): NaOH 1M, 80 - 100°C, h. La ruptura en estas condiciones es la si-

guiente: (Figura (38 )).

FIGURA ( 38 ): Hidrdlisis alcalina de uniones N-glicosidicas.
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ESTUDIOS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO 13 DEL GLCP DE C.ONCOPELTI

La Figura ( 39 ) ilustra el espectro de RMN—13C del GLCP, que indi-

ca la presencia de dos sefiales en la zona de los carbonos anoméricos. La se-
nal a ék105,6 ppr fue asignada al carbono anomériCO/B de las unidades de L:-
galactosa furandsica terminal y la sefial a é;101,3 ppm al carbono anomérico
de las unidades de D-manopiranosa. Esta seéal a 5c101,3, que €S un poco an—
cha, incluiria las unidades de o -D-manp-2,3-di-O-sustituidas. Estos datos
confirmarian los resultados de los estudios de metilacidén y oxidacidén con
periodato de sodio.

Los valores de bibliografia correspondientes a las sefiales del es-
pectro de RMN—13C fueron corregidos por diferencia de ‘temperaturas en los
experimentos para poder ser comparados con los del GLCP. Esto se debe a que

13

la mayoria de los espectros de RMN- “C de la literatura han sido realizados
a 70-90°C en tanto que con el GLCP se trabajdé a temperatura ambiente. El em-
pleo de condiciones de alta temperatura tiene por objeto obtener sefiales mds
angostas, permitiendo una mayor resolucidén espectral y un menor tiempo de re-
gistro (139). El factor decorreccidn que debe sumarse a las sefiales de los
espectros obtenidos a temperatura ambiente para tener las correspondientes
seflales a 70 -90°C es variable segin el carbono que esté en consideracidn y
probablemente segin el tipo de sustitucién. En promedio podria considerarse
un valor a sumar de 0,85 ppm (139), respecto de los espectros realizados a
90 °C, en tanto que algunos autores han adoptado el valor de 0,6 ppm a sumar
a los desplazamientos quimicos de los espectros realizados a temperatura am-
biente, con respecto a los realizados a 70°C (120), (140), (141).

La Tabla ( 29 ) ilustra los valores de desplazamiento quimico en

r-13

RM C de D-mananos,a 70°C, que han sido informados por distintos autores.

El GLCP de Crithidia oncopelti da una unica sefial ancha para las

unidades de manosa a éc = 101,3 aque por correccién de temperatura seria e-

quivalente a una sefial a ék = 102 a 70°C. Esta, corresponderia a los resi-
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TABLA ( 29): Valores de desplazamiento quimico de D-mananos en RMN-

Los espectros fueron realizados a 70°C,

13C.

142~

éc* 0,3 ppm
RESIDUO DE of ~D-MANOPIRANOSA c-1 c-2 . -3 c-6
EXTREMO NO REDUCTOR 103,7° 62,8%
a a
2-0-SUSTITUIDO 102,2 80,0
a a
3-0-SUSTITUIDO 103,7 79,8
4-0-SUSTITUIDO 102,32
b
6-0-SUSTITUIDO 101,2
101,0
2, 4-DI-0-SUSTITUIDO 100, 3%
2, 6-DI-0-SUSTITUIDO 100, 2% 80,2%
3, 6-DI-0-SUSTITUIDO 101, 1:
101,0

: (142)
: (143)
: (141)

o Ip
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duos de o -D-manopiranosilo con uniones (1-+2) que no se diferenciarian,en
las condiciones utilizadas,de las unidades 2,3-di-O-sustituidas. De acuer-
do a los datos informados y ain cuando ' no.se encontrd en la literatura in-
formacidn directa referida al desplazamiento quimico del C-1 de residuos

K -D-manopiranosilo unidos entre si (1-»2) y ramificados en C-3 por/S-D—ga—
lactofuranosas, observamos sin embargo que: a) los C-1 de residuos de xX-D-
manosas terminales no reductoras, y 3-O-sustituidas, y b) los C-1 de resi-
duos de w-D-manosas 6-O-sustituidas y 3,6-di-O-sustituidas, poseen seflales
a éE103,7 y 101,0 ppm independientemente de si se encuentran ramificadas en
la posicién-3. Por otra parte, se encontrd en la literatura una referencia
a p{-D-manopiranosas unidas (1-»2) y ramificadas en C-3 por residuos de X-L-

ramnopiranosa (144), en polisaciridos de Klebsiella K 53. El § observado a

temperatura ambiente para el C-1 de este residuo de D-manosa 2,3-di-O-susti-
tuido fue.de 101,3 ppm, valor idéntico al hallado para el GLCP. Ukai y col.
(140), informaron un valor de é{de 101,5 ppm para manosas 2-0O-sustituidas en

1
un galactomanano de Cordyceps cicadae, realizando el RMN- 3C a temperatura

ambiente.

En la Tabla (30 ) se indican los valores de gcpara residuos /S—D—
galactofuranosilo informados por distintos autores.

Las sefiales del RMN-13C del GLCP dsignadﬁs a residuos de/ﬁ -D-ga-

lactofuranosilo fueron las siguientes:
105,6 (c-1); 83,8 (C-4); 82,3 (C-2); 77,8 (C-3); 71,7 (C-5); y 63,8 (C-6).

Para poder comparar estas sefilales con las informadas en la Tabla (30 ) deben
realizarse las correcciones por temperatura.

La sefial a <§C105,6 ppn fue asignada a residuos unitarios de /ﬂ-D-
galactofuranosilo unidos (1-#3) a residuos X ~D-manopiranosilo. Esta estruc-
tura estd de acuerdo con el hecho de haberse detectado s6lo derivado tetrame-

tilado correspondiente a galactosa furandsica.en los estudios de metilacidn.
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En la Tabla (30 ), se observa una dependencia del desplazamiento
quimico con respecto a la posicidén de sustitucidn en las { -D-manosas de
los residuos/5 ~-D-galactofuranosilo. Las variaciones de & son considerables
observandose valores de 109,3 ppm, para residuos/ﬁ -D-galactofuranosilo de

cadenas laterales unitarias de polisacdridos de Sporothrix schenkii (141),

y Trichophyton interdigitale (145), en tanto que en Crithidia fasciculata

(62 ), el correspondiente Etera de 106,5 ppm. Un D-galacto-D-manano de

Aspergillus niger (120), presentaba sefiales a & 108,4 ppm correspondiente

a galactosas furandsicas unidas entre si/%S(l—oS).
Por su parte, Ukai y col. (140), trabajando a temperatura ambien-

te con un galactomanano de Cordyceps cicadae encontraron valores de écde

108,5 y 106,9 ppm para C-1 de residuos/é'—D—galactofuranosilo terminales u-
nidos a o -D-manosas a través de 0-6 y 0-2 respectivamente. Informaron ade-~
mds un valor de 105,1 ppm para residuos/5-D—ga1actofuranosilo unidos (1-»2)
entre si.

Gorin y col. (111) sintetizaron metilglicdsidos de/B -D-galactofu-
ranosil-« -D-manopiranosas y realizarom espectros de RMN—13C a 70°C para

confirmar los valores hallados en el estudio del D-galacto-D-manano de Try-

panosoma cruzi . Se prepararon los 2-0, 3-0, y 6-O-metilglicdsidos cuyos

valores de §. de C-1 fueron.respectivamente: 107,7; 106,5; y 109,5 ppm(Ta-
bla (30 )). De este modo es posible asignar la sefial de 105,6 ppm en el

1
espectro de RMN- 3

C del GLCP a la unidn de los residuos terminales de//S—D—
galactofuranosas al C-3 de las Kk-D-manosas. La correspondencia se extien-

de a las sefiales de los carbonos 2 a 6 ( Tabla (31 )).

TABLA (31 ): Comparacién de las sefiales de las carbonos de las unidades D-
1
galactofuranosas en el espectro RMN- 3C del GLCP de C.oncopelti
y de. Metil—3—07ﬁ-ﬂhgalactofuranosil—o(—D—manopiranosa(111).

c-1 C-2 c-3 C-4 cC-5 c-6

GLCP (temp.amb.) 105,6 82,3 77,8 83,8 71,7 63,8
Metilglicdsido(70°C) 106,5 82,9 78,6 84,9 72,5 64,5
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CONCLUSIONES ACERCA DE LA ESTRUCTURA DEL GLCP DE CRITHIDIA ONCOPELTI

Para su comparacién podemos resumir la informacidén referente a

compuestos polisacaridicos de los siguientes tripanosomatideos:

Crithidia fasciculata:

Posee un A -D-manano con uniones (1-»2) y un D-galactopiranano
con una cadena principal de uniones /5(1-—3) con algunos residuos susti-
tufdos en 0-2 por D-arabinofuranosilo (62 ). Este Gltimo polisacirido po-

seeria un pequefio porcentaje de o{ -manosas(111),

Herpetomonas samuelpessoai:

Este protozoario sintetiza1u1/5-D—(1--2) manopiranano y un glu-
curonoxilano de cadena ramificada conteniendo dcido D-glucopiranosiluréni-

co en extremo no reductor conectado con unidades u’y(5-D—xi10piranésicas

(63 ).

Crithidia luciliae y Crithidia harmosae:

Ambos poseen polisacdridos del tipo del hallado en C.fasciculata,

es decir/ﬁ—D—(l—pz)manopirananos (60 ).

Trypanosoma cruzi:

Se estudid un D-galacto-D-manano de células de T.cruzi cepa Y con
uniones entre manosas o< (1-»2) y ramificadas en C-3 y/o C-4, y residuos ter-

minales no reductores D-galactofuranosilo unidos a C-3 de las manosas(111).



Crithidia deanei:

Posee unlé -D-manano con uniones (1-»2) semejante al aislado de

C.fasciculata. A pesar de que este protozoario contiene en su citoplasma

una bacteria simbidtica,los autores Previato y col. ( 61 ) no atribuyen a

aquella ninguna influencia en la bisintesis del polisacdrido.

CRITHIDIA ONCOPELTI

En el presente trabajo de tesis se aisld un glicopéptido (GLCP)
del protozoario C.oncopelti. La porcidn polisacaridica del GLCP (93 %)
tiene la estructura fundamental de un D-galacto-D-manano con arabinosa,
glucosa, y fucosa como componentes menores (ca. 11 % en total). Las uni-
dades de manosa (49,4 %) se encuentran unidas entre si principalmente me-
diante uniones o«(1-»2). La mayor parte de los residuos de manosa se ha-
llan a la vez ramificados en C-3, posicidén que es ocupada por residuos de
galactosa (39,6 %) (Figura (40). Las afirmaciones anteriores se hallan a-

valadas por los siguientes hechos experimentales:

- Los estudios de metilacién indican la presencia del derivado 4,6-di-0-
metilado y del derivado 3,4,6-tri-O-metilado de manosa, y sdlo un ba jo
porcentaje de 2,3,4,6-tetra-O-metil derivado.

- Luego de una hidrélisis suave que libera los azicares ramificantes, se
produce un aumento considerable del 3,4,6-tri-O-metil derivado de mano-
sa.

- La relacidén existente entre manosa sin oxidar y glicerol (3:2) cambia
significativamente luego de la hidrdlisis suave (1:4) en los ensayos
de oxidacién con NalO,.

4

1
— En el espectro de RMN- 3

C del GLCP la sefial a §101,3 ppm correspondien-
te al C-1 de « -manosas unidas (1-#2), incluye las unidades ramificadas
en C-3 y aparece un tanto ancha respecto de las seflales de galactofura-

nosilo.

147-



FIGURA ( 40): Esquema de los principales tipos de unidn entre azicares del
GLCP de C.oncopelti y asignacidn de las sefiales del espectro

de RMN—I3

HOCH,  HOCH,

c.

63,8\ ‘_OH | OH
HOCH,

1 s s
- Las sefiales de RMN- 3C y las rotaciones opticas obtenidas para el GLCP y

para el GLCPdeg. indicarian uniones de tipo £ entre manosas.

La galactosa se encuentra en su mayor parte en configuracién fura-
nésica terminal y unida/%3(1—>3) a los residuos de manosa. Las justificacio-
nes en este caso son:

- En los estudios de metilacidn se encuentra un alto porcentaje de 2,3,5,6-

tetra-0-metil derivado de galactosa y no se detectaron di o tri-O-metil de-
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rivados de galactosa.

- Por oxidacién suave con NaIO4 la galactosa se convierte en arabinosa y
-produce formaldehido.

- Las galactosas se liberan en su mayor parte en condiciones de hidréli-
sis suaves (TFA 0,05 N, 2 h, 100°C).

-~ La sefial de RMN-I3

Ca &105,6 ppm es caracteristica de/E)—galactofura-
nosas unidas al C-3 de manosa. Esta es la unica sefial del RMN-13C en la
zona de los carbonos anoméricos, de/b -galactofuranosas (105--109 ppm).
Es ademds una sefial muy aguda, al igual que las correspondientes a los
restantes carbonos de galactosa.

- El cambio de rotacién dptica del GLCP luego de la hidrdlisis suave,confir-

ma la naturaleza/b de las uniones de galactofuranosa a manopiranosa.

El GLCP posee un peso molecular aproximado de 46.000 determinado
por cromatografia en geles. Cada molécula del GLCP posee al menos una cade-
na oligosacaridica de peso molecular ca. 4000, unida a la cadena principal
por galactosa furandésica y compuesto principalmente por manosa (83 %), ade-
mis de galactosa (8,3 %), glucosa (4,2 %) y arabinosa (4,2 %).

El GLCP posee un 5 % de-proteina y un 0,8 % de hexosaminas (como
glucosamina). Los estudios realizados indicaron la existencia de una unidn
N-glicosidica y de una pequefia proporciSn de éadenas cortas con uniones de
tipo O-glicosidica:a serina o treonina.

En estas condiciones, es probable que el GLCP posea el "core" co-

min, salvo raras excepciones, a todas las N-glicosilproteinas (147):

ol = MAN
(1-»3)
/5-. MAN - (1-.4)-/5- GlcNAc - (1-»4) —/5- GlcNAc - (1-»4) - Asn



Las unidades de galactosa furandsica se encuentran unidas a la ca-
dena principal N-glicosidica del glicopéptido GLCP, dada la permanencia de
dichos residuos luego de realizar la reaccidn de/5—eliminacién. Asimismo, la
cadena oligosacaridica de peso molecular ca.4000 se halla también unida a la

cadena principal N-glicosidica del GLCP.

Si bien la Concanavalina A presenta afinidad por la membrana ac las
células de C.oncopelti (22 ), (49 ), esta afinidad no parece guardar relacién
con el GLCP pues éste no se adsorbid en una columna de Con A-Sepharosa. Se ha
descripto que la Con A se pega a residuos o -D-manopiranosilicos con los hi-
droxilos de C-3, C-4, y C-6 libres, aunque pueden presentar sustitucidn en el
hidroxilo de C-2 sin afectar mayormente la unidén de la lectina al azicar (147).
Los ensayos de inhibicién de la reaccién de precipitacién entre D-mananos y
Con A demostraron que los di y trisacdridos (o¢-D-Manp-(1-+2)-D-Man ) y
( ¢ -D-Manp-(1-»2)-D-Manp-(1-e2)-D-Man) eran 4 y 20 veces mias potentes res-
pectivamente respecto al o -metil-D-manopiranésido (143), (149 ). Estos re-
sultados sugirieron que la Concanavalina A deberia tener sitios de unién
complementarios de una secuencia de 3 o 4 residuos de X-D-(1-»2)manopirano-
sa. Por otra parte, residuos internos o -D-(1-+3) o &X-D-(1-»6) manopiranosi-
licos no interactuan con Con A.

El hecho experimental.de que el GLCP no manifiesta afinidad por 1la
Con A se explica pues la mayoria de los residuos manopiranosilicos que se ha-
1llan unidos entre si -D-(1-»2) deben estar ramificados (en C-3 por galacto-
furanosas) no existiendo suficiente niumero de residuos de manosa contiguos
sin ramificar como para producir una interaccidén importante con la lectina.
Concluimos,por lo tanto, que deben ser otros los glicoconjugados de membrana
responsables de la aglutinacidn de células de C.oncopelti con Con A.

Podemos agregar que el GLCP posee en su estructura pequefios porcen-
tajes de fucosa (4,4 %) y arabinosa (0,6 %), variables de un cultivo a otro,

y un 1,2 % de fésforo.
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El GLCP no pertenece a la estructura de los "cuerpos bipolares".
La separacién de éstos lltimos por centrifugacién y el aislamiento poste-
rior del GLCP a partir del sobrenadante libre de bacterias simbidticas indi-~
cd que el glicopéptido no es parte de dichos "cuerpos bipolares".

El Esquema (13), pdgina(152), ilustra la estructura propuesta pa-

ra el glicopéptido GLCP.

151-



souotoepesdap £ TIT2doOUO BIPTYITID 3p JOTH opTadadoor(d 7o esed eisandoad eanjonaysy

OpTJIEROBSOSTIO :TO

vy

HoAmO + Te9 + c&<|o<zaoH0|Q=

vv

vy
e + usy-oyNdoT9-(-
Vv

X-XH

*OpTJIRO
-esououws=yx

(sopto®
-outue (Zn~)
opradad

vy
:m¢|o<zaoH019|
"
X-J9g
vV

[4

o&wrﬁvo<zaoao-n-o“vfﬁva=az e

14

nmvaﬁvo<zaoﬁoln-omv’ﬁVgsaz —trmreo

H

£

*Sepezy[ead

$(E1)viAndsa

Azmvo<zauao-=-nmvfﬁvasmz =+ =0 = duey-q-X(z¢1)dusy-q- Wz 1) duen-qa-%(z+ 1) duey-q-2(z¢-

PheqeN ‘H opug

mﬂwfdVo<zaoﬁoualo&erﬁvasaz = o=2 = duey-q-¥(z<1)duey-q-)q z¢1)duey-q-2(z+¢1 ) duey-q-»(24-

20001 ‘Y Z ‘NSO‘O V4l

deN/u S¥ ‘000V ‘NI‘O HO®N

4

}

4

ﬁ

OpTJIEOesoFTT0
1
}
- < £/2
mawoun-m\ “Hwo-anm\
{
b 1o ;

duep-q-»—-ze-1-duepy-q-x-z€

-~ 1-duep-q-)(z¢1)duen-q-¥(z¢-

L J
OPTJIEOBSOTTTO
1
{
1 - £/t
uﬁwo-a-n\ uﬂwu-n-m\
{ ¢
£ 1-0 £
duep-q-p-z 4 1-duenN-q-x-Zef-1-duey-q-»(Z+1 )duey-q-»(z¢-

!




CAPITULDO
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" METODOS GENERALES "




CONSIDERACIONES GENERALES

Los poderes rotatorios fueron medidos en un polarimetro Perkin-

Elmer 141 a temperatura ambiente con ldmpara de sodio (589 nm).

Las determinaciones colorimétricas se realizaron con los siguien-
tes espectrofotdémetros: Spectronic 20 (Bausch & Lomb) para el rango 300 a

800 nm, y Beckmann DU para 280 nm.

I d . 1 » e
El espectro de resonancia magnética nuclear de 3C se realizo con
un equipo Varian XL 100-15 con una computadora 620 - L/100 empleando dioxa-

no como referencia interna.

Las cromatografias gas-liquido combinadas con espectrometria de
masas se realizaron en un cromatdgrafo Varian 1400 acoplado a un espectré-

metro de masas Varian Mat-CH-7A con procesador de datos.

Las cromatografias gas-liquido se realizaron en cromatdgrafos
Hewlett-Packard 5830 A y 5840 A, equipados con detector de ionizacidn de

llama.

Las densitometrias de los geles de poliacrilamida se llevaron a

cabo con un densitdémetro Crudo Camaafio.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga International

modelo B 20A con refrigeracién.

Las microscopias electrdnicas se realizaron con un microscopio

Phillips 300.

En la ruptura de células se empled un sonicador "Sonicator" (Heat
Systems Ultrasonics inc.) con secuencias de 10 pulsos de 15 segundos y una
potencia de 70 W.
3

- - 1 -
Las determinaciones de radioactividad de “H y 4C se realizaron
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en un espectrémetro de centelleo liquido Packard Tri-Carb 3003 o en un

Tracor Analytic Mark III.

Las observaciones microscdpicas fueron realizadas en un microsco-
pio Bausch & Lomb - Balplan y las fotomicrografias fueron tomadas con un

microfoto automdtico Bausch & Lomb.

Las determinaciones de aminodcidos se realizaron en un analizador
automdtico Beckmann 119 CL equipado con una columna de resina Beckmann tipo
W3 ( 6 x 220 mm). La secuencia de eluciones de buffer empleada fue:

i) citrato de sodio 0,20 N, pH 3,25.

ii) citrato de sodio 0,40 N, pH 3,95.

iii) citrato de sodio 1,0 N, pH 6,40.

Se inyectaron muestras que contenian 15 - 20 ug de proteina disueltas ¢n

50 - 100 ul de citrato de sodio 0,20 N, pH 2,20.
Las mediciones de pH se realizaron en un pHmetro Orion modelo 211.

Las liofilizaciones se llevaron a cabo en un equipo Eliovac TD 2001.

Los cultivos de células se realizaron en una camara termostatiza-

da con agitador "Lab Line Instruments".

Las evaporaciones se realizaron siempre a presidén reducida en eva-

porador rotatorio.

Los compuestos obtenidos por precipitacidn con etanol a partir de
soluciones acuosas, se lavaron con etanol 96 % y se secaron en desecador al

vacio.

Las cromatografias en papel se realizaron con papel Whatman N° 1.



SOLVENTES EMPLEADOS

A) EXTRACCIONES

B)

Solvente 1:

Solvente 2:

CROMATOGRAFIA EN PAPEL

Solvente 3:

Solvente 4:

Solvente 5:

cloroformo - 10 vol.
metanol - 10 vol.
agua - 3 vol.
cloroformo - 2 vol.
metanol - 1 vol.
butanol - 4 vol.

piridina - 3 vol.

agua - 4 vol.
butanol - 6 vol.
piridina - 4 vol.
agua - 3 vol.

acetato de etilo - 18 vol.
dcido acético 3 vol.
dcido férmico ~ 1 vol.

agua 4 vol.



I - METODOS CROMATOGRAFICOS

I - 1 - Cromatografias en papel

Se realizaron por el método descendente empleando papel Whatman N°1

y los Solventes 3, 4, y 5 ( ver Métodos Generales, pag.155) /

I -1 - a. Reactivos de revelado

Nitrato de plata - hidréxido de sodio (para azicares).

Preparado segin la técnica descripta por Trevelyan y col. (1950)
(150). Se agregaron 0,1 ml de una solucidénacuosa saturada de nitrato de pla-
ta a 20 ml de acetona. El precipitado de nitrato de plata formado se redisol-
vié por agregado de la minima cantidad de agua. Los cromatogramas se sumer-
gieron en la solucidn anterior y se secaron a temperatura ambiente. Después
de 3 - 4 minutos se pulverizaron con solucién de hidréxido de sodio 0,5 N en
etanol 50 % ( V/V).

Los azicares reductores y polialcoholes aparecen como manchas de
color marrén oscuro. Las manchas se fijaron por inmersién en una solucidn
acuosa de tiosulfato de sodio § %. La cantidad minima detectable de azicares

reductores es de 2 - 20 ug.

Ninhidrina en acetona (para aminodcidos y aminoazucares).

Se prepardé de acuerdo a la técnica de Toennis y Kolls (1951) (51).
Se disolvieron 0,2 g de ninhidrina (Merck) en 100 ml de acetona y se afiadie-

ron 0,2 ml de piridina.

Los cromatogramas se pulverizaron con el reactivo y se calentaron

luego 5 minutos en estufa a 90 - 100°C.

Los compuestos con grupos NH2— libres se colorean con tonos rosado

a violeta.



I - 2 - Cromatografia gas-liqui.'o

Se emplearon columnas de vidrio con las siguientes fases:

Fase 1): 3 % 0V-225 en Chromosorb WAW-DMCS (60-80)
Fase 2): 3 % SE-30 en Chromosorb WAW-DMCS (80-100)
Fase 3) 3 % ECNSS-M en Gas Chrom Q (100-200)

I - 2 - a. Preparacién de O-trimetilsilil éteres de aziicares.

La sililacién se llevé a cabo tratando la muestra en piridina
anhidra con igual volumen de Tri-Sil (Pierce Chem.Co.) calentando luego
a 60°C durante § minutos. Las muestras se centrifugaron antes de inyectar

en el cromatdzrafo.

I - 2 - b. Preparacién de acetatos de alditoles.

La muestra se tratdé con una mezcla de anhidrido acético : piri-
dina (1:1) durante 1 hora a 100°C en tubo cerrado. La solucién se evapord
repetidamente con agregados de tolueno pra eliminar la piridina. Los ace-
tatos se extrajeron con cloroformo o cloruro de metileno y se llevaron a

sequedad.

I - 2 - c. Preparacién de ésteres metilicos.

Las muestras de dcidos grasos se trataron con 0,5 ml de F3B—Me-
tanol calentando 5 minutos en bafio maria hirviente. Luego de este. periodo
se agregaron 2 ml de agua y los ésteres metilicos se extrajeron con peque-
fias porciones de hexano primero y luego con éter. Las soluciones en solven-

te orgdnico se secaron con nitrégeno.

I - 2 - d. Condiciones empleadas en las cromatografias gas-liquido.

-Acetatos de alditoles: Se empled una columna de 3 % ECNSS-M en Gas Chrom Q

(100-200 mesh) (Fase 3) en las siguientes condiciones:



[ . [} - 2 OC . 1
T .. 190°C ; Tiny_ 210°C ; T, . 210°C ; N, 25 ml/min

—-Acetatos de alditoles parcialmente metilados: Se cromatografiaron emple-

ando las fases 1 y 3 en las siguientes condiciones:

; N

: ; ; T
Fase 1 T H T » det. ’ 2

col. iny.

. oC: °C: T oC 1 /mi
Fase 3 Tcol. 170°C; Tiny. 210°C; det. 210°C ; N2 25 ml/min

-Hexosaminas sililadas: Se empleé una columna de Fase 2 en las siguientes

condiciones: T 205°C ; T 230°C ; T

o . 1
col. iny. det. 280°C ; N2 25 ml/min

—-Acidos grasos metilados: Se empled una columna de Fase 2 en las siguientes

condiciones:

a) Temperatura programada b) Temperatura constante

T 170°C - 280°C, 2°C/min T 2500°C

col. col.
T, 230°C T. 190°C

iny. iny.
T 280°C T 280°C

det. det.
N2 : 21 ml/min N2 : 27 ml/min

I1 - DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES

Se empled el método colorimétrico de fenol - dcido sulfirico de

acuerdo a la técnica descripta por Dubois y col. (1956) (152). Se mezcla-
ron 0,5 ml de una solucién de fenol § %£(v/v)con 0,5 ml de una solucién con-
teniendo entre 10 y 70 ug de azicar y se agité. Se agregaron 2,5 ml de dci-
do sulfirico concentrado agitando durante la adicién. Luego de 10 min. se
agitaron los tubos nuevamente y se dejaron reposar a temperatura ambiente
durante 20 min. Las soluciones, de un color amarillo naranja, se midieron

a 490 nm para hexosas.



IIT - DETERMINACION DE PROTEINAS

Método de Lowry y col. (153), (134)

A: Solucién de NaCO3 2 % en NaOH 0,1 N.
.5'H20 0,5 % en tartrato de potasio 1 %.

Solucidén alcalina de cobre: Se mezclan 20 ml del reactivo A con

0,4 ml de B . Esta solucidén es estable durante 24 h.

Reactivo de Folin y Ciocalteu: Se realiza una dilucién 1:1 del

reactivo de Folin y Ciocalteu (Merck). La absorbancia de la so-

lucién resultante no debe ser mayor de 0,04, medida contra un

111 -1 -
Reactivos:
B: Solucidn de CuSO4
blanco de agua destilada.
Técnica:

A la solucién (0,6 ml) conteniendo 60 - 300 ug de proteina se a-

gregan 3 ml se solucién alcalina de cobre y se mezcla dejidndose a tempera-

tura ambiente durante 10 min. Se agregan 0,3 ml del reactivo de Folin y

Ciocalteu

diluido, mezcldndose ripidamente. Al cabo de 30 min. se mide la

absorbancia de la solucidén a 660 nm.

IIT - 2 -

Método de Bradford (154).

Reactivo:

Técnica:

Se disuelven 100 mg de Azul Brillante Coomassie G-250 (Fluka) en
50 ml de etanol 95 %. A esta solucidn se le agregan 100 ml de &-
cido fosfdérico 85 %. La solucidn resultante se diluye a 1 litro

con agua destilada.

A la solucién ( 5 - 20 ul) conteniendo 5 - 20 ug de proteina se

le agregan 3 ml del reactivo. Luego de mezclar, se determina la absorban-

cia de la

solucidén azul resultante a 595 nm. Puede emplearse el reactivo



comercial de Bio Rad (Bio Rad Protein Assay). En este caso, diluir el re-
activo comercial 1:5 con agua destilada . Agregar 5§ ml de solucidn reactivo

diluida a 0,1 ml de la solucion de proteinas a dosar. Leer absorbancia a

595 nm.

IV - DETERMINACION DE HEXOSAMINAS

El dosaje de hexosaminas se realizd mediante el método de Elson-
Morgan (155), (156). Para ello las muestras fueron hidrolizadas previamen-
te con HC1 4 N, 4 h., a 100°C. Los hidrolizados se evaporaron repetidas ve-
ces con agregado de pequefias porciones de agua,hasta eliminar los restos de
dcido. El residuo se disolvid en agua y se cromatografidé por una columna de
resina Dowex 50(H+) (10 x 1 cm) eluyéndose primero con agua la fraccidén de

azicares neutros y luego con HCl 0,5 - 1 N los aminoaziicares. Esta Gltima

fraccidén se evaporé a sequedad eliminando el HCl y se diluyd luego convenien

temente para su dosaje por la reaccién de Elson-Morgan.

Reactivo:

Se disuelven 1,6 g de N,N-dimetil-p-aminobenzaldehido (recristali-

zado 2 veces de etanol 80 %) en una mezcla de 30 ml de etanol y 30 ml de HCl

concentrado. Este reactivo es estable 1 mes a 0°C.

Técnica:
A 4 ml de solucidén de hexosaminas ( 5 - 15 ug/ml) en tubos de en-
sayo con tapa esmerilada, se adicionan 2 ml de una solucidén 4 % (V/V) de a-

cetilacetona (2,4-pentadiona) en NaCO_ 1,25N, y los tubos se calientan a

3
90°C durante 1 h. Se adicionan luego 16 ml de etanol y 2 ml de solucidn re-
activo, agitando luego de cada agregado. Se deberd observar la aparicidn de
un color rojo, con mdxima absorcidn a 530 nm, estable durante 1 h.

Interfieren azicares neutros y aminodcidos.

160-



V - DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

El dosaje de dcidos grasos se realizd mediante la técnica de

Snyder y Stephens (101). Se basa en el empleo de una hidroxilamindlisis

por la cual un éster reacciona con hidroxilamina en medio alcalino pa-

ra formar

un dcido hidroxdmico; éste ultimo forma en presencia de per-

clorato férrico un quelato de color purpura. Pueden dosarse hasta 4 mi-

croequivalentes de éster.

Reactivos:

Técnica:

parado) a

Perclorato férrico stock: Disolver 5 g de perclorato férrico

(no amarillo) en 10 ml de HCl0, 70 % y 10 ml de agua. Diluir

4

a 100 ml con alcohol absoluto frio ( conservar en heladera).

Solucidn reactivo de perclorato férrico: Diluir 4 ml de solucién

stock de perclorato férrico y 3 ml de HClO4 70 % con 100 ml de
alcohol absoluto frio.

Hidroxilamina alcalina: Mezclar volumenes iguales de solucién

etandlica 4 % de hidroxilamina ( 2 g de hidroxilamina en 2,§
ml de agua diluyendo a 50 ml con alcohol absoluto) y de NaOH
8 % etandlico ( 4 g de NaOH en 2,5 ml de agua diluyendo a 50
ml con etanoi absoluto). Separar el NaCl formado, por centri-

fugacidn y emplear el sobrenadante.

1) Agregar 1 ml de reactivo de hidroxilamina (recientemente pre-
cada una de las muestras de lipidos secos.

2) Colocar las muestras en bafio de agua a 65°C por 2 min.

3) Dejar enfriar § min.

4) Agregar 2,5 ml de solucidén reactivo de perclorato férrico, mez

clar, leer absorbancia a 530 nm luego de 30 min. El color es estable por

mds de 1 h.
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En los dosajes realizados se empleé palmitato de metilo como pa-
trén, preparado a partir de dcido palmitico segin la técnica informada a-

parte para metilacidn.

VI — DETERMINACION DE FOSFORO TOTAL

Se procedié segin la técnica de Bartlett (157), (158), basada en
el trabajo de Fiske y Subbarow (159).
Reactivos:

Solucidn reductora: Se muelen en un mortero 30 g de bisulfito de

sodio, 6 g de sulfito de sodio y 0,5 g de dcido l-amino-2-naftol-
4-sulfdénico. El polvo se disuelve en agua destilada y se lleva a
250 ml. Se deja en oscuridad durante 3 h. y se filtra. La solucidn
es estable durante 6-8 semanas a 4°C en frasco oscuro. Se emplea
diluida 1:12 con agua destilada.

Solucidén de molibdato de amonio: Se disuelven 4,4 g de molibdato

de amonio en 200 - 300 ml de agua, y se agregan 14 ml de acido

sulfiirico concentrado. Se diluye a 1 litro con agua destilada.
Técnica:

Se digieren las muestras que contienen hasta 0,15 umoles de fésfo-
ro con 0,4 ml de HClO4 70-72 % en tubos de ensayo, calentando a ebullicidn.
concluida la digestidén, se enfria y se agregan 2,4 ml de solucién de molib-
dato de amonio y 2,4 ml de solucidén reductora diluida 1:12. Se mezcla y se
calienta a bafio maria en ebullicién durante 10 min. Se determinan las absor-
bancias de las soluciones de color azul a 830 nm. Los patrones de KHZPO4 son
tratados en forma similar a la muestra.

Las muestras con absorbancia mayor a 0,8 pueden leerse a 735 nm

donde € es la mitad del valor a 830 nm.



VII - DETERMINACION DE BASES DE CADENA LARGA

Se procedid segiun el método de Lauter y Trams (160).
Reactivos:
1) Solucidén patrén de dihidroesfingosina (esfinganina) en aceta-
to de etilo.
2) Buffer acetato de sodio 0,01 M, pH 3,6 lavado con acetato de
etilo.
3) Solucidén de anaranjado de metilo. Se disuelven 250 mg del co-
lorante en 50 ml de agua y la solucidén se lava con cloroformo.
Técnica:
Se toman entre 0,02 y 0,15 umoles de bases de cadena larga en 5
ml de acetato de etilo. Se agregan 2 ml de buffer acetato y 0,1 ml de solu-
c¢idén del colorante. Se agita, centrifuga, se separa la fase orgdnica de a-

cetato de etilo y se lee la absorbancia de ésta ultima a 415 nm.

VIII - MEDICION DE RADIOACTIVIDAD

La determinacidn de la radioactividad presente en los cromato-
gramas en papel se realizd cortando las tiras de 2 cm de ancho en bandas
de 1 cm, las que se contaron utilizando el liquido centeilador A.

La determinacidén de la radioactividad presente en soiuciones a-
cuosas fue realizada empleando el liquido centellador B.

Centellador A: Disolver 2,5 g de difeniloxazolona (PPO, Sigma) y 0,1 g de

1,4 - bis( 2-(5-feniloxazolil))benceno (POPOP, Sigma) en 1 litro de tolue-
no.

Centellador B: Disolver 50 g de naftaleno, 3,5 g de PPO y 0,15 g de POPOP

en 500 ml de dioxano.
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IX - CROMATOGRAFIA EN BIO GEL P2 (Bio Rad)

Esta columna ( 90 x 1,3 cm) equilibrada con agua se empled para
desalar fracciones de glicoconjugados y para separar monosacdridos de o-
ligosacdridos o glicoconjugados de mayor peso molecular. El rango de tra-
bajo descripto para esta fase es 100 - 1800 daltons. El volumen de exclu-
sidn era de 48 ml habiendo empleado azul dextrano (Pharmacia) para su deter

minacidn.

X - ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Las electroforesis de tipo disco en geles de poliacrilamida 10 y
15 % en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2, en presencia de SDS 0,1 %
se realizaron siguiendo la técnica de Segrest y Jackson (101), empledndose
tubos de vidrio de 8 x 0,6 cm.
Reactivos:

Solucidén A: N g de acrilamida y N/25 g de bis(N,N-metilén-bis-

acrilamida) se disuelven en 100 ml del buffer de corrida.

N=15 para geles 15 %.

N=10 para geles 10 %.

Solucidén B: 150 mg de persulfa;o‘de amonio en 10 ml de agua.

Solucidén C: N,N,N',N'-tetrametiléndiamina 5 % en agua.

Preparacidén de los geles:

A 19 ml de la solucién A se agrega 1 ml de solucién B. Se deaere-
a y se agregan 0,2 ml de la solucién C. Se agregan 2 ml de la solucidén re-
sultante a cada uno de los tubos de electroforesis y se completa el volumen
del tubo con agua cuidando de no remover la superficie del gel. Se dejan po
limerizar a temperatura ambiente.

La muestra (20 - 70 ug de azucar total) se disuelve en 50 - 100ul
de buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2, 0,1 % en SDS, se agregan 10 ul

de solucién 0,4 % de azul de bromofenol como indicador de corrida, y 10 - 20



ul de glicerol. Se siembra la solucidn resultante en la parte superior de
los tubos. La electroforesis se lleva a cabo aplicando un voltaje constan-
te tal que determine una corriente de 6 mA por tubo. La experiencia se rea

1lizé a 15 - 20°C durante 3,5 - 4 h.

Coloracidn de los geles:

a) para aziucares: Los geles fueron fijados durante la noche en

una solucidén de etanol (40 % v/v), 4cido acético (5 % v/v) y agua (55 % v/v).
Se trataron luego con dcido periddico (0,7 % en dcido acético 5 %) durante

2 - 3 h, y se lavaron con solucién de metabisulfito de sodio 0,2 % hasta de
saparicién del color amarillo. Los geles fueron coloreados por agregado de
reactivo de Schiff.

Reactivo de Schiff: 0,8 g de fucsina bdsica en 200 ml de solucidn

0,8 % de metabisulfito de sodio a la que se han agregado 2,1 ml de HCl (c).
Agitar 2 h a temperatura ambiente en la oscuridad. Agregar 1 - 2 g de car-

bén lavado con HCl. Filtrar y guardar en la heladera.

b) para proteinas: La coloracion de proteinas se realizd siguien-

do la técnica de Korn y Wright (162). Los geles se fijaron en una solucién

de metanol ( 50 % v/v), dcido acético ( 5% v/v) y agua ( 45 % v/v) duran-

té una noche. El proceso de coloracidén de los geles con Azul Coomassie R

(Sigma) siguidé la siguiente secuencia:

12) Inmersidén durante una noche en solucidén 0,025 % de Azul Coomassie (AC)
en isopropanol (25 % v/v), dcido acético (10 £ v/v) y agua (65 % v/v).

22) Inmersién durante 8 h en solucién 0,0025 % de AC en isopropanol ( 10 %
v/v), dcido acético( 10 % v/v) y agua ( 80 % v/v).

32) Inmersién durante una noche en solucidn 0,0025 % de AC en 4dcido acéti-
co (10 & v/v) y agua (90 % v/v).

4°) Inmersidén en dcido acético (10 % v/v) y agua (90 % v/v) hasta observar

las bandas con claridad.
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XI - ANALISIS DE AMINOACIDOS EN ANALIZADOR AUTOMATICO

El método seguido en la preparacién de la muestra es el que fun-
damentalmente corresponde a Hsu y col. (1974) (163 ). La muestra se disuelve
en 3 ml deagua destilada y se hidroliza por agregado de 40 ul de dcido clor-
hidrico 1 N, calentando durante 18 h a 100°C en presencia de 0,2 g de resi-
na Dowex 50(H+). El hidrolizado se cromatografid por una columna de la mis-
ma resina ( 3 x 1 cm), eluyéndose la fraccidn neutra con agua y luego la
fraccidén de aminodcidos con HC1l 6 N. Esta separacidn en resina es necesaria
dado que la presencia de grandes cantidades de hidratos de carbono interfie
re en el andlisis de aminodcidos debido a la reaccidén con los azucares (104),
La solucidn 4cida se evapora e hidroliza con HCl 6 N durante 24 h a 105°C,
en tubo cerrado y en atmdsfera de nitrdégeno.

Los hidrolizados fueron evaporados a presidn reducida con sucesi-
vos agregados de agua hasta eliminacién del dcido.las muestras se analiza-

ron en un analizador automidtico Beckman 119 CL. (Ver Métodos Generales

pag 154).

XII - OXIDACIONES CON PERIODATO DE SODIO

Técnica general: Se colocé en matraz aforado una solucidn de metaperioda-

to de sodio 0,1 M y el polisacdrido en una concentracién de 0,1 % llevan-

do a volumen con agua destilada. La oxidacidén se llevé a cabo a temperatura
ambiente ‘en ausencia de luz. Se midié a distintos tiempos el consumo de pe-
riodato y la produccién de dcido férmico hasta que se observé constancia en

el consumo de oxidante y/o sobreoxidacidén. Paralelamente se realizd un blan

co libre de azicar en las mismas condiciones.

Determinacidn del consumo de periodato: Se empled un método volumétrico ba

sado en la técnica de Fleury y Lange (1933) (165).
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Soluciones

Solucidén de tridxido de arsénico 0,1 N ( 0,025 M)

Se pesaron 2,474 g de tridxido de arsénico, se transfirieron a un
vaso de precipitados de 400 ml y se disolvieron en una solucidén concentrada
de NaOH ( 2 g de NaOH en 20 ml de agua). Se diluyé a 200 ml y se neutralizé
con HCl 1 N hasta reaccién débilmente acida (pH 5 - 6). Se agregaron 2 g de
bicarbonato de sodio y la solucidén se transfiridé cuantitativamente a un ma-

traz aforado de 500 ml 1llevindose a volumen.

Solucidn de tridxido de arsénico 0,01 N

Se prepard por dilucidén de la solucidn anterior.

Valoracidén de las soluciones:

-Solucidén de tridéxido de arsénico 0,1 N: se considera patrdn.
—Solucién de iodo 0,1 N: Se tituldé 1 ml de la solucién patrdén de tridéxido de
arsénico 0,1 N, con la solucién de iodo, empleando almidén como indicador.

La ecuacién de Sxido-reduccién correspondiente es:

- A H
AsO, 2 OH S0, 20 2e
I, 2e 21
Aso; + 20H + 2 ————o Aso; 21 H,0
Va
St
I Vb
2

Volumen de la solucidn de tridxido de arsénico.

15 |

Volumen de la solucidn de I2 utilizada en la titulacidn.
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Procedimiento:

Se extrajeron alicuotas de la mezcla de oxidacién que se agrega-
ron a una solucién de 5 ml de tridéxido de arsénico 0,01 N, 1 ml de solu-
cidén saturada de bicarbonato de sodio y 0,2 ml de ioduro de potasio 20 %.
Se dejé una hora en la oscuridad y se titulé el exceso de arsenito de so-
dio con la solucidén de iodo 0,01 N, empleando almiddn como indicador. De
manera idéntica se procedidé con el blanco. Se calculd el periodato consumi-

do segin las siguientes ecuaciones:

(5§ x 0,01) - (a x 0,01 x fI ) = ¢ = mequivalentes de IO4 presentes en el
2 blanco.

(5§ x 0,01) - (b x 0,01 x fI ) = d = mequivalentes de 104_ presentes en la
2 muestra.

(c - d) = e = mequivalentes de 104_ consumidos

e/2 = mmoles de 10, consum.dos.

4

ml de iodo consumiaos por el blanco

Donde a

b = ml de iodo consumidos por la muestra

De aqui surge que, si V es el volumen de la mezcla de oxidacidn
¥y A es la alicuota tomada para titular, el nimero de moles de 104— consu-
midos serd:

-3

€

—_— X —!— x 10
2 A

XIII - DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO FORMICO

Soluciones necesarias:

-Solucidén patrén de acido clorhidrico 0,01 N.
-Solucidn de hidréxido de sodio 0,01 N: Se prepard por disolucién

de 25 g de NaOH en 25 ml de agua destilada; 0,65 ml de esta solu-



cidén se llevaron a 1 litro en matraz aforado. Se tituld con la

solucidén patrén de HC1l 0,01 N.

Procedimiento:

Se extrajeron alicuotas de la mezcla de oxidacidén, (muestra y
blanco), se recogieron sobre 0,2 ml de etilénglicol libre de acidez y se
mantuvieron una hora en la oscuridad, para que se consumiera el exceso
de oxidante. Se tituld con una solucidn de NaOH 0,01 N, utilizando una

solucidn de fenolftaleina como indicador.

Cdlculos:

= mequivalentes de dcido férmico presentes
en la alicuota a.

(m - b) x 0,01 x fNaOH =

v -3

a X —p- X 10 © = moles de dcido férmico producido.

ml de NaOH consumidos por la muestra.

]
1]

b = ml de NaOH consumidos por el blanco.

XIV - DETERMINACION DE FORMALDEHIDO

Se aplicé el método descripto por Eegrive (1937) (166) y adap-
“tado por Lambert y Neish (1962) (167).

Reactivo de 4dcido cromotrdpico:

Se preparé de acuerdo a la técnica descripta por Mac Fayden (1945)
(168). El dcido cromotrdépico { i g) se disuelve en agua (100 ml) y se lleva
a 500 ml con 4dcido sulfirico 12,5 M. La solucidn es estable conservada en

la oscuridad durante 2 - 3 semanas.

Preparacidén de la solucidén patrdén de formaldehido:

Se oxidan 0,02 mmoles de manitol (2 ml de solucién 1,8 mg/ml) con
dcido periddico 0,3 M (2 ml) y bicarbonato de sodio 1 M (2 ml). La mezcla
se deja durante 1 h a 25 °C. Se acidifica con H2804 0,5M ( 15m1 ) y se a-
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grega metaarsenito de sodio 1 M ( 5 ml ), agitando suavemente hasta desapa-
ricién total del color amarillo del iodo. La solucidén es diluida con agua

destilada (50 ml) y se toman alicuotas de esta solucién ( 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;

y 0,5 ml).

Procedimiento:

Alicuotas de la muestra patrdén (que no contengan mis de 0,62 umo-
les de formaldehido por ml) y blanco, son llevadas a 1 ml, agregindose lue-
go 10 ml del reactivo de dcido cromotrépico. Los tubos se calientan durante
30 min en bafio de agua hirviente. las soluciones de color purpura se dejan

enfriar y se determina la absorbancia a 570 nm.

XV — CONDICIONES DE HIDROLISIS EMPLEADAS

XV - 1 - Hidrdlisis total para azucares

XV - 1 - a. Acido sulfurico 1 N, 8 h, 100°C

Las muestras (1 - 5 mg) se disuelven en 2 ml de dcido sulfirico
1 Ny se calientan a 100°C durante 8 h. Se neutralizan posteriormente con
BaCO3 lavado con HCl, se filtran a través de un lecho de celite, y el fil-
trado se evapora a presién reducida hasta un volumen final de aproximada-
mente 1 ml. Las muestras se cromatografian por una columna.de resina Dowex
50(H+) lavada hasta neutralidad. Los azlicares neutros se eluyen con agua,

en tanto que los aminoazucares se eluyen por agregado de HCl1 0,5 - 1 N.

Preparacién de muestras para CGL: La fraccidn de azicares neumtros se concen

tra hasta un volumen final de 1 ml aproximadamente y se agregan 0,1 ml de
NH40H 2Ny 2 mg de NaBH4. La reduccién procede durante toda la noche tras
lo cual se destruye el exceso de reactivo por acidificacién con dcido acé-
tico. Se evapora la mezcla de reaccidn a sequedad y se repite la evaporacidn

varias veces agregando pequefias porciones de metanol destilado cada vez,

hasta eliminar todo el borato de metilo formado. Se lleva luego a sequedad



y se seca el residuo en desecador al vacio. Los alditoles formados se ace-

tilan segin técnica descripta. (Ver Métodos Generales pag.157)

XV - 1 - b. Acido trifluoroacético (TFA) 2 N, 3 h, 110°C

Las muestras (1 - 5 mg) se disuelven en 2 ml de dcido trifluoro-
acético 2 N y se calientan a 110°C durante 3 h. Los hidrolizados se evapo-
ran repetidas veces a'presién reducida agregando pequefias porciones de agua
hasta eliminar los restos de acidez. Las muestras se disuelven en 1 ml de
agua y se procede a crematografiarlas por resina Dowex 50(H"). La fraccién
de azlcares neutros se reduce del modo descripto en (XV - 1 - a, pag.170)y
se acetila segin técnica descripta (Métodos Generales pag.157) si se desea

cromatografiarla en CGL.

XV - 1 - ¢. Acido clorhidrico 2 N, 2 h, 100°C

Las muestras (0,5 - 1 mg) se disuelven en 1 — 2 ml de HC1 2 N y
se calientan a 100°C durante 2 h. Se evaporan luego repetidas veces con a-
gregado de pequefias porcicnes de agua hasta eliminar la mayor parte de la
acidez. La acidez remanente se elimina colocando la muestra una noche en de-

secador al vacio con lentejas de NaOH como desecante.

XV - 2 - Hidrélisis parciales

XV - 2 - a. Acido trifluoroacético 0,05 N, 100°C, 2 h (para hidrdélisis de

uniones furandsicas).

Esta técnica se basa en los estudios realizados por Lederkremer
y col. (108) con el LPPG de T.cruzi. Las muestras (1-5 mg) se disuelven en
1 ml de TFA 0,05 N y se calientan a 100°C durante 2 h. Se evaporan y una:
vez eliminados los restos de dcido se cromatografian en una columna de Bio
Gel P2 (segin técnica descripta en Métodos Generales pag.164) separando

los azicares furandsicos de bajo peso molecular liberados en la hidrélisis,



de los oligosacdridos de mayor peso molecular.

XV - 2 - b. Acido sulfirico 0,1 N, 8 h, 100°C ( para hidrolizar fucosa).

Esta técnica fue descripta por Spiro y Spiro (1965) (106) y per-

mite la hidrélisis de la fucosa sin que ocurra mayor destruccién del men-

cionado azucar ( para mayores detalles ver pag.9§ ).

XVI - PREPARACION DE TESTIGOS DE MALTOOLIGOSACARIDOS (169)

Tratar 150 mg de amilosa con 30 ml de dcido sulfirico 0,1 N, a
100°C durante 1 h. Agregar luego 150 ml mds de dcido,continuando la hi-
drdélisis durante 10 minutos mds. Neutralizar el dcido con BaCO_, centri-

3

fugar a baja temperatura, y concentrar a presién reducida hasta un volu-

men de 2 - § ml.
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CULTIVO DE CRITHIDIA ONCOPELTI

Se empled una cepa normal de Crithidia oncopelti cedida por el

Dr. E. Plessmann Camargo de la Escola Paulista de Medicina (Sio Paulo,Bra
sil) clasificada segiin la American Type Culture Collection como ATCC 30264
(Cepa Normal). Por intermedio de la misma institucidn se dispuso de una ce
pa libre de bacterias simbidticas que fue obtenida por medio de tratamien-
tos con antibidticos (Cepa Curada).

La Cepa Normal fue suministrada en un medio de cultivo denomina-

do FYTS cuya composicién era la siguiente:

Sacarosa 20,0 g
Bacto triptona (Difco) 5,0 g
Extracto de levadura(Difco) 50 g
Acido félico 0,02 g
Hemina 0,01 g

Se completa a 500 ml con agua destilada ajustando previamente el
pH a2 7,0 con hidroxido de sodio 1IN.
La Cepa Curada fue suministrada en un medio de cultivo cuya com-

posicidn era la siguiente:

Dializado de infusién de higado 250 ml
Fosfato dibdsico de sodio dodecahidratado 6,05 g
Glucosa 0,6 ¢
Cloruro de potasio 0,12 g
Mezcla de aminodcidos 30 ml
Hemina 10 mg/ml 0,6 ml

Se 1lleva a pH 7,2 con hidréxido de sodio 1IN y se agrega la siguien

te cantidad de cloruro de sodio:



X ml de NaOH x PM NaCl
1000

NaCl 1,2 g -

Se lleva a 300 ml con agua destilada.

Dializado de infusién de higado ( para el medio de la Cepa Curada):

Se suspenden 14 g de infusidén de higado ( Broth DIFCO) u 8,0 g de infusién
de higade (0XOID) en 15 ml de agua desionizada. Se dializa contra 270 ml
de agua destilada por 12 h ; se renueva el agua ( 270 ml) y se dializa otras

12 h. Se reunen los dializados y se guardan en congelador.

Mezcla de aminodcidos ( para el medio de la Cepa Curada):

L-Arginina 1,4 &g L-Isoleucina 0.1 g
I-Lisina 1,25 g L-Triptofano 0,2 g
L-Histidina 2,0 g L-Leucina 0,15 g
L-Acido Aspdrtico 0,7 & L-Fenilalanina 0,3 g
L-Acido Glutdmico 1,2 g L-Tirosina 0,1 g
L-Asparagina 0,7 g L-Valina 0,2 g
L-Glutamina 1,2 g L-Serina 2,2 ¢
L-Alanina 0,45 g L-Cisteina 0,16 g
L-Prolina 0,7 g L-Cistina 0,05 g
L-Metionina 0,1 g Glicina 1,3 g
L-Treonina 0,35 ¢

Disolver en dcido clorhidrico 6N. Completar a 200 ml con agua destilada.

Medio de cultivo BHI:

Otro medio de cultivo empleado para ambas cepas fue el de infusidén de ce-
rebro y corazén (Brain Heart Infusion (BHI) DIFCO) con agregado de Hemi-
na, el cual se prepard disolviendo 37 g de medio en 1 litro de agua des-
tilada y agregando 0,02 g de Hemina (Sigma) disuelta en unas gotas de hi-

drdxido de sodio 1N.
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ESTERILIZACION

Los erlenmeyers conteniendo medio de cultivo, tapados con tapones
de gasa y algoddn, y las pipetas envueltas en papel y colocadas en pipeteros
de metal, se esterilizaron en un autoclave (Cientifica Central) a 120°C y 1

atm. durante 15 minutos.

CULTIVOS

Las suspensiones de células de Crithidia oncopelti Normal y Cura-

da, obtenidas en Brasil, se emplearon como indculos en tubos de ensayo con-
teniendo medio de cultivo fresco. Cinco tubos conteniendo medio FYTS ( 5 ml)
y otros cinco conteniendo BHI (5ml), esterilizados y enfriados a temperatu-
ra ambiente, se inocularon en cuarto estéril con 0,4 ml de la suspensidn de
células de la Cepa Normal. Se procedid en forma andloga con la Cepa Curada
inoculando 0,5 ml de la suspensidén de células correspondiente, cinco tubos
conteniendo 5 ml de medio BHI.

Los tubos inoculados se incubaron en un agitador en bafio de agua
(Eberbach Corp.) a 28 °C. Transcurridos 3 dias de incubacidén, se tomaron
muestras de cada uno de los tubos y se observaron al microscopio. Para am-
bas cepas se ngté un mayor crecimiento y mayor movilidad en los tubos con-
teniendo medio BHI.

Los cultivos subsiguientes se realizaron en erlenmeyers de 250 ml
conteniendo 100 ml de medio BHI y 10 ml de indculo. Se incubaron en una ca-
mara de cultivo con agitacién (Lab Line Instruments,Inc.) a 28 °C. Los re-
piques se realizaron siempre cada 4-5 dias empledndose como indculo alicuo-

tas de 10 ml del Gltimo cultivo realizado.

RECOLECCION DE CELULAS:

Las células de los protozoarios se recolectaron por centrifuga-

cidém a 6000 RPM (2000 g) durante 15 minutos a 4°C empledndose una centri-



fuga refrigerada (International B 20A (IEC)). Los particulados se resuspen-
dieron en solucidn de NaCl 0,9 % y se volvieron a centrifugar, repitiendo el
lavado con solucién 0,9 % de NaCl dos veces mds. Finalmente los particulados

se tomaron en agua destilada'(l/lo p/v) y se guardaron en congelador a -20°C.

RUPTURA DE LAS CELULAS:

Las células de los protozoarios se lisan con facilidad por cambios
en la presidén osmotica del medio, por lo cual el agregado de agua destilada
a las éélulas lavadas produjo una lisis pronunciada. Posteriormente, el con-
gelamiento y descongelamiento completd la ruptura de las células, no obstan-
te lo cual, antes del proceso de extraccidon las suspensiones de las células
fueron sometidas a sonicacidén , realizdndose 10 pulsos de 15 segundos cada
uno con 70 watts de potencia, empleindose un equipo Sonicator (Heat Systems

Ultrasonics, Inc.).

PRESERVACION DE LAS CEPAS:

Las cepas de Crithidia oncopelti se preservaron mediante el emple-

o de una solucidén protectora (79 ) consistente de:

Glicerol 10 g
Glucosa 0,3
Agua destilada 80 ml

Esta solucidn se esteriliza en autoclave del modo descripto y se
le agrega 20 - 30 g de yema de huevo, empleandose huevos lavados con alco-
hol y abiertos luego en cuarto estéril, realizando la separacién de la ye-
ma y el agregado a la solucidn acuosa de glicerol y glucosa en forma esté-
ril.

Dos partes de esta solucidn protectora y una parte de suspensién
de protozoarios de 2-3 dias de crecimiento se mezclaron en forma estéril y

la mezcla se envasé en frascos de 50 ml, los que fueron luego congelados
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primero a -4°C y posteriormente guardados en congelador a -70°C.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE CELULAS DE CRITHIDIA ONCOPELTI

Las células se recolectaron a los tres dias de sembradas por cen-
trifugacién a 3000 g durante 10 minutos a 5°C, y fueron inmediatamente re-
suspendidas en solucién fijadora de glutaraldehido 3 % (v/v) en buffer caco
dilato 0,05 M, pH 7,2, durante 1-2 h a 4°C. Se realizdé luego un fijado con
0304 1 % (p/v) y deshidratacidén en etanol de concentracién creciente. Las cé
lulas fueron posteriormente incluidas en Epon, y se realizaron numerosos cor
tes con el objeto de captar a las diferentes organelas citoplasmdticas.

Las observaciones microscdpicas se realizaron en un microscopio e

lectrdnico Philips: 300.

SEPARACION DE BACTERIAS SIMBIOTICAS DE CELULAS DE CRITHIDIA ONCOPELTI

Se siguidé la técnica empleada por Spencer y Cross ( 19). A una sus

pensidn de 60 g (peso humedo) de células de Crithidia oncopelti en agua des=

tilada se adiciondé un volumen de solucién 0,5 M de sacarosa, 4 mM en EDTA,
40 mM en Tris-HC1 (pH 7,6). Se enfrid la suspensidn resultante a 2°C y se
rompieron las células por sonicacidén en la forma anteriormente descripta.
El homogenato de células fue sometido a dos centrifugaciones sucesivas a
5000 g durante 10 minutos, seguido de cinco centrifugaciones sucesivas a
2500 g, 10 minutos a 4°C. Luego de cada centrifugacién se separd el sobre-
nadante y el residuo fue resuspendido en solucidén buffer 0,25 M de sacaro-
sa, 2 mM en EDTA, y 20 mM en Tris-HCl (pH 7,6). Los sobrenadantes de 5000
Yy 2500 g se juntaron y dializaron extensamente contra agua corriente y lue-
go contra agua destilada. Se agregd fenol al contenido de la bolsa de did-
lisis hasta una concentracidén 44 % en fenol, procediéndose luego a extraer

en la forma que se indica mds adelante.



EXTRACCION DE GLICOCONJUGADOS DE CELULAS DE CRITHIDIA ONCOPELTI

Se agregé 1 volumen de solucién de fenol (recientemente desti-
lado) 88 % al homogenato de células ( 72 g, peso himedo, equivalente a

2 x 1012

células aproximadamente) obtenido luego de sonicar. La suspen-
sién resultante ( aproximadamente 44 % en fenol) se agitd en erlenmeyer
durante 2 h a temperatura ambiente empledndose un agitador mecdnico sin
termostatizacidn. Transcurridas las 2 h de agitacidn, la suspensidén (12
extraccién) se centrifugd a 2000 RPM empledndose una centrifuga sin re-
frigeracién ( International Size 2, Model K (IEC)), durante 10 minutos lo
griandose en estas condiciones la separacién de las fases acuosa (superior)
y fenélica (inferior). La fase superior se removidé por aspiracidén y se a-
gregd a la fase inferior un volumen igual de agua destilada procediéndo-
se a agitar la suspensidn resultante durante 2 h mds (22 extraccién). Nue-
vamente se separaron las fases por centrifugacién juntdndose las fases su
periores de la 12 y 22 extraccidén. A la fase inferior se agregé un volu-
men de agua destilada, se sonicé la suspensidén de la manera ya descripta
para la ruptura de las celulas, y luego de agitar 2 h mds ( 32 extraccién)
se centrifugdé a 3000 RPM durante 20 minutos, la fase superior se separd
por aspiracién, y la-fase inferior se extrajo una vez mis en la misma for-
ma (42 extraccidn). Las fases acuosas de la 32 y 42 extraccidn se juntaron,
en tanto que la fase fendlica inferior de la 42 extraccidén se filtrd por
Biichner para eliminar el insoluble y se dializd primero contra agua corrien
te y luego contra agua destilada. Durante el proceso de didlisis se obser-
vé la aparicidén de un precipitado ( F II ) dentro de la bolsa de didlisis
el cual fue separado del sobrenadante por centrifugacion a 7000 RPM duran-
te 10 minutos a 5°C y secado por liofilizacidén. También el sobrenadante se
liofilizé dando la fraccién S II.( Esquemas 1 y 6)

A las fases acuosas combinadas de la 12 y 22 extraccidn y a las de



la 32 y 48 extraccidn se agregaron por separado 4 volimenes de etanol 96 %
y las mezclas se dejaron durante la noche en congelador a -20°C después de
lo cual se centrifugaron a 10.000 RPM, 10 minutos a 5°C obteniéndose los
precipitados F I (1-2) (885 mg) y F I (3-4) (128 mg) respectivamente.(Esque
ma 2)

PURIFICACION DE LA FRACCION F I(1-2) ( Esquema 2)

a) Extraccién con Cl3CH/CH30H/H20 (10:10:3)(Solvente 1). Obtencidn de la

fraccién F IB.

La fraccién F I(1-2) (885 mg) se extrajo en un erlenmeyer con el
Solvente 1 en una proporcién de 20 ml de solvente por cada 100 mg de preci-
pitado. La extraccidén se realizdé a temperatura ambiente con agitacidén. Lue-
go de 3 h, el extracto sefiltrdal vacio y se repitié el procedimiento de
extraccidén dos veces mids luego de lo cual el insoluble se lavd con etanol
96 % y se secd. Los extractos filtrados se reunieron y se evaporaron los
solventes orgdnicos . De la solucidn acuosa remanente se separd, luego del
agregado de 4 volimenes de etanol 96 % y una noche en congelador a -20°C,
un precipitado (F IB) que se recolectdé por centrifugacién a 10.000 RPM
durante 10 minutos a 5°C. El precipitado se lavé 2 veces con etanol 96%

y se secd.

b) Eliminacidn de dcidos nucleicos por precipitacién con dcido tricloro-

acético (TCA)

Luego de obtener la fraccion F IB (18 mg)por extraccién de F I(1-2)

(480 mg) con Solvente 1, el insoluble F Ii (409 mg) se extrajo con agua des-
tilada (1 ml por cada 10 mg de F Ii) agitando a temperatura ambiente duran-
te 1 h, se centrifugéd a 10.000 RPM, 10 minutos a 4°C, se separd el sobrena-

dante y se repitid el proceso de extraccidén 2 veces mids. Los sobrenadantes

178-



se reunieron y se procedié a agregar lentamente y con agitacién 1 volumen
de solucién 10 % de dcido tricloroacético en un bafio a 4°C. Se dejé la mez-
cla en reposo 30 minutos y se centrifugd a 10.000 RPM, 15 minutos a §°C.

El precipitado se lavd con TCA § %, se centrifugd nuevamente y el sobrena-
dante se reunid con el correspondiente a la precipitacién. El precipita-
do F IC que contenia los dcidos nucléicos se lavd con etanol 96% y se se-
¢ ( 57 mg). El sobrenadante se dializd extensamente contra agua destila-
da y por el agregado de 4 volimenes de etanol 96 % se obtuvo el precipita-

do F ID ( 49 mg).

c) Cromatografia en DEAE-Celulosa de la fraccién F ID

F ID ( 8 mg) se disolvidé en 2 ml de buffer Tris-HCl 0,05 M, pH 8,

y se cromatografid en una columna de DEAE-Celulosa (Merck) (0,5 x 20 cm).

La columna fue eluida inicialmente con el mismo buffer de equilibrado (30 ml)

y luego sucesivamente con NaCl 0,4 M ( 32 ml) y 1 M ( 36 ml) en el buffer
mencionado. La elucidn se monitored mediante dosaje de aziicares por el mé-
todo de fenol-dcido sulfurico (152) y mediante lectura de absorbancia ;

280 nm para proteinas. Las fracciones que dieron positivo los ensayos men-
cionados se juntaron, dializaron contra agua destilada y liofilizaronm, ob-
teniéndose una fraccion F IE ( 4,1 mg) por elucién con el buffer inicial,
una fraccién F IF (1,7 mg) por agregado de NaCl 0,4 M y por dltimo una frac

cidén de dcidos ribonucléicos por elucidén con NaCl 1M (Esquema 4).

d) Cromatografia en DEAE-Celulosa de la fraccidn F Ii:

F Ii (200 mg) se extrajo con 5 ml de buffer Tris-HCl 0,05 M, pH 8
agitando 1 h a temperatura ambiente, se centrifugd a 10.000 RPM, 10 minutos
a 4°C, se separd el sobrenadante y el residuo insoluble se extrajo una vez

mds con otros 2 ml de buffer. Nuevamente se centrifugd el extracto, los so-
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brenadantes de ambas extracciones se reunieron y se sembraron en una colum-
na de DEAE-Celulosa (Merck) (1,5 x 30 cm) equilibrada con ese mismo buffer.
La columna se eluyd inicialmente con el buffer mencionado (24 ml) y luego
sucesivamente con NaCl (0,1 M (8 ml), NaCl 0,4 M (10 ml), NaCl 0,7 M (8 ml),
y NaCl 1 M ( 14 ml) en el mismo buffer. La elucién se monitored mediante
dosaje de azucares por el método de fenol-dcido sulfirico (152) y median-
te lectura a 280 nm para proteinas. Las fracciones que dieron positivo

los ensayos mencionados se juntaron, dializaron contra agua destilada y
liofilizaron obteniéndose una fraccién F 1J (38,4 mg) eluida con el bu-
ffer inicial, una fraccién F IK (12,5 mg) eluida con NaCl 0,4 M, y una frac

cidén de dcidos nucleicos eluidos con NaCl 0,7 M.(Esquema 5)

e) Cromatografia en Sephacryl S-300 de la fraccién F I1E:

La fraccién F 1J (38,4 mg) disuelta en 3 ml de buffer fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,2, 0,1 % en SDS, se cromatografid en una columna de Se-
phacryl S-300 (Pharmacia) (150 x 2 cm)que se equilibrd y eluyd con el mis-

mo buffer. Se separaron tres fracciones PA, GLCP, y PB (Esquema 5).

PURIFICACION DE LA FRACCION S II (Esquema 6)

S II (obtenido de la fase fendlica segun Esquema 1) fue extraido
con Solvente 2 ( 100 mg de S II en 20 ml de solvente) por agitacién duran-
te 2 h. El extracto filtrado se evapord a presidn reducida obteniendo una
fraccion F ITA. El material insoluble se extrajo 3 veces mds de igual mane-
ra empleando Solvente 1. Los extractos filtrados se evaporaron a presién
reducida para eliminar los solventes orgdnicos y la solucidén acuosa rema-—

nente se liofilizd obteniéndose la fraccién F IIB (27 mg) (Esquema 6).



CROMATOGRAFIA DE LA FRACCION F ID EN CONCANAVALINA A - SEPHAROSA

La fraccién F ID (19 mg) disuelta en 2 ml de buffer fosfato de
sodio 0,1 M, pH 6, se sembré en una columna (20 x 2 cm) de Concanavalina
A - Sepharosa (Pharmacia), lavada y equilibrada con el mismo buffer. En
estas condiciones se eluyd una fraccién F IG(11,2 mg) y posteriormente se
lavd la columna con una solucidén 0,05 M de K -metil-D-mandésido. Se reco-
gieron 100 ml del eluido y este ultimo se dializd extensamente contra agua
destilada con el objeto de eliminar el oL -metil-D-mandsido. El contenido

de la bolsa de didlisis se liofilizd proporcionando una fraccién F IH

(3,5 mg) (Esquema 3).

ENSAYO DE AGLUTINACION DE CELULAS CON CONCANAVALINA A (Con A)

El ensayo se realizé de acuerdo a la técnica de Alves y Colli(87 ).
La aglutinacidén se midié por decrecimiento de la absorbancia de una suspen-

sidén de células de Crithidia oncopelti en presencia de varias concentracio-

nes de Con A. Las lecturas se realizaron en un espectrofotdmetro Beckman
DU a 660 nm. El ensayo se realizé a temperatura ambiente en tubos de ensayo
conteniendo cantidades crecientes de una solucidn de Concanavalina A (Phar-

7

macia) 0,2 mg/ml y 1 ml de una suspensidén de células , 6.10° cél/ml, en bu-
ffer fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,2, 0,9 % en NaCl (p/v). El volumen final
de cada tubo se ajustd a 2 ml, se agitaron y se tomaron lecturas a tiempo ce
ro. Se empled un blanco sin Con A el cual se leydé a los mismos tiempos en
que se leyeron los tubos de la experiencia. Cualquier disminucién en la ab-
sorbancia del blanco durante el experimento fue restada de las correspon-

dientes lecturas en los restantes tubos. El porcentaje de aglutinacidn se

calculd mediante la siguiente expresidn:

% aglutinacidén = (—5 _____ )100



donde X es la absorbancia a tiempo cero e Y la absorbancia a una dado tiem-
po de incubacién. El porcentaje de aglutinacidn para 2 concentraciones de

Con A se graficd en funcidn del tiempo.

ESTUDIO DE INHIBICION DE LA AGLUTINACION POR CONCANAVALINA A DE CELULAS

DE C.ONCOPELTI EN PRESENCIA DE of -METIL-D-MANOSIDO

La inhibicidén de la aglutinacién de células de C.oncopelti se es-
tudid por agregado a cada tubo de ensayo de las siguientes sustancias y en
el orden dado:

1) Inhibidor (®X -metil-D-manésido).

2) Buffer fosfato 0,01 M, pH 7,2, 0,9 % NaCl.

3) Concanavalina A.

4) Suspensién de células de C.oncopelti, hasta un volumen final de 2 ml.

Luego del Ultimo agregado se tomaron inmediatamente lecturas a
tiempo cero. El porcentaje de inhibicién de la reaccidn de aglutinacién

fue calculado a partir de la siguiente expresidn:
[ ]
% de inhibicidén = ( 1 - (=————=- ) )100

donde A y A' son las absorbancias a tiempo cero en ausencia y en presen-
cia de inhibidor respectivamente, y B y B' son las absorbancias respec-

tivas para las lecturas a tiempo 1 h.

DETERMINACIONES REALIZADAS SOBRE EL GLCP DE CRITHIDIA ONCOPELTI

a) Dosaje de azicares totales:

Se realizé empleando la reaccidén de fenol - dcido sulfirico (152)

con una solucién patrén de manosa:galactosa (3:2) 0,5 mg/ml.
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Alicuota Absorbancia E§7EEEEEE mg aziicar
alicuota totales
Solucidn patrdn 20 ul 0,22 10
Solucidén patrén 40 ul 0,44 20
Solucién patrdn 60 ul 0,64 30
Solucidén patrén 80 ul 0,86 40
GLCP ( 1,4 mg/ml) 20 ul 0.57 26,1 1,31

El dosaje realizado indica que el GLCP posee un 93 % de azucar.

b) Dosaje de proteinas:

Se realizé empleando el método de Bradford (154) para lo cual
se usé el reactivo de Bio Rad (Bio Rad Protein Assay) con un patrén de

albimina bovina 1,4 mg/ml.

. . ug proteina mg proteina
Alicuota Absorbancia ug_proteina g P

alicuota totales
Solucién patrén 10 ul 0,15 14
Solucién patrén 20 ul 0,28 28
Solucidén patroén 40 ul 0,53 56
Soluciéh pat}én 60 ul 0,79 84
GLCP ( 4,5 mg/ml) 100 ul 0,13 13,7 0,137

El dosaje realizado indica que el GLCP posee un 3 % de proteina.

c¢) Dosaje de hexosaminas:

Se realizdé empleando la técnica de Elson-Morgan (155) con una pa-
trén de clorhidrato de glucosamina (Merck) 1,85 mg/ml. El1 GLCP (2,55 mg) fue
previamente hidrolizado con HCl 4N, 6 h, a 100°C, se evaporé el HCl, y el hi

- . & 3 + ’
drolizado se cromatografié en una columna de resina Dowex 50(H ), eluyéndose
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con agua los azucares neutros y con HCl 0,5 N las hexosaminas. La fraccién
de hexosaminas se llevé a sequedad, se eliminaron los restos de acido por
agregado de pequefias cantidades de agua seguido de evaporacién, y se tomd

el residuo en 100 ul de agua para su dosaje.

ug hexosamina

Alicuota Absorbancia ~1Tonors
Solucién patrén 10 ul 0,180 18, 50
Solucidén patrén 15 ul 0,270° 27,75
Solucidén patrén 20 ul 0,365 37,00
Solucidén patrén 30 ul 0,530 55,50
GLCP 100 ul 0.195 19,95

El dosaje realizadc indica que el GLCP posee un 0,8 % de hexo-
saminas. Una alicuota del GLCP procesada del modo descripto para la se-
paracién de la fraccidn de hexosaminas, fue cromatografiada en cromaté-
grafo gas-liquido verificdndose que la Unica hexosamina componente del

GLCP es la glucosamina.

d) Dosaje de fosforo total:

El dosaje se realizé empleando un método adaptado del de Bartlett

(158) con un patrén de P04H2K 0,5 mM.
Alicuota Absorbancia EESESE—QE-B uzoles de P
alicuota totales
Solucidn patrén 50 ul 0,125 0,025
Solucién patrén 100 ul 0,260 0,050
Solucidén patrén 150 ul 0,385 0,075
Solucién patrén 200 ul 0,520 0,100

GLCP ( 1,4 mg/ml) 200 ul 0,580 0,111 0,555



El dosaje realizado indica que el GLCP posee un 1,2 % de fdésforo

total ( el dosaje de fésforo inorgdnico indicé ausencia del mismo)

DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE AZUCARES DEL GLCP

a) Hidrélisis dcida total:

El GLCP ( 1-2 mg) se hidrolizd en forma total por calentamiento
con 1-2 ml de dcido sulfirico 1 N, 8 h, a 100°C, o en forma alternativa
con dcido trifluoroacético 2 N ( 2 ml), a 110°C, 3 h. En ambos casos los
hidrolizados fueron procesados segun la técnica descripta en el capitulo
de Métodos Generales para la preparacién de muestras hidrolizadas para

ser cromatografiadas en CGL.

b) Hidrdélisis dcida parcial:

b-1) Hidrélisis de galactosas furanésicas:

El GLCP (7,8 mg) se hidrolizé por agregado de 2 ml de dcido tri-
fluoroacético 0,05 N y calentamiento a 100°C, 2 h. El hidrolizado se eva-
pord y cromatografidé luego en una columna de Bio Gel P2, obteniendo el GLCP
.degradado (GLCPdeg) como fraccidn excluida de la columna y los azicares li-

berados ( galactosa principalmente) como fraccién totalmente incluida.

b-2) Hidrdlisis de fucosa:

El GLCP ( 4,8 mg) se hidrolizd por calentamiento con dcido sulfu-
rico 0,1 N ( 2 ml) , 8 h, 100°C. La muestra hidrolizada se neutralizdé con
COBBa lavado con HCl, se filtrd, y se cromatografié en una columna de Bio
Gel P2 obteniendo una fraccidén excluida parcialmente hidrolizada y una

fraccién incluida conteniendo fucosa y otros azicares liberados en las con-

diciones de hidrélisis empleadas.
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DETERMINACIONES REALIZADAS SOBRE LAS FRACCIONES DE GLICOCONJUGADOS

F IB, F I1IB, y F IF DE CRITHIDIA ONCOPELTI

En forma andloga a la expresada para el GLCP se realizaron deter-
minaciones de azicares totales, proteinas, hexosaminas, y fésforo cuyos por-
centajes se indican en la Tabla (15). Las proteinas se dosaron en estos ca-
sos por el método de Lowry (153).

Para F IB y F IIB se realizaror ademias determinaciones de acidos

grasos totales y bases de cadena larga.

a) Composicién de azlicares totales de las fracciones F IB, F IIB, y F IF:

Se hidrolizaron 2 mg de cada una de las fracciones mencionadas
con 2ml de dcido sulfurico 1IN, 8 h, 100°C. Los hidrolizados fueron proce-
sados segin la técnica descripta en el capitulo de Métodos Generales pa-
ra la preparacién de muestras hidrolizadas para ser cromatografiadas en

CGL.

b) Degradacidn alcalina de glicoconjugados: .

Las fracciones F IB y F IIB fueron sometidas a procesos de de-
gradacién alcalina ( Esquema 7). Se disolvieron 5 mg de cada una de las
muestras en 2 ml de NaOH 1 N y se calentaron en sendos tubos de teflon
cerrados, a 100°C durante 40 h. Luego de este lapso las mezclas de reac-
cidén se extrajeron 3 veces con 5 ml de acetato de etilo cada vez. La fa-
se orgdnica se separdé por decantacidon, se secd con MgSO4 anhidro y se e-
vapord a presidén reducida. El residuo se tomé en 5 ml de acetato de eti-
lo y se dosd segin la técnica para dosaje de esfingosinas ( Métodos Ge-
nerales, pag .163).

La fase acuosa se acidificé con HC1l IN y se extrajo 3 veces con

10 ml de eter etilico cada vez. El extracto etéreo se secd con Na2504 an-
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hidro, se evapord a presidén reducida y se analizoé el residué.de-acuerdo a'la
técnica para dosaje de dcidos grasos (Métodos Generales, pag.161 ).

La fase acuosa extraida sucesivamente con acetato de etilo y con
éter etilico se neutralizé con solucidén diluida de NaOH y se desalé por cro
matografia en Bio Gel P2. La fraccidén excluida de la columna se hidrolizé
con dcido sulfirico IN, 8 h, a 100°C y el hidrolizado fue procesado segun
la técnica descripta en el capitulo de Métodos Generales para la prepara-

cidén de muestras hidrolizadas para ser cromatografiadas en CGL.

b-1) Determinacidn de acidos grasos totales:

Esta determinacidén se realizd empleando el método del perclora-
to férrico descripto por Snyder y Stephens(101). Se emplearon las fraccio
nes de dcidos grasos obtenidas por degradacién alcalina de muestras de
S mg de F IB y F IIB. Los dcidos grasos fueron previamente metilados con
F3B / metanol (Métodos Generales, pag.l57). Paralelamente se procedid a
metilar de igual forma 1 mg de dcido palmitico que fue empleado como pa-

trdén ( Peso molecular 256).

uequiv.palmitico uequiv.palmitico

Alicuota  Absorbancia

alicuota totales
Solucién patrén 64 ul ¢,180 0,50 128
Solucidn patrén 96 ul 0,320 0,75 192
Solucién patrén 128 ul 0,490 1,00 256
Solucién patrén 160 ul 0,640 1,25 320
F IB 250 ul 0,745 1,74 445,5
F IIB 250 ul 0,870 2.05 520

El dosaje realizado nos indica que F IB posee un 8,6 % de dci-
dos grasos y F IIB un 10,1 %, en ambos casos medidos como dcido palmiti-

Co.



b-2) Determinacidn de bases de cadena larga:

Esta determinacién se realizd empleando el método del anaranja-

do de metilo descripto por Lauter y Trams (160 )(Métodos Generales, pag.

163). Se dosaron las fracciones de bases de cadena larga liberadas por

degradacidn alcalina de muestras de 5 mg de F IB y F IIB. Las fraccio-

nes mencionadas se disolvieron en 5§ ml de acetatode etilo y se dosaron

con un patrén de dihidroesfingosina (esfinganina) 0,7 mg/ml en acetato

de etilo.

Solucidn
Solucidn
Solucién
Solucidn
Solucidn
F IB

F IIB

patrén
patrdn
patrén
patrén

patrén

El dosaje realizado indica que F IB posee un 7,7 % de bases de ca-

10
20
30
40
50

170
150

Alicuota

ul
ul
ul
ul
ul
ul
ul

Absorbancia

0.130
0,240
0, 360
0,490
0,590
0,235
0,380

0,023
0,046
0,069
0,092
0,115
0,045
0,072

totales

6,92
13,85
20,77
27,69
34,61

398,40
722,40

dena larga y F IIB un 4,5% , en ambos casos medidos como esfinganina.
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PROCESOS DEGRADATIVOS SECUENCIALES REALIZADOS SOBRE EL GLCP DE CRITHIDIA

ONCOPELTI

1-a) Oxidacién suave con periodato de sodio. Produccién de formaldehido

El glicopéptido GLCP ( 10 mg) se disolvid en 1,5 ml de agua des-
tilada, se agregaron 1,5 ml de NaIO4 0,1 M, y se dejé reaccionar en la os-
curidad, a temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido ese lap-
so la reaccidn se interrumpidé por agregado de 2ml de dcido sulfirico 1 N
y 2 ml de NaA502 0,5 M. La mezcla de reaccién se dializdé contra 2 voli-
menes de agua destilada durante aproximadamente 6 h, luego de lo cual se
midieron exactamente los volumenes del interior y del exterior de la bol-
sa de didlisis, se tomé una alicuota de la solucidén exterior y se dosé el

formaldehido disuelto mediante el método del dcido cromotrdpico (Métodos

Generales, pag. 109 ). (Esquema (10), pag.100)

Dosaje de formaldehido: El patron de formaldehido fue preparado de la si-

guiente manera (170 ): 2 ml de una solucién de manitol ( 1,81 mg/ml) se oxi-
daron por agregado de 2ml de dcido periédico 0,3 M y 2 ml de solucién 1 M

de NaHCO_, durante 1 h a 25°C. La reaccidn se inFerrumpié por agregado de
15 ml de HZSO4 0,5 Ny 5 ml de NaAst

un volumen final de 50 ml. La oxidacidn del manitol produce 2 moles de for

IM, 1llevando la mezcla de reaccidn a

maldehido y 4 moles de dcido férmico.
umoles H_CO  umoles tot.H, CO

Alicuota  Absorbancia

alicuota mg de GLCP ~
Solucidén patrdn 0,1 ml 0,145 0,080
Solucién patrén 0,2 ml 0,280 0,160
Solucién patrén 0,4 ml 0,560 0, 320
Solucién patrén 0,6 ml 0,840 0,480

GLCP (Vol.total 34,4 ml) 0,3 ml 0,285 0,162 1,863



De acuerdo al dosaje realizado el volumen exterior de la bolsa de
didlisis (34,4 ml) contendria disueltos 18,63 umoles de formaldehido equi-
valentes a 0,302 mg de hexosa anhidra. Considerando que el GLCP posee un
93 % de azicares totales ( Tabla 15 ), habria un 32,5 % de hexosa en con-

diciones de producir formaldehido por oxidacién con Na104.

1-b) Hidrélisis parcial y oxidacidén total con periodato de sodio:

El contenido de la bolsa de didlisis se dializd extensamente con
tra agua destilada para eliminar sales, se liofilizd, y se sometié a una re
duccidén por disolucidn en 2 ml de agua destilada alcalinizada a pH & con
NH40H 0,1 N y posterior agregado de 2 mg de NaBH4. Se dej6é reaccionar toda
la noche, la reaccién se interrumpié por acidificacidén con 4dcido trifluo-
roacético, se llevé a una concentracién final de 0,05 N en dcido trifluo-
roacético (TFA) y se hidrolizdé por calentamiento en tubo cerrado a 100°C
durante 2 h. Luego de este lapso la muestra se concentrdé a presidn reduci-
da y se cromatografié en una columna de Bio Gel P2. A la fraccidén exclui-
da de la columna se le tomd el pode} rotatorio y posteriormente se sometid
a una oxidacidén total con NaIO4 0,05 M durante 4 dias. La mezcla de reac-
cidén se dializd extensamente contra agua destilada y se redujo por agrega-
do de 2 mg de NaBH4 a pH 8 durante una noche, luego de lo cual se acidi-
ficd hasta una concentracién 2N en TFA y se hidrolizdé por calentamiento a
110°C durante 3 h. A continuacidn se prosiguidé con el tratamiento indica-
do para realizar CGL de alditoles acetilados (Métodos Generales, pag.157).
(Esquema(10))

La fraccidén totalmente incluida en la columna de Bio Gel P2 y
positiva frente a la reaccidén de fenol-dcido sulfirico, se cromatografié
en una columna (0,5 x 10 cm) de resina mixta (Amberlite MB-3) y la frac-
cidén no retenida fue procesada para CGL de acuerdo a la técnica descrip-

ta en el capitulo de Métodos Generales.
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2) Separacidén de un oligosacdrido liberado por hidrdélisis parcial

del GLCP

Se disolvieron 7,8 mg del glicopéptido GLCP en 2 ml de agua des-—
tilada y 2 ml de TFA 0,1 N, hidroliZandose por calentamiento a 100°C du-
rante 2 h en tubo cerrado. La mezcla de reaccidn se evapord y se cromato-
grafidé en columna de Bio Gel P2 obteniéndose una fraccién excluida corres
pondiente al GLCP parcialmente hidrolizado (GLCPdeg.) y una fraccién to-
talmente incluida con reaccidn positiva al fenol-dcido sulfurico, coente-
niendo galactosa principalmente y otros aziucares liberados en la reaccidn.

La fraccién GLCPdeg. se dializd en sistema cerrado contra 10 vo-
limenes de agua destilada, renovando esta uUltima 4 o 5 veces. El contenido
de la bolsa de didlisis y la solucidn exterior se liofilizaron por separa-
do y cada una de las fracciones obtenidas se hidrolizaron con TFA 2N, 3 h
a 110°C, y se procesaron para CGL segiun la técnica descripta (Métodos Ge-

nerales, pag.170).( Esquema(11))

3) Marcacidn con tritio del oligosacdrido liberado por hidrdlisis dcida par-

cial del GLCP

Se disolvieron 1,85 mg del GLCP en 0,28 ml de agua destilada y
se agregaron luego 0,28 ml de NaIO4 0,1 M. La reaccién de oxidacidén se'dejé

transcurrir 30 minutos, interrumpiéndose por agregado de 0,37 ml de NaAst

0,5My 0,37 ml de HZS 1 N. La mezcla de reaccidn se dializd extensamen-

0
4
te contra agua destilada, se alcalinizdé a pH 8 con NH40H 0,1 N y se redujo

90 minutos por agregado de una pequefia cantidad de NaB™H,. Luego de ese lap

4
so se agregaron 3 mg de NaBH4 y al dia siguiente la mezcla se dializd ex-
tensamente contra agua corriente y luego contra a agua destilada.

El contenido de la bolsa de didlisis se liofilizé y posterior-

mente se hidrolizd en 2 ml de TFA 0,05 N, por calentamiento a 100°C



durante 2 h. El hidrolizado se cromatografis en columna de Bio Gel P2
luego de evaporar el dcido. Se obtuvieron 2 fracciones,excluida e incluida
respectivamente, la primera de las cuales se dializd en sistema cerrado en
forma similar a la descripta en 2)(pag.191). El interior y la solucién ex-

terior de la bolsa de didlisis se liofilizaron separadamente.(Esquema(9))

4) Degradacidn secuencial alcalina, dcida, y enzimdtica del GLCP

El GLCP (19,8 mg) se incubd con 4 ml de NaOH 0,1 N, NaBH4
3

y una pequefia porcién de NaB H4, a 40°C durante 45 h. La reaccidén se inte-

0,2 M,

rrumpidé por neutralizacidn con dcido acético y se cromatografid en Bio Gel
P2. La columna se monitored por dosaje de azicares por fenol-icido sulfuri-
co y por dosaje de radioactividad. Se obtuvieron 2 fracciones, excluida 1 e
incluida 1 respectivamente.

La fraccidén incluidal se traté con resina mixta (Amberlite MB-3)
con indicador, hasta eliminacidn de las sales radioactivas, y luego de lio-
filizarla se cromatografid en papel con Solvente 3 durante 34 h con testi-
gos de maltooligosacdridos.

La fraccién excluida 1, denominada ,:-"_GLCP/g,-elim." se liofilizé
y luego se hidrolizé con TFA 0,05 N, 2 h, a 100°C. El hidrolizado se eva-

poré y luego se cromatografié en columna de Bio Gel P2, obteniéndose dos

fracciones, excluida 2 e incluida 2 respectivamente.

La fraccidn excluida 2 se dializé en sistema cerrado en forma
similar a la descripta en la experiencia 2)( pag.191). El contenido de la
bolsa de didlisis se liofilizd, se disolvid en 0,25 ml de buffer acetato
de sodio 0,1 M, pH 5,65 y se agregaron 9 unidades de una endoglicosidasa

de Streptomyces plicatus (Endo H) (Miles Laboratories). La solucidn se

incubé durante 20 h a 36-37°C tras lo cual se alcalinizdé a pH 8 con NH40H

3

2 N, y se agregé una pequefia cantidad de NaB H4. La reaccién de reduccién

se dejé transcurrir 60 minutos y luego de ese lapso se agregaron 5 mg de
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NaBH4 y se dejé durante todala.noche. La reaccién se interrumpié por acidi
ficacidn con dcido acético, y la solucidn se cromatografidé una vez mds en
columna de Bio Gel P2. La fraccién excluida 3 denominada "GLCP endo H" se
liofilizé y luego se hidrolizdé con TFA 4 N, 4 h, a 100°C. El hidrolizado
se evapord varias veces con agregado de pequefias porciones de agua desti-
lada hasta pH neutro, y luego se cromatografié por columna de resina Dowex
50(H") eluyéndose primero con agua destilada y luego con HCl1 0,5 N.

La fraccidn eluida con agua destilada de la columna de resina
se procesd para CGL segin el tratamiento indicado en Métodos Generales.

La fraccién eluida con HC1l 0,5 N se evapord hasta eliminacidén
de los restos de dcido y se cromatografid en papel Whatman n°l con Sol-
vente 4 durante 44 h, utilizando un testigo de glucosaminitol preparado
por reduccidén de 2 mg de clorhidrato de glucosamina (Merck) con 5 mg de
NaBH, a pH 8 durante una noche, neutralizacidén con dcido acético, y croma
tografia por columna de resina Dowex 50(H+), eluyendo con HC1l 0,5 N, en
forma andloga a la descripta mds arriba para la muestra.

El cromatograma s@ cortd en tiras y se contaron estas ultimas en

contador liquido de centelleo. (Esquema(12))

3

DEGRADACION ENZiMATICA DEL OLIGOSACARIDO-"H AISLADO A PARTIR DEL GLCP

DE CRITHIDIA ONCOPELTI

El Oligosacérido—3H ( 35.000 cpm aproximadamente) (Esquema(9) )
en 0,1 ml de buffer acetato de sodio 0,1 M, pH 4,7, se incubd con 2 mg de
la enzima/b- glucosidasa ( Sigma) a 37°C durante 24 h. La reaccién se in-
terrumpidé por calentamiento a 80 °©C, § minutos. La solucién se filtrd para
eliminar el insoluble aparecido luego del periodo de calentamiento, y se
llevé a una concentracién 0,1 M en citrato de sodio, con un pH 4,6, tras
lo cual se agregaron 0,2 ml de  -manosidasa (Boheringer). Se incubdé a 37°C

durante 48 h y se repitid el calentamiento anterior para destruir la acti-
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vidad enzimitica. La muestra se cromatografidé en una columna (100 x 1,5 cm)
de Sephadex G-25 (Pharmacia) equilibrada con agua destilada. Se eluyeron 2
fracciones con diferentes volimenes de inclusién detectadas por monitoreo
mediante lecturas en contador liquido de centelleo. La fraccién mds inclui-
da (bajo peso molecular) fue posteriormente liofilizada y cromatografiada
en papel con Solvente 4 durante 19 h. El papel se cortd en tiras las que

fueron contadas en el mencionado contador.

p . P 1
Espectrometria de resonancia magnética nuclear de 3C del GLCP

El espectro de RMN 13C del glicopéptido GLCP fue realizado sobre

una muestra de 75 mg disueltos en 4 ml de 6xido de deuterio, en un tubo de
12 mm de didmetro. El ancho espectral fue de 5 KHz (200 ppm); el 4dngulo de
barrido 40 useg, el tiempo de adquisicién 0,8 seg y el numero de pulsos

225.000. El espectro fue realizado a temperatura ambiente.
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RESUMEN

El presente trabajo de tesis tuvo por objeto el aislamiento, puri-
ficacidén y determinacidn de estructura de glicoconjugados del tripanosomati-

deo Crithidia oncopelti. Este microorganismo tiene la particularidad de po-

seer en su citoplasma una organela adicional, que ha sido caracterizada co-
mo una bacteria simbidtica, la que confiere al flagelado habilidades nutri-
cionales muy importantes.

Se presentan:

1) Una introduccién referida a la clasificacién general de los protozoarios

flagelados y en particular a los de la Familia Trypanosomatidae. Se resefian

los estudios realizados con el protozoario C.oncopelti luego del descubri-
miento de los "cuerpos bipolares" en el citoplasma del microorganismo, con

el fin de demostrar la naturaleza bacteriana de aquellos.

2) Un resumen de los estudios realizados en cepas "normales" y “curadas" de

C.oncopelti.

3) Los estudios quimicos realizados en otras especies del Género Crithidia.

4) La interpretacidén y discusidén de los resultados obtenidos que incluye:

a) Cultivos de cepas '"normales" y “curadas" de C.oncopelti.

b) Microscopia electrdnica de cepas “"normales" y "curadas" de
C.oncopelti.

c) Estudios de aglutinacidn de células de C.oncopelti con Concana-
valina A e inhibicidn de la reaccidén con X -metil-D-mandésido.

d) Aislamiento y purificacién de glicoconjugados de C.oncopelti.

e) Estudios quimicos realizados sobre dos glicoconjugados con ca-
racteristicas de glicofosfoceramida.

f) Purificacidén y determinacién de estructura de un glicopéptido

(GLCP).



a) Se empled el medio BHI para cultivar ambas cepas: "normal" y
“curada" de C.oncopelti, estudiidndose las mejores condiciones para el desa-
rrollo de cada una de ellas. Mientras que la cepa "normal" crecidé con mu-
cha facilidad proporcionando cultivos de 3.108 células/ml al cabo de 4 dias
de cultivo, la cepa "curada", aiin con periodos mds prolongados de incubacién,
sélo dio valores de 107 células/ml, demostrando tener dificultades para adap-
tarse al medio.

Las cepas de C.oncopelti fueron criopreservadas a -70°C empleando
una solucidn protectora a base de yema de huevo y glicerol. Por desconge-
lamiento posterior, se observd el perfecto estado de conservacidn de las ce-
pas con el procedimiento empleado. En efecto, la movilidad y capacidad de

reproduccién se mantenian intactas tras un prolongado periodo a -70°C.

b) Los estudios de microscopia electrdnica realizados con ambas
cepas de C.oncopelti permitieron apreciar la presencia de la bacteria sim-
bidtica en el citoplasma de la cepa "normal" y la ausencia de aquella en la

"curada'.

c) Las células de C.oncopelti, cepa "normal", fueron aglutinadas
por la lectina Concanavalina A caon formacidén de las rosetas caracteristicas.
Dicha reaccidén fue inhibida por el aziicar  -metil-D-mandsido. Se calcula-

ron los porcentajes de aglutinacién e inhibicidn.

d) La extraccidén de los glicoconjugados se realizé empleando fe-
nol 44 % y analizando posteriormente las fracciones extraidas en la fase a-
cuosa y en la fase orgdnica.

1) Fase orgdnica:

Luego de eliminar el fenol por didlisis, por extraccidn con Cl3CH/
CH3OH/H20 (10:10:3) se obtuvo una fraccidén F IIB cuya composicidén fue estu-

diada.
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II) Fase acuosa:

Por agregado de 4 volumenes de etanol se precipitd una mezcla de
glicoconjugados. Una fraccidén F IB fue extraida selectivamente de la mezcla
mencionada empleando CI3CH/CH30H/H20 (10:10:3) y su composicidén fue estu-
diada.

La fraccidn sin extraer se purificd por cromatografia en columna
de DEAE-celulosa que dio una fraccidn mayoritaria F IJ que no se retuvo en
la resina.

Por cromatografia de la fraccién F IJ en Sephacryl S-300 se obtu-
vo un glicopéptido (GLCP) de peso molecular ca.46000 cuya composicidn y es-

tructura constituye el trabajo principal de esta tesis.

e) Fracciones F IB y F IIB: Estas dos fracciones poseen porcenta-

jes similares de azucares (30 % y 29,5 %) y proteinas (16 % y 14 %) respec-
tivamente. La composicién quimica de F IB y F IIB, sumada a sus propiedades
electroforéticas harian suponer que dichas fracciones poseen estructuras de
tipo glicofosfoceramida semejantes a las ya informadas para T.cruzi (93 ),

(99 ), y A.castellanii (100). En efecto, al igual que los glicoconjugados

aislados de estos protozoarios, las fracciones F IB y F IIB poseen en su
composicién dcidos grasos (8,5 % y 4,0 %), bases de cadena larga (7,7 % y
4,5 %), inositol (2,1 %y 0,6 %), hexosaminas (4,2 $ y 2,3 %) como glucosa-
mina exclusivamente,y fosfato (2,5 % y 4,1 %) respectivamente.

Las fracciones F IB y F IIB fueron sometidas a hidrdlisis alcalina
con NaOH 1 N, 100°C, 40 h, condiciones que fueron empleadas por Lederkremer
y col. (99) para liberar las bases de cadena larga y dcidos grasos del LPPG
de T.cruzi.

Por extraccién con acetato de etilo del hidrolizado alcalino se
obtuvieron las bases de cadena larga, que se cuantificaron por el método del
anaranjado de metilo. Por acidificacién del hidrolizado, una vez separadas

las bases de cadena larga, se extrajeron los dcidos grasos con éter etilico,
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y fueron cuantificados por el método del perclorato férrico y caracterizados
por CGL de los ésteres metilicos correspondientes. La fraccién F IIB conte-
nia principalmente palmitico (C-16) (.50 %) y estedrico (C-18) (.36 %), en
tanto que F IB poseia miristico (C-14) (.32 %), cantidades menores de liu-
rico (C-12) (.14 %), palmitico (.17 %), y un considerable porcentaje de un
dcido graso de cadena impar (C-15) (34 %). F IIB poseia ademds un pequefio
porcentaje de lignocérico (C-24) (.3 %), ausente en F IB, dcidc graso presen
te en el LPPG de T.cruzi y poco comun en este tipo de protozoarios.

El hecho de que los componentes de F IB y F IIB fueran cualitativa-
mente similares a los del LPPG de T.cruzi, sumado a su particular solubilidad
en un solvente como Cl3CH/CH30H/H20 (10:10:3) también empleado para extraer
a este ultimo glicoconjugado; la similar movilidad electroforética; y los re-
sultados obtenidos luego de la degradacién de F IB y F IIB en medio alcalino,
podrian implicar parentescos estructurales entre el LPPG de T.cruzi y los dos
glicoconjugados aislados de C.oncopelti.

f) Estudios estructurales del glicopéptido GLCP: Se aisld de célu-

las enteras o'de células de las que previamente se habian separado, por suce-
sivas centrifugaciones, las bacterias simbidticas, con lo cual se demostrd
que el GLCP pertenece a las células de C.oncopelti y no a la estructura de
las bacterias.

- Se analizd un 93 % de dzucares neutros totales, correspondien-
do un 89 % del total a manosa y galactosa (49,4 y 39,6 % respectivamente).
Posee ademds una pequefia proporcidn de glucosa (6 %), fucosa (4,4 %) y tra-
zas de arabinosa (0,6 %) aunque las proporciones de estos dos ultimos azi-
cares variaban en los diferentes cultivos.La composicién del GLCP se com-
pletd con un 3 - 5 % de proteina, un 0,8 % de hexosaminas (como glucosamina)
y un 1,2 % de fésforo.

~La presencia de fucosa, desoxiazuicar poco comiin en protozoarios,

fue confirmada por hidrdlisis del GLCP en condiciones en las que este azu-



car es mias estable (H2504 0,1 N, 100°C, 8 h),y se analizd luego por CGL.

— E1 GLCP posee un 39,6 % de galactosa. El dosaje de formaldehido
producido por oxidacién suave con NaIO4 permitié determinar que un 32,5 %
(es decir, el 82 % del total de galactosa) se hallaria en configuracién fu-
randsica. En efecto, por tratamiento dcido suave (TFA 0,05 N, 100°C, 2 h)
del GLCP, se liberd el 35 % de los azucares componentes del GLCP, corres-
pondiendo .95 % a galactosa. En otra experiencia,se determind que por oxi-
dacidn controlada con NaIO4 y posterior hidrélisis con dcido diluido se li-
beraba arabinosa. Este ultimo azucar, presente sdlo en forma de trazas en
el GLCP original, provenia de la degradacién de las galactosas furandsicas
por ruptura de la unién entre C-5 y C-6.

—~ Se determind el poder rotatorio del GLCP y del GLCP degradado
(GLCPdeg. ), libre de galactosas furandsicas, que dio valores de -7,4° y
+40,6° respectivamente, lo cual indicaba uniones &« entre los residuos de
manosa y/a de los residuos de galactosa.

— E1 GLCP y el GLCPdeg. fueron sometidos a estudios de metilacidn
por el método de Hakomori, y los derivados metilados obtenidos fueron ca-
racterizados por CGL y CGL-masa. El bajo porcentaje de derivados trimetila-
dos de manosa indicd que el GLCP posee una cadena de manosas muy ramifica-
da. E1 3;4,6—tfi—0—metil derivado de manosa mostrd una gran variacidn de
los porcentajes antes(17 %) y después (68 %) de la degradacidén, en tanto
que se observé una disminucidn del porcentaje de 4,6-di-O-metil derivado.
Estos resultados indicaron que las galactosas furandsicas sustituyen la po-
sicidén-3 de las manosas.

- El alto porcentaje de 2,3,5,6-tetra-0O-metil derivado de galactosa
indicd que las ramificaciones consisten en su mayor parte de una unidad de
galactosa. Se encontraron también algunas unidades de galactosa pirandsica

(7 %).

—Los estudios de oxidacidén con NalO 6 del GLCP dieron un consumo de

4
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0,87 moles de NaIO4 por mol de hexosa anhidra y una produccidén de 0,1 moles
de dcido fdérmico. El bajo porcentaje de dcido producido confirmé la baja
proporcidén de extremos pirandsicos no reductores y de uniones pirandsicas
(1-»6) que producirian 1 mol de férmico. El consumo de periodato estaba de
acuerdo con el porcentaje de galactosa furandsica terminal (33 %), las uni-
dades de manosa unidas (1-»2) sin ramificar en C-3 (17 %), y las unidades de
manosa terminales no reductoras (8 %) halladas por los estudios de metila-
cién.

—Luego de la oxidacidén con NaIO4 e hidrélisis dcida del GLCP se a-
nalizé un 46 % de manosa, porcentaje que bajaba notablemente (15 %) si el
GLCP se degradaba con dcido suave antes de la oxidacién con Na104. Estos va-
lores confirmaban la unién (1--2) entre manosas y la ramificacién en C-3.

—Por didlisis de la fraccién GLCPdeg. se observé que se separaba un
oligosacdrido que hidrolizado y analizado por CGL contenia manosa, galactosa,
glucosa y arabinosa en relacién (20:2:1:1). Las caracteristicas cromatogrd-
ficas del oligosacdrido en Bio Gel P2 y Sephadex G-25, su facilidad para dia-
lizar, y el porcentaje del GLCP que aquel representaba, indicaron un peso mo-
lecular ca. 4000. El oligosacdrido se halla unido a la cadena principal del
GLCP por galactosa furanésica y s6lo uno de los residuos de galactosa posee-
ria esta configuracidén. Cuando se llevé a cabo la hidrdlisis dcida suave del

glicopéptido GLCP marcado por oxidacidén con Nal0, seguida de reduccién con

4
NaB3H4 , se obtuvo el oligosacdrido mencionado marcado, lo cual confirmaba
su unidén por galactosa furandsica a la cadena principal.

— Cuando el oligosacdrido marcado se tratéd con/B -glucosidasa y lue-
go con & -manosidasa se observd la hidrdlisis parcial de aquel con liberacién
de arabinosa radioactiva. Esto indica que el oligosacdrido que experimenta
hidrdélisis enzimdtica estaria constituido por glucosa como extremo no reduc-
tor unida.fS—glicosidicamente a una cadena de manosas con galactosa furandsi-

ca en el extremo reductor. El hecho de que sélo se consiguid degradar enzi-

miticamente algunas de las moléculas del oligosacdrido indicaria una hetero-
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geneidad del mismo. Dado que el analisis de fosfato de esta fraccién fue po-
sitivo, las moléculas resitentes podrian estar sustituidas por fosfato.

— El1 andlisis de hexosaminas (0,8 %) del GLCP, caracterizadas como
glucosamina, indicé, para un peso molecular de 46.000, la existencia de dos
residuos del aminoazucar por molécula del GLCP.

— Se realizaron estudios para determinar la unidn del polisacdrido
al péptido. Por tratamiento del GLCP con NaOH 0,1 N, 40°C, 30 h se observd
aumento de absorbancia a 240 nm, caracteristica de reacciones de/ﬁ»-elimi—
nacién. El1 andlisis de los aminodcidos componentes del GLCP antes y después
de dicha reaccidn, reveld una disminucién en el contenido de serina y treoni-
na del orden del 35 %. Cuando la hidrélisis alcalina se realizd en presencia
de NaB3H4 se logré marcar una fraccién de azicares liberados que se caracte-
rizé como un di y/o trisacdrido por cromatografia en papel. Estos datos in-
dicaron la existencia de al mencs una cadena de azucares en el GLCP unida O-
glicosidicamente a serina o treonina.

- El GLCg/B-eliminado, degradado con dcido suave y dializado para e-
liminar el oligosacdrido de peso molecular 4.000, fue tratado con la enzima
Endo H en presencia de NaB3H4. Luego de la hidrdlisis dcida se identificé
glucosaminitol—3H. El porcentaje de glucosamina hallado y la ruptura de la
unién entre los résiduos de glucosamina de la di-N-acetil-quitobiosa por
la enzima Endo H indican que la cadena principal del GLCP estaria unida N-
glicosidicamente al péptido.

— Por ultimo, el estudio de RMN-13C del GLCP confirmé las conclusio-
nes sobre su estructura basadas en los estudios quimicos y fisicos realiza-
dos anteriormente. En efecto, en la zona de los carbonos anoméricos se ob-
servan sd6lo dos seflales. Una de ellas (105,60 ppm) muy aguda, corresponderia
al C-1 de residuos/A—D—galactofuranosilo terminales unidos al C-3 de manosa.
La otra sefial (101,3 ppm), mds ancha que la anterior, corresponderia a los re-
siduos de X-D-manopiranosilo con uniones (1-»2) que no se diferenciarian en

las condiciones utilizadas de las unidades 2,3-di-O-sustituidas.
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La realizacidén de todas las experiencias y estudios mencionados
requirieron poner a.punto las técnicas de cultivo de células de Crithidia
oncopelti, periodo durante el cual se pudieron comparar las respuestas de

cepas "normales" y "curadas" a las condiciones de cultivo empleadas.

Parte de este trabajo dio lugar a la siguiente publicacién:

" Purification and composition of glycoconjugates from Crithidia
oncopelti" C.Wolfenson and R.M. de Lederkremer, Comparative Biochemistry
and Physiology, Vol.77B, 555-560,(1984).

Polidederle —
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