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RESUMEN

La N-glicosilacidn de proteinas en la mayoria de las c&lulas eucaridticas

ocurre por transferencia co-traduccional de un oligosacdrido de composicidn

Glc3MangG1cNAc,, de dolicol difosfato a un residuo de asparagina en el pép-

-tido. Después de la transferencia, los oligosacdridos wunidos N-

glicosidicamente a protefnas sufren una serie de reacciones de procesamiento,
consistentes en la remocidn de los residuos de glucosa y algunos residuos de
manosa, y la adicidn de otros residuos de aziicar, tales como acido sidlico,
N-acetilglucosamina, galactosa y fucosa, y de otros sustituyentes, como fos-
fato o sulfato.

Se ha demostrado que en los casos de los tripanosom&tidos Crithidia fasci-

culata, Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana, el oligosacdrido transferido

de dolicol difosfato a proteina no contiene residuos de glucosa, y su com-
posicidn es Man;GlcNAc, en el caso de C. fasciculata, MangGlcNAc, en el caso
de L. mexicana y MangGlcNAcp; en el caso de T, cruzi. C&lulas de T. cruzi
incubadas "“in vivo" con (14C)g1ucosa sintetizan dolicol monofosfato
(14C)manosa pero no dolicol monofosfato (14C)glucosa. Estos fueron los pri-
meros casos en que se observd la transferencia de dolicol difosfato a pro-
tefnas de oligosacdridos carentes de glucosa. Con el objeto de ampliar y
generalizar estas observaciones, se estudid el mecanismo de N-glicosilacidn
de proteinas y procesamiento de oligosacdridos unidos N-glicosidicamente a
protefnas en los siguientes organismos de la familia Trypanosomatidae:

Blastocrithidia culicis, Crithidia fasciculata, Crithidia harmosa,

Herpetomonas muscarum, Herpetomonas samuelpessoai, Leishmania adleri,

Leptomonas samueli, Trypanosoma conorhini y Trypanosoma dionisii. Los




resultados obtenidos se resumen a continuacibn.

- Después de incubar células "in vivo" con (U-14C)glucosa, ninguno de los
tripanosomdtidos mencionados sintetiz0 oligosacdridos unidos a dolicol
difosfato que contuvieran glucosa. En el caso de C. fasciculata, la adicidn
de concentraciones elevadas de glucosa o de inhibidores de la sintesis pro-
teica no modificd este resultado.

- Células de C. fasciculata, T. dionisii y L. samueli sintetizaron dolicol
monofosfato (14C)manosa pero no dolicol monofosfato (14C)glucosa, luego de
ser incubadas en presencia de (U-14C)glucosa. En cambio, en idénticas con-
diciones, células de L. adleri y H. muscarum produjeron dolicol monofosfato
(14C)manosa y dolicol monofosfato (14C)glucosa.

- E1 dolicol de C. fasciculata es un poliisoprenol que contiene sdlo 11 uni-
dades de isopreno, en base a su comportamiento cromatogr&fico en columnas de
exclusidn en presencia de deoxicolato de sodio. El reducido tamafio del
17pido concuerda con la tendencia al acortamiento de la cadena isoprenoide
del dolicol a medida que se desciende en la escala evolutiva.

- E1 oligosacdrido unido a dolicol difosfato de mayor tamafio que se sintetiza
“in vivo" es el mismo para un mismo género. La composicidn de dicho oligo-

sacirido es MangGIcNAc, para Blastocrithidia y Leishmania, Man;GlcNAc, para

Crithidia y MangGlcNAc, para Trypanosoma, Leptomonas y Herpetomonas.

- La estructura de los oligosacdridos unidos a dolicol difosfato es idéntica
a la estructura de los oligosacdridos unidos a dolicol difosfato de igual
composicibn de células animales, los cuales son intermediarios en la sintesis
del oligosacirido final (GlcjMangGlcNAcy).

- Los oligosac&ridos unidos a dolicol difosfato mencionados mds arriba fueron



transferidos a protefnas en todos los casos, ya que su presencia pudo ser
detectada en la poblacidn de oligosacdridos radioactivos que fueron liberados
de glicoproteinas por tratamiento secuencial con proteasa y
endo-@-N-acetilg]ucos'arninidasa H.

- Se describen varias reacciones de procesamiento de oligosacdridos unidos N-
glicosidicamente a proteinas en estos organismos. La demanosilacidn de oligo-
sacaridos sensibles a endo-@-N-acetilg]ucosaminidasa H se observd en todos
los casos, si bien el nimero de residuos de manosa que podian perderse varid

segiin el organismo (T. conorhini y T. dionisii perdieron hasta 4 residuos de

manosa, L. samueli hasta tres, C. harmosa hasta dos y C. fasciculata, B.

culicis, L. adleri y H. samuelpessoai s&lo uno).

- En todos los organismos se detectd la presencia de oligosacdridos sensibles
a endo-@-N-acetﬂglucosamim‘dasa H glucosilados. Los residuos de glucosa se
incorporaron a los oligosacdridos después de la transferencia de &stos a la
protefna. En los casos de C. fasciculata, C. harmosa, T. dionisii, T.

conorhini, B. culicis y L. adleri, se demostrd que los residuos de glucosa

son posteriormente retirados de los oligosacdridos, ya que no se detectaron
compuestos glucosilados radioactivos luego de realizar un “chase" prolongado
con azicar no radioactivo,

- Se detectd tambi&n la presencia de oligosacdridos sensibles a
endo-p-N-acetilg]ucosamim’dasa H que contenian galactosa en C. fasciculata,

C. harmosa, L. samueli y H. samuelpessoai. Los residuos de galactosa se

encontraban en configuracidén furanbdsica, 1o cual fue demostrado por su sen-

sibilidad a la hidrdlisis &cida, oxidacidon con NalOg e hidrdlisis enzimatica

con p-galactofuranosidasa.



- En los casos de L. samueli y H. samuelpessoai, los oligosacdridos trans-
feridos a proteinas fueron elongados por adicidbn de residuos de aziicar, para
dar compuestos de mayor peso molecular.

- Por ultimo, se detectd en C. fasciculata, C. harmosa y B. culicis la

existencia en oligosacaridos unidos N-glicosidicamente a proteinas, de otros

sustituyentes, los cuales no fueron caracterizados. En los casos de C. fasci-

culata y C. harmosa, dichos sustituyentes confirieron resistencia a

endo-@-N-aceti]glucosaminidasa H a los oligosacaridos.

En base a todos los resultados mencionados, se propone una secuencia de N-
glicosilacion de proteinas y procesamiento de glicoproteinas para varios de
los tripanosomdtidos estudiados en esta tesis. Asimismo, se discute la posi-
bilidad de que los tripanosomatidos configuren una familia de "mutantes

naturales” en la N-glicosilacidn de proteinas.

Parte de los resultados presentados en esta tesis ha sido publicada en los
siguientes articulos:

“N-linked, high mannose-type oligosaccharides in the protozoa Crithidia

fasciculata and Crithidia harmosa contain galactofuranose residues". D.H.

Mendelzon & A.J. Parodi (1986) The Journal of Biological Chemistry, 261,
2129-2133.

“Characterization of dolichol monophosphate- and dolichol diphosphate-1inked
saccharides 1in trypanosomatid flagellates". J.0. Previato, D.H. Mendelzon &

A.J. Parodi (1986) Molecular and Biochemical Parasitology, 18, en prensa.

“Characterization of protein-linked oligosaccharides in trypanosomatid

flagellates*. D.H. Mendelzon, J.0. Previato & A.J. Parodi (1986) Molecular



and Biochemical Parasitology, 18, en prensa.



1.INTRODUCCION

1.1.GLICOPROTEINAS

1.1.1.Generalidades, clasificacidn y estructura

La definicidon de glicoproteina corrientemente aceptada es debida a
Gottschalk (1). Segin la misma, las glicoproteinas son proteinas conjugadas
conteniendo como grupo prostético uno o mds heterosacdridos, generalmente
ramificados, con un numero de residuos de aziicar relativamente pequefio,
carentes de una unidad repetitiva y unidos covalentemente a la cadena poli-
peptidica. Esta definicidn establece una clara distincibn entre las glicopro-
teinas y los demds compuestos conteniendo una uniSn covalente
azicar-aminoacido, denominados genéricamente proteoglicanos. Estos Gltimos se
caracterizan, contrariamente a las glicoproteinas, por poseer una unidad
repetitiva en la porcidn sacaridica, un nimero relativamente alto de residuos
de aziicar por molécula y la carencia (generalmente) de ramificacion.

La clasificacidn de las glicoproteinas se realiza en base a la natura-
leza de la unidn azicar-aminodcido. En base a este criterio, las glicopro-
teinas se dividen en dos grandes grupos: 0O-glicosidicas y N-glicosidicas.

Las glicoproteinas 0-glicosVdicas pueden a su vez, dividirse en tres
subgrupos, de acuerdo con el aminodcido involucrado en la unidn (Fig. 1): el
primer grupo esta formado por aquellas que involucran al -OH de un residuo
serina o treonina, 1lamadas glicoprotefnas de tipo mucina (2). El aziicar
involucrado en la unidn puede ser N-acetilgalactosamina o xilosa en células

animales. Se han detectado en levaduras y otros hongos, glicoproteinas de
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Figura 1. Uniones aziicar-aminodcido caracteristicas de las glicoproteinas.



este tipo en las cuales el azicar involucrado en la unidn a la proteina es
manosa o galactosa (3).

El segundo grupo de glicoproteinas 0O-glicosidicas estd@ formado por los
colagenos de las membranas basales de organismos animales. En estas sustan-
cias la unidn aziicar-aminodcido estd formada entre un residuo de galactosa y
el grupo -OH de un residuo de hidroxilisina en el péptido (3) (Fig. 1).

Por Gltimo, la pared celular de células vegetales contiene glicopro-
teinas denominadas extensinas, en las cuales la unidn aziicar-aminodcido esta
formada por un residuo de arabinosa unido 0-glicosidicamente a un residuo de
hidroxiprolina (3) (Fig. 1).

La unidn azlicar-aminodcido caracteristica de 1las glicoproteinas N-
glicosidicas estd formada por un residuo de N-acetilglucosamina unido N-
glicosidicamente 'al grupo -NH de la cadena 1atera1 de un residuo de
asparagina (Fig. 1). Estas glicoprotefnas se subdividen a su vez, de acuerdo
con la estructura de la cadena oligosacaridica unida a la proteina, en tres
grupos (2) (Fig. 2):
a)Glicoprotefnas de “alta manosa". Son aquellas que contienen solamente
manosa y N-acetilglucosamina. Los oligosacdridos de estas glicoproteinas
poseen un “niicleo" heptasacaridico comin; la variabilidad estd@ dada por el
nimero y posicidn de residuos de manosﬁ en unidn o 1-s2 unidos a los residuos
de manosa de los extremos no reductores del "niicleo".
b)Glicoproteinas complejas. Los oligosacdridos de estas glicoproteinas con-
tienen un nicleo pentasacdridico, y la variacidn estructural viene dada por
el nimero de cadenas externas unidas a los residuos de manosa de los extremos

no reductores. Frecuentemente, en células animales las cadenas externas estan
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formadas por el trisacdrido NeuAcO(Z-vGGalﬁl-MGlcNAc. aunque se ha
registrado considerable variabilidad estructural (2). Por otra parte, es fre-
cuente encontrar un residuo O{-fucosilo unido al C-6 del residuo de N-
acetilglucosamina proximal (Fig. 2).
c)Glicoproteinas hibridas. Como su nombre lo indica, los oligosaciridos de
estas glicoproteinas presentan rasgos estructurales caracteristicos de los
dos grupos antes descriptos (Fig. 2).

La notable conservacion estructural de los "nlcleos" de los oligo-
sacaridos unidos N-glicosidicamente a proteinas en los tres grupos descrip-
tos, sugiere que todos ellos son sintetizados a través de una ruta metabdlica

comiin. Este mecanismo se describird en detalle en la proxima seccidn.

1.1.2.Glicosilacidn de proteinas

La biosintesis de oligosacdridos unidos 0-glicosidicamente a residuos
de serina o treonina, ocurre por glicosilacidn secuencial, de modo que el
producto de la reaccion catalizada por una glicosil transferasa es el
sustrato aceptor para la siguiente glicosiltransferasa (4). La primera reac-
cidon consiste en la transferencia de un residuo de N-acetilgalactosamina a
partir de UDP-N-acetilgalactosamina, al grupo -OH de un residuo serina o

treonina en la cadena polipeptidica.
UDP-GalNAc + HO-(ser/thr) -» GalNAc-0O-(ser/thr) + UDP

La elongacidn del oligosacdrido se producird por adicidn secuencial de
residuos de azlicar, a partir de los nucledtido-azicares correspondientes, a

la glicoproteina.
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La estructura final del oligosacdrido estd determinada por varios fac-
tores. En primer lugar, es evidente que la misma se encuentra bajo control
genético a nivel de la expresidon del numero y tipo de glicosil transferasas
que seran producidas en una célula determinada. Un ejemplo bien documentado
de esto lo constituye la base genética de los grupos sanguineos A, B y 0, los
cuales estan determinados por la estructura de los carbohidratos presentes en
glicoproteinas y glicolipidos de la superficie del eritrocito (4, 5).

Otro factor que influye sobre la estructura final del oligosacadrido
unido 0-glicosidicamente a proteinas es la proporcidon relativa de las
diferentes glicosil transferasas presentes en la célula. Al 1legar a un punto
de ramificacion en la secuencia biosintética del oligosacarido, la ruta
metabdlica seguida preferencialmente dependera de la cantidad relativa de las
glicosil transferasas involucradas en dicho punto. Un interesante ejemplo de
este fendmeno ha sido informado por Schachter y col. (6), al estudiar las
diferencias estructurales entre los oligosacdridos de las mucinas sub-
maxilares ovina y porcina.

En el caso de la mucina submaxilar ovina, el 95% de los oligosacaridos
unidos O-glicosidicamente a la proteina tiene la estructura NeuAdﬂZ-,GGalNac
-ser/thr, mientras que la correspondiente glicoproteina porcina contiene oli-
gosacaridos mas complejos, con la siguiente estructura:

Ga]NAodl-3Galpl-3Ga1NAcd—thr/ser
1,2 12,6
Fuc NeuAc

La diferencia en las estructuras de los oligosacaridos de las dos muci-

nas se debe a la siguiente razon: la transferencia de acido sialico al resi-

duo de N-acetilgalactosamina mas interno impide la transferencia de galactosa
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al mismo residuo (2). En glandula submaxilar ovina, la relacidn sialil
transferasa/galactosil transferasa es 10-30 veces mayor que en la glandula
porcina. Por ello, la mayoria de los residuos de N-acetilgalactosamina unidos
0-glicosidicamente a la proteina recibird antes un residuo de acido sialico,
impidiendo de este modo 1a elongacion del oligosacdrido.

Por G1timo, la disponibilidad de sustratos dadores de aziicar y la acce-
sibilidad de las enzimas a los sitios de glicosilacion también pueden ser de
importancia en la determinacion de la estructura final de los oligosacdridos
unidos 0-glicosidicamente a proteinas (4,5).

La glicosilacion de proteinas del tipo N-glicosidico ocurre por un
mecanismo totalmente diferente. Un gran cimulo de evidencias experimentales
(7-9) ha demostrado la intervencidon de un intermediario lipidico, el dolicol
(Dol) unido a restos de azicar mediante puentes de fosfato o pirofosfato, en
1a glicosilacidn de residuos de asparagina. La estructura del dolicol es la

siguiente:

CHs3 CH3
| |
H-(CHZ-C=CH-CH2)n-CHZ-CH-CHZ-CHZOH

E1 ndmero de unidades de isopreno varia entre 16 y 24 segiin la especie
(9). La ¢f-saturacidon es una caracteristica invariable de los poliprenoles de
células eucaridticas, lo cual los diferencia del compuesto analogo bac-
teriano, el undecaprenol, que tiene 11 unidades de isopreno y es d-insaturado
(1as halobacterias constituyen una excepcidon, ya que en estos organismos se

ha demostrado la existencia de un poliisoprenol O-saturado es decir un



- 13 -

dolicol).

E1 dolicol no interviene en la glicosilacibn de proteinas como tal,
sino a través de sus derivados fosforilados, dolicol monofosfato (Dol-P) y
dolicol difosfato (Dol-P-P). La via metabdlica para la N-glicosilacidon de
proteinas, denominada "ciclo del dolicol", se esquematiza en la Fig. 3 y sera
descripta a continuacion.

El primer paso consiste en la adicidon de un resto de GlcNAc-P a partir

de UDP-G1cNAc, al Dol-P.
UDP-G1cNAc + Dol-P —» Dol-P-P-G1cNAc + UMP

Esta reaccion es inhibida por la tunicamicina, un antibidtico muy uti-
lizado como inhibidor de la N-glicosilacidon de proteinas (10). A con-
tinuacién, se produce la adicion de un residuo de N-acetilglucosamina y un
residuo de manosa, a partir de los nucledtido-aziicares correspondientes,
UDP-G1cNAc y GDP-Man (10) (Fig. 3). Ambos residuos se encuentran en con-
figuracion anomérica @. La sintesis continlia con la adicion de otros cuatro
residuos de manosa, en configuracién(ﬂ, a partir de GDP-Man, para dar origen
a un compuesto de composicidn MangGlcNAc,-P-P-Dol. Seguidamente, se adicionan
otros cuatro residuos mas de manosa, pero en este caso el dador de manosa es

Dol-P-Man, formado a través de la reaccidn:
GDP-Man + Dol-P —» Dol-P-Man + GDP (7)

Por G1timo, el oligosacdrido resultante, de formula MangGlcNAcp-P-P-Dol

recibe tres residuos de glucosa. Nuevamente en este caso, el dador de glucosa



- 14 -

GlcNAc, P-P-Dol

S5GDP Man

UDP GicNAc
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P-P-Dol GlcqyMangGlcNAcyP-P-Dol
GlczMangGlcNAc, Proteina Proteina

Figura 3. El ciclo del dolicol.
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no es el nucledtido azicar sino Dol-P-Glc (11), formado a partir de UDP-Glc

segin la reaccion:

UDP-Glc + Dol-P —» Dol-P-Glc + UDP (7)

Se tiene entonces un compuesto de composicidn GlczMangGlcNAcy-P-P-Dol.
La estructura de este compuesto ha sido totalmente elucidada (12) y se pre-
senta en la Fig. 4.

Los residuos de azlicar son adicionados al oligosacdrido creciente en
forma ordenada. Esta afirmacidon se basa en el hecho de que las estructuras de
oligosacdridos unidos a Dol-P-P de tamafios menores que el del oligosacdrido
final (MangGlcNAc,, Manj;GlcNAc,, etc.) son Gnicas (13), y no se han detectado
cantidades significativas de las demds estructuras posibles si la adicidn de
azlicares fuera al azar. En base a estos resultados se ha propuesto la secuen-
cta de biosintesis que se muestra en la Fig. 5.

La intervencidn de Dol-P-Man en la adicidn de los Gltimos cuatro resi-
duos de manosa ha sido demostrada de manera definitiva por Chapman y col.
(14), quienes informaron que en una 1inea mutante de células de linfoma inca-
paz de sintetizar Dol-P-Man, el oligosacdrido no glucosilado de mayor tamafio
unido a Dol-P-P que se sintetiza "in vivo" es MansGlcNAcy, con la estructura
que se muestra en la Fig. 5. La incubacidn de preparaciones de membranas de
estas células con Dol-P-(3H)Man dio lugar a 1la formacidn de 13ipido-
oligosacaridos radioactivos desde MangG1cNAco-P-P-Dol hasta
MangG1cNAc,-P-P-Dol.

Como se ve en la Fig. 5, la rama que habra de recibir los tres residuos

de glucosa se encuentra ya completa en el oligosacdrido de composicion
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Figura 4. Estructura del oligosacdrido transferido de Dol-P-P a proteina.
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MangGlcNAc,. Sin embargo, las evidencias experimentales indican que el
sustrato preferido para la transferencia de glucosa es MangG1cNAc)-P-P-Dol.
Oligosacaridos glucosilados de menor tamafio se han detectado s6lo en muy
pequefia cantidad (8).

Una vez completada la sintesis, el oligosacdrido es transferido del
Dol-P-P a un residuo de asparagina en una proteina (2). Por Gltimo, la remo-
cidn de un grupo fosfato del Dol-P-P regenera el Dol-P y cierra el ciclo (15)
(Fig. 3). Todas las reacciones del ciclo ocurren en el reticulo endoplasmico
rugoso (2). Se ha demostrado en muchos casos (8) que la transferencia del
oligosacarido a la proteina ocurre simultdneamente con la traduccidn, antes
de que la sintesis de la cadena polipeptidica haya finalizado.

La presencia del ciclo del dolicol se ha detectado en una impresionante
cantidad de sistemas eucaribticos (9); hoy en dia es considerado una carac-
teristica universal de este tipo de células. Mas ain, el oligosacdrido que es
transferido de Dol-P-P parece tener siempre la misma estructura (9). Si bien
se han descripto casos (tales como las mutantes de linfoma descriptas mas
arriba, o ciertas 1ineas celulares en condiciones de ayuno energético) en los
cuales el oligosacdrido transferido a proteinas tiene un contenido menor de
manosa (16-19), la presencia de los tres residuos de glucosa ha sido con-
siderada durante mucho tiempo como un requisito imprescindible para la trans-
ferencia eficiente a proteinas. Como se verda mas adelante, 1los

tripanosomatidos constituyen una notable excepcidn a esta regla.
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1.1.3. Procesamiento de glicoproteinas

Inmediatamente después de ser transferidos de Dol-P-P a la proteina
aceptora, los oligosacérfdos comienzan a sufrir una serie de modificaciones
que habran de conducir finalmente a la gran diversidad estructural de oligo-
sacdridos unidos N-glicosidicamente a proteinas. Estas reacciones se denomi-
nan genéricamente "procesamiento" y serdn descriptas en el orden cronoldgico
en que ocurren en la célula. En la Fig. 6 se presenta un esquema ilustrativo
de las reacciones de procesamiento mds importantes que ocurren en células
animales.

La primera etapa del procesamiento consiste en la remocion de los tres
residuos de glucosa del oligosacarido precursor (8)(etapa 2, Fig. 6). Dos
enzimas participan de esta reaccion (20-23). La primera, denominada glucosi-
dasa I, remueve sdlo el residuo de glucosa terminal. La segunda actividad
(glucosidasa 11), es inactiva con Glc3MangGlcNAc,, pero actia sobre
G]czMangGlcNAcz y GlclMangGlcNAcz para dar MangGlcNAc,. Ambas glucosidasas
son proteinas de membrana que estdn localizadas en la superficie luminal de
los reticulos endoplasmicos liso y rugoso (20).

E1 paso siguiente en el procesamiento es la remocidon de los residuos
de manosa que se encuentran unidos por uniones o 1-2 (etapa 3a, Fig. 6). El
nimero de residuos de manosa hidrolizados puede variar entre 0 y 4, depen-
diendo de la glicoproteina (8). Las &{-manosidasas responsables de esta etapa
del procesamiento se encuentran en el reticulo endopldsmico rugoso y en el
aparato de Golgi (24, 25). Contrariamente a lo observado durante la sintesis,

el orden de remocién de los residuos de manosa no es uUnico, sino que puede
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mostrar cierta variacidn, dependiendo de la glicoproteina y de la célula
involucrada.

Puede observarse en la Fig. 7 que la remocidn de residuos de manosa no
se realiza necesariamente en el orden inverso al de su adicidn; en otras
palabras, la estructura de los oligosacaridos unidos a proteina conteniendo
menos de nueve residuos de manosa puede ser diferente de la de los respec-
tivos compuestos unidos a Dol-P-P.

El procesamiento descripto hasta aqui habra de dar como producto gli-
coproteinas conteniendo oligosacaridos de "alta manosa". La continuacibn del
procesamiento requiere obligatoriamente la adicion de un residuo de N-
acetilglucosamina al residuo de manosa expuesto del "nilicleo" (etapa 4a, Fig.
6) (2,8). Seguidamente una manosidasa (manosidasa II), distinta de las que
hidrolizan los residuos de manosa en unidn O{1-»2, retira los dos ultimos
residuos de manosa que no pertenecen al "niicleo" (etapa 5, Fig. 6) (27, 28).
La adicidon posterior de residuos de N-acetilglucosamina, galactosa, acido
sidalico y fucosa, a partir de sus nucledtido-azicares correspondientes, dara
origen a los oligosacdridos "complejos", tal como se muestra esquematicamente
en las etapas 6 a 9 de la Fig. 6 (2).

En caso de no ser hidrolizados los dos ultimos residuos de manosa, los
oligosacdridos resultantes seran del tipo "hibrido" (ver Fig. 6). Se cree que
la adicion de un residuo de N-acetilglucosamina al residuo de manosa mas
interno (ver Fig. 2) bloquea la accidon de la manosidasa, estabilizando de
esta manera las estructuras "hibridas" (28). La manosidasa II y 1la N-
acetilglucosaminil transferasa se encuentran en la parte "cis" del aparato de

Golgi (o sea, la parte mas cercana al nicleo celular), mientras que la galac-
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tosil transferasa y sialil transferasa estan localizadas en la parte "trans"
del mismo aparato, mas cercana a la membrana plasmatica.

Una interesante ramificacion del camino principal de procesamiento es
la formacidn de oligosacdridos fosforilados en enzimas lisosomales exclusiva-
mente. E1 primer paso consiste en la transferencia de un residuo de G1cNAc-P,
a partir de UDP-G1cNAc, a un oligosacdrido de "alta manosa" (etapa 3b, Fig.
6). Seguidamente, el residuo de N-acetilglucosamina es retirado por accidn de
una N-acetilglucosaminil fosfodiesterasa (etapa 4b, Fig. 6), de modo de
exponer uno o mas residuos de Man-6-P (29-32). Tanto la N-acetilglucosaminil
fosfotransferasa como la N-acetilglucosaminil fosfodiesterasa parecen estar
localizadas en el aparato de Golgi (31,32). La Man-6-P es un marcador
especifico para el reconocimiento de enzimas lisosomales y su transporte a
lisosomas (29,33). En la membrana del aparato de Golgi existen receptores
especificos para Man-6-P que se unen a las glicoproteinas que contienen estos
residuos. Se forman entonces vesiculas que se funden con la membrana
lisosomal. Los complejos enzima lisosomal-receptor se disocian entonces,
liberando a la enzima lisosomal al interior del lisosoma (33).

Otro caso curioso de reaccion de procesamiento 1o constituye la gluco-
silacidn transitoria de oligosacdridos de "alta manosa". Esta reaccidn con-
siste en la transferencia de un residuo de glucosa a partir de UDP-Glc, a un
oligosacdrido de "alta manosa". Dicho residuo serd posteriormente hidroli-

zado. Esta reaccidon, descripta originalmente en Trypanosoma cruzi (34), ha

sido también observada en c&lulas de animales y vegetales superiores (35,36),
ocurre en el reticulo endoplasmico rugoso y se esquematiza en la Fig. 8. La

funcidn de esta reaccibn de procesamiento es desconocida.
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1.1.4.Glicosilacion de proteinas en eucariotes inferiores

Como se menciond anteriormente, la presencia del ciclo del dolicol ha
sido demostrada en numerosos sistemas eucaridticos superiores, incluyendo
mamiferos, insectos y plantas (9). La presencia de todas o algunas de las
reacciones del ciclo ha sido detectada también en varios organismos

eucaridticos inferiores, entre ellos los hongos Aspergillus niger (37) y

Neurospora crassa (38), los protozoarios Tetrahymena pyriformis (39) y

Euglena gracilis (40), el hongo mucilaginoso Dictyostelium discoideum (41) y

el hongo dimdorfico Mucor rouxii (42).

La levadura Saccharomyces cerevisiae es sin duda el eucariote inferior

que ha sido mds estudiado en este aspecto (43). Asi, se ha detectado en este
organismo la formacidn de Dol-P-P-GlcNAc (44), Dol-P-Man (45) y Dol-P-Glc
(46), asi como de Dol-P-P-oligosacdridos a partir de los mismos (47-49). Se
ha demostrado también la transferencia de Dol-P-P a proteina de un oligo-
sacirido (50). La composicion de dicho oligosacdrido es, al igual que en
c8lulas animales, Glc3MangGlcNAcp. Otra observacidn interesante ha sido la
demostracidn del rol de Dol-P-Man como dador de manosa para la glicosilacion
de residuos de serina y treonina, los cuales son posteriormente elongados por
adicion de residuos de manosa a partir de GDP-Man (51,52).

Si bien el ciclo del dolicol presenta en eucariotes inferiores las
mismas caracteristicas que en eucariotes superiores, se han descripto reac-
ciones de procesamiento de oligosacdridos unidos a proteina que son exclusi-
vas de eucariotes inferiores. Por ejemplo, en S. cerevisiae, después de ser

transferido a proteina, el oligosacdrido sufre la pérdida de los tres resi-
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duos de glucosa y uno de manosa, para ser luego elongado por adicidon de un
gran nimero de residuos de manosa (53), y dar origen al manano, uno de los
polisacaridos constituyentes de la pared celular. E1 camino completo para la
sintesis de manano en S. cerevisiae se presenta en la Fig. 9.

Otros ejemplos de reacciones de procesamiento descriptas exclusivamente
para eucariotes inferiores son la 3-O-metilacidn de residuos de manosa,

descripta en glicoproteinas del hongo dimdrfico Mucor rouxii (54), y la

introduccidn de grupos metil fosfato en residuos de manosa, en el hongo muci-

laginoso Dictyostelium discoideum (55).

1.1.5.Funciones de la porcidn sacaridica de las glicoproteinas

El enfoque experimental mds adecuado para el estudio del rol
fisiologico de 1la porcidn sacaridica de 1las glicoproteinas consiste,
obviamente, en modificar en condiciones controlables y reproducibles, la com-
posicidn o estructura de los oligosacdridos unidos a la proteina, para luego
observar qué propiedades varian en la glicoproteina asi modificada. En ese
sentido, las técnicas mds utilizadas han sido las siguientes (56):
a)Inhibicidn total de la glicosilacidn de proteinas, mediante el empleo de
inhibidores del ciclo del dolicol (ej.: tunicamicina).
b)Destruccidn o modificacion de la porcibn sacaridica de la glicoproteina por
accidon de glicosidasas o NalO4.
c)Utilizacidn de inhibidores del procesamiento para modificar la estructura
de los oligosacdridos unidos a proteinas.
d)Aislamiento de mutantes celulares con alteraciones en el mecanismo de gli-

cosilacion o procesamiento de glicoproteinas. En estrecha relacidn con este
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Gltimo punto puede incluirse el estudio de las enfermedades congénitas produ-
cidas por trastornos en el metabolismo de glicoproteinas.

La masa de bibliografia acumulada en relacidn con este tema es inmensa,
y sera imposible citarla aqui, siquiera someramente. Por lo tanto, nos limi-
taremos a brindar un esquema resumido y compacto de los conocimientos que se
tienen actualmente, mencionando algunos ejemplos ilustrativos, y haciendo
referencia a 1los articulos de revisi6n publicados mds recientemente
(2,56-59).

La informacion disponible permite asignar a los oligosacdridos de las
glicoproteinas las funciones siguientes:
a)Modulacidn de propiedades fisicoquimicas. La glicosilacion representa un
cambio significativo en el tamafio, carga e hidrofobicidad de una proteina y
por lo tanto puede influir sobre propiedades tales como solubilidad, viscosi-
dad y estructura terciaria (conformacidn).

Son muchos los ejemplos de este fenomeno (56): 1a invertasa de levadura
deglicosilada es mucho mds sensible a la desnaturalizacibn por calor o pH que
la enzima glicosilada; la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicu-
lar puede ser solubilizada en buffers conteniendo detergentes, mientras que
la proteina G no glicosilada es insoluble en estas condiciones; anticuerpos
sintetizados contra proteinas no glicosiladas de la envoltura del virus
Semliki Forest no reaccionan con las mismas proteinas glicosiladas, indicando
que la glicosilacidn induce un cambio conformacional en la proteina.
b)Estabilizacidon contra protedlisis. La idea de que el carbohidrato protege a
la proteina contra la degradacidn proteolitica estd apoyada por numerosas

evidencias experimentales (56,58): la remocidn enzimdtica de los oligo-
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sacaridos de una variedad de glicoproteinas tales como deoxirribonucleasa,
ribonucleasa B, invertasa, carboxipeptidasa Y, etc., aumenta su sensibilidad
a proteasas; la fibronectina producida en cultivos de fibroblastos tratados
con tunicamicina se degrada mucho mas rdpidamente que en cultivos control; la
degradacion proteolitica de la mucina submaxilar por enzimas lisosomales,
ocurre sO0lo después de que la mayor parte de sus oligosacdridos han sido
degradados.

Muchas proteinas son sintetizadas en forma de precursores de mayor peso
molecular, que son procesados proteoliticamente para dar el producto maduro.
Existen evidencias de que los oligosacdridos de algunas glicoproteinas son
necesarios para un correcto procesamiento proteolitico, evitando una degrada-
cion excesiva, tal como se ha demostrado en el caso de la hemaglutinina del
virus de influenza.
c)Secrecidn y transporte intracelular (56,58). La glicosilacidon no es
generalmente necesaria para la secrecidn de una protefna. Sin embargo se han
descripto algunas excepciones, tales como la inhibicidn de la secrecidn de
invertasa en células de levadura tratadas con tunicamicina.

La estructura del oligosacdrido parece tener influencia en el
transporte intracelular de las glicoproteinas hasta el sitio subcelular donde
habrdn de desempefiar su funcidn; si bien los mecanismos de transporte no
estan aun aclarados del todo, el caso de los receptores de Man-6-P para el
reconocimiento de enzimas lisosomales (ver seccidn 1.1.3.) es un interesante
ejemplo de este fendmeno.

Las evidencias experimentales disponibles (56) parecen indicar que el

oligosacdrido no es necesario para el correcto desempefio de la actividad
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bioldgica de una glicoproteina. Asi, la inhibicidn de la glicosilacidn no
tiene efecto sobre la capacidad de la fibronectina de promover adhesidon celu-
lar, ni sobre la actividad antiviral del interferdn, ni sobre la unibn de la
gonadotrofina coridnica humana a su receptor, ni sobre la actividad
enzimitica de invertasa, deoxirribonucleasa, ribonucleasa o carboxipeptidasa

Y.

1.2.TRIPANOSOMATIDOS

1.2.1.Generalidades, taxonomia y biologia

Los tripanosomdtidos son protozoarios flagelados cuyas caracteristicas
comunes son la posesidn de un solo flagelo libre o unido al cuerpo celular a
través de una membrana ondulante, y la presencia de una prominente organela
subcelular ubicada en la base del flagelo, conectada a la mitocondria y que
contiene DNA en cantidades que exceden largamente las encontradas normalmente
en las mitocondrias de otras clulas. Esta estructura se denomina kine-
toplasto, y todos los protozoarios flagelados que los contienen se clasifican
dentro de un mismo orden taxondmico, el orden Kinetoplastida. Dentro del
orden Kinetoplastida, el suborden Trypanosomatina reiline a aquellos que poseen
un solo flagelo; dentro del suborden, la familia Trypanosomatidae es la unica
descripta hasta el momento (60). Una caracteristica comin de los tripano-
somatidos consiste en que todos ellos son pardsitos, y no se encuentran en la
naturaleza en forma libre, si bien muchos de ellos han podido ser cultivados
axénicamente en el laboratorio. E1 "&rbol" taxondmico de los tripanosomdtidos

puede resumirse, entonces, de la siguiente manera (61):
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Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora

Subphylum: Mastigophora

Clase: Zoomastigophorea

Orden: Kinetoplastida

Suborden: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae

Géneros: Blastocrithidia, Crithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leishmania,
Leptomonas, Phytomonas, Rynchoidomonas, Trypanosoma.

Como ya se menciond, los tripanosomatidos son pardsitos obligados, y no
se han encontrado en la naturaleza en estado libre. Algunos géneros, denomi-
nados tripanosomatidos inferiores o monogenéticos, desarrollan todo su ciclo
de vida en un Gnico hu@sped invertebrado, generalmente un insecto. Tal es el

caso de los géneros Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas, Leptomonas y

Rynchoidomonas, 1os cuales han sido aislados solamente de insectos, y no se

ha descripto el caso de ningiin vertebrado que sea capaz de hospedarlos (62).
Los demds géneros, denominados tripanosomdtidos superiores o digenéticos,
alternan su ciclo de vida entre dos huéspedes: un insecto vector y un ver-

tebrado. En esta categoria se incluyen los géneros Trypanosoma, Leishmania,

Endotrypanum y Phytomonas (60). Los tripanosomatidos digenéticos se carac-
terizan por los cambios morfoldgicos que sufren a 1o largo de su ciclo de

vida. Asi por ejemplo, Trypanosoma cruzi se multiplica en el intestino del

insecto vector (Triatoma infestans, vulg. vinchuca) en forma de epimastigote,

y se diferencia a tripomastigote (forma infectiva, no replicativa), el que es
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Figura 10. Ciclo de vida de T. cruzi.
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eliminado en las heces del insecto; el tripomastigote penetra en la cir-
culacidn del hu@sped vertebrado a través de mucosas o lesiones cutineas, y es
la forma capaz de penetrar las células del hu@sped; en el interior de la
célula huésped, el tripomastigote se diferencia a amastigote, forma replica-
tiva intracelular. Luego de varias divisiones, los amastigotes se diferencian
nuevamente a tripomastigotes, los cuales son liberados a la circulacidn luego
de la lisis celular. Finalmente, los tripomastigotes reinfectan al insecto
vector, (por succidn de sangre del vertebrado infectado), en cuyo intestino
vuelven a diferenciarse a epimastigotes, cerrando de este modo el ciclo (63).
En la Fig. 10 se presenta un esquema del ciclo de vida de T. cruzi. En 1la
Fig. 11 puede observarse una representacion esquematica de las distintas mor-
fologias descriptas en los tripanosomatidos.

Existe una extraordinaria variedad de vertebrados que pueden ser
huéspedes de tripanosomdtidos. Se han descripto tripanosomatidos en peces

(Trypanosoma gargantua, Trypanosoma danilewskyi) (64), anfibios (sapos,

ranas) (Trypanosbma inopinatum, Trypanosoma bocagei) (60), reptiles

(cocodrilos, lagartijas) (Trypanosoma mega, Leishmania adleri, Leishmania

tarentolae) (60, 65), aves (Trypanosoma corvi, Trypanosoma avium) (66), mur-

ciélagos (Trypanosoma evansi, Trypanosoma dionisii) (67), roedores

(Trypanosoma conorhini, Leishmania enriettii) (60), primates (Trypanosoma

rangeli, Trypanosoma brucei) (68), etc. El1 género Phytomonas presenta la par-

ticularidad de parasitar plantas superiores (60). Por Gltimo, varias especies
de tripanosomatidos son capaces de infectar al ser humano. Si bien algunas
especies no son dafiinas, tales como T. rangeli (60), otras especies son alta-

mente patogénicas. La tripanosomiasis africana, conocida como enfermedad del
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Figura 11. Estadios morfoldgicos de los tripanosomatidos.

1.- Promastigote (Leptomonas, formas infectivas de Leishmania).
2.- Opistomastigote EHetpetomonas).

3.- Amastigote (formas intracelulares de Leishmania y Trypanosoma).
4.- Epimastigote (formas de cultivo de Trypanosoma).

5.- Tripomastigote (formas infectivas de irxganosoma).

6.- Coanomastigote (Crithidia).

F, flagelo; N, nicleo; K, kinetoplasto.
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suefio, es una enfermedad letal producida por las especies Trypanosoma brucei

gambiense y Trypanosoma brucei rhodesiense (60,69). La tripanosomiasis ameri-

cana, o enfermedad de Chagas, producida por T. cruzi, causa lesiones
cardiacas e intestinales severas, y puede ser fatal. Varias especies de

Leishmania (Leishmania braziliensis, Leishmania tropica, Leishmania donovani,

etc.), producen diferentes patologias, que pueden ir desde lesiones cutaneas
leves, hasta graves ulceraciones de piel y mucosas, produciendo deformidades

permanentes, o lesiones viscerales severas, generalmente letales (69).

1.2.2.Glicoconjugados y glicoproteinas en tripanosomdtidos

El objetivo global de encontrar determinantes antigénicos capaces de
producir inmunidad contra la infeccibn por tripanosomdtidos patdgenos, ha
provocado un considerable interés en el estudio de la estructura y propieda-
des de polisacdridos y glicoconjugados de tripanosomatidos. Asi por ejemplo,
se han descripto varios polisacdridos, entre ellos un galactomanano en T.

cruzi (70,71) y un @-D-manano y un arabinogalactano en Crithidia fasciculata

y varias otras especies de Crithidia (72,75). Un glicoconjugado complejo
(1ipopéptidofosfoglicano) ha sido aislado de epimastigotes de T. cruzi (76).
Varios glicoconjugados han sido aislados y parcialmente caracterizados en

Crithidia oncopelti (77). E1 receptor para macrdfagos de una cepa de

Leishmania major ha sido caracterizado como un glicolipido (78).

En cuanto a las glicoproteinas propiamente dichas, su rol en la infec-
tividad, diferenciacidn e inmunidad contra la infeccibn por tripanosomatidos
ha sido demostrado en muchos casos. Los tripanosomas africanos estan recu-

biertos de una envoltura compuesta por una uUnica glicoproteina, contra la
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cual se dirige la respuesta inmune del huésped. La variacidn en la secuencia
de aminodcidos de esta glicoproteina de superficie permite al pardsito esca-
par al sistema inmune de su huésped. Este interesante fendmeno se denomina
variacion antigénica y ha sido objeto de intensa investigacidon (79,80). Estas
glicoproteinas parecen tener dos tipos de cadenas oligosacaridicas; una de
ellas estda unida al extremo C-terminal de la cadena polipeptidica por una
unidn alin no caracterizada (79) y la otra parece ser una unidn N-glicosidica
a asparagina, puesto que su sintesis es inhibida por tunicamicina (81).

Varias glicoproteinas han sido aisladas de la superficie de células de T.

cruzi (82,86), y se ha demostrado la existencia de glicoproteinas especificas

para distintos estadios (83,85). Anticuerpos monoclonales sintetizados contra
una glicoproteina de superficie de epimastigotes de T. cruzi inhiben 1a
diferenciacidn de epimastigotes a tripomastigotes (84). Asimismo se ha
demostrado la necesidad de la presencia de determinadas glicoproteinas de
superficie para que tripomastigotes de T. cruzi puedan penetrar en células

animales en cultivo (86).

1.3.ANTECEDENTES INMEDIATOS Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1.G1icosilacion de proteinas en tripanosomdtidos

A pesar de la importancia asignada a las glicoproteinas de tripano-
somatidos en distintas etapas de su ciclo bioldgico (ver seccidn anterior)
los estudios sobre el mecanismo de glicosilacidn de proteinas en estos orga-
nismos han comenzado s8lo recientemente. En 1981, Parodi y col. (87)

demostraron que el Dol-P-P-oligosacdrido de mayor tamafio que se sintetizaba
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en células de C. fasciculata incubadas con (14c)glucosa tenfa 1a composicién
ManjG1cNAc,. Asimismo se demostrd que este oligosacirido era transferido a
proteinas. Este fue el primer caso en que se describid la transferencia de
Dol-P-P a proteinas de un oligosacarido que no contenia glucosa. La estruc-
tura de este oligosacarido ha sido totalmente elucidada (87,88) y se presenta
en la Fig. 12. La incubacién de membranas de C. fasciculata con GDP-(14C)Man
) UDP-(14C)Glc y Dol-P de higado de rata dio como resultado la formacidn de
Do]-P-(14C)Man pero no de Dol-P-(“C)Glc (89). Mds adelante, el mismo grupo
estudid el mecanismo de glicosilacion de proteinas en epimastigotes de T.
cruzi (90,91) y observd que en este organismo el oligosacdrido transferido de
Dol-P-P a proteinas tenia la composicidn MangGlcNAcp. La estructura de este
oligosacirido ha sido también elucidada (34) y se observa en la Fig. 12.
Tampoco en este caso se observd formacidn de Do1-P-(14c)G1c, aunque si de
Do]-P-(“C)Man, luego de incubar células con (14C)glucosa durante tiempos

superiores a 10 min. También en Leishmania mexicana se observd la transferen-

cia de Dol-P-P a proteina de un oligosacdrido que no contenia residuos de
glucosa, en este caso MangGlcNAc, (92). Las evidencias acumuladas hasta el
momento parecen indicar que la incapacidad de sintetizar derivados glucosila-
dos de dolicol es una caracteristica comin a los tripanosomdtidos, que los
diferencia de los demas sistemas eucaridticos estudiados hasta la fecha. La
ausencia.de residuos de glucosa en los oligosacaridos transferidos de Dol-P-P
a proteinas, permitid detectar por primera vez la existencia de un mecanismo
de glucosilacidn transitoria de oligosacdridos unidos a proteinas (ver sec-
cion 1.1.3.). Este mecanismo ha sido obervado en T. cruzi y L. mexicana

(34,92).
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teinas en C. fasciculata y epimastigotes de T. cruzi.
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Recientemente, Engel y Parodi (93) informaron un interesante hallazgo:
durante la diferenciacidn de epimastigote a amastigote de un cultivo de T.

cruzi, el oligosacdrido transferido de Dol-P-P a proteinas pasaba de ser

MangGlcNAc,, para la forma epimastigote, a ser mayoritariamente
Man7GlcNAc, para la forma amastigote. Este es el primer caso en que se
observa una modificacidn en el mecanismo de N-glicosilacidn de proteinas aso-

ciada a un fendmeno de diferenciacidn.

1.3.2.0bjetivos del presente trabajo de tesis

Los estudios realizados hasta la fecha sugieren que los tripano-
somatidos presentan rasgos comunes en cuanto al mecanismo de N-glicosilacion
de proteinas, que los diferencian de los demds sistemas eucaribticos. Con el
objeto de ampliar y generalizar estas observaciones se decidi® encarar un
estudio sistematico del mecanismo de N-glicosilacién de proteinas en varias
especies pertenecientes a distintos géneros de la familia Trypanosomatidae.
Para ello, se han aislado Dol-P-monosacdridos, Dol-P-P-oligosacdaridos y oli-
gosacdridos unidos N-glicosidicamente a proteinas, se ha establecido su com-
posicidn y elucidado total o parcialmente su estructura, y se ha detemminado
el mecanismo de glicosilacidn y procesamiento de glicoproteinas en los

siguientes organismos: Crithidia fasciculata, Crithidia harmosa,

Blastocrithidia culicis, Herpetomonas samuelpessoai, Herpetomonas muscarum,

Leishmania adleri, Leptomonas samueli, Trypanosoma conorhini y Trypanosoma

dionisii,
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Materiales

2.1.1.0rganismos

Leishmania adleri (LV-30) fue cedida por el Dr. M.L. Chance (Liverpool

School of Tropical Medicine). Leptomonas samueli fue cedida por el Dr. J.

Angluster (Instituto de Microbiologia, Universidad Federal de Rio de

Janeiro). Herpetomonas samuelpessoai (ATCC 30252), Crithidia harmosa vy

Herpetomonas muscarum fueron cedidas por 1los Dres. J.0.Previato y L.

Mendonca-Previato (Instituto de Microbiologia, Universidad Federal de Rio de

Janeiro). Blastocrithidia culicis (ATCC 14806) y Trypanosoma dionisii fueron

cedidas por el Dr. W. de Souza (Instituto de Biofisica, Universidad Federal

de Rio de Janeiro). Trypanosoma conorhini fue cedida por la Dra. M.P. Deane

(Fundacidn Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro). Los organismos pertenecientes a los

géneros Trypanosoma y Leishmania fueron cultivados en un medio conteniendo

3,7% infusibn de cerebro y corazon (Brain-Heart Infusion, Difco), 0,001%
hemina (Sigma) y 10% suero fetal bovino (Gen S.A., Buenos Aires). Los demas
organismos fueron cultivados en 2% sacarosa, 2% KC1, 0,3% Trypticase (Difco),
0,3% extracto de 1levadura (Difco), 0,002% acido folico (Merck) y 0,001%

hemina (Sigma). Crithidia fasciculata (ATCC 11745) fue cultivada y mantenida

en el medio complejo descripto en (94). Todos los tripanosomatidos fueron
cultivados a 28°C, con excepcibn de C. harmosa, que fue cultivada a 26°C. La

cepa de Penicillium charlesii (ATCC 1887) fue cultivada y mantenida en las

condiciones descriptas en (95).
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2.1.2.Radioactivos

Las siguientes sustancias radioactivas fueron utilizadas en esta tesis:

(u-14¢)Glucosa (284 Ci/mol)

(2-3H)Manosa (14 Ci/mmol)

(35S)Metionina (550 Ci/mmol)

(1-3H)Glucosa (3 Ci/mmol)

Todo el material radioactivo fue adquirido a New England Nuclear.

UDP-(U-14C)Glc (284 Ci/mol) y UDP-(1-3H)Glc (3 Ci/mol) fueron prepara-
dos por Susana Raffo y Marta Eirin (Instituto de Investigaciones Bioquimicas

“Fundacidn Campomar") segiin 1a técnica de Thomas y col. (96).

2.1.3.Enzimas

Endo-e-N-acetilg]ucosaminidasa H (Endo-H) de Streptomyces griseus fue
adquirida a Miles; ol-manosidasa (“jack bean") y proteasa (tipo XIV, de S.
griseus), de Sigma. Una preparacidon enzimatica de oviducto de gallina con-
teniendo actividades deti- y g-manosidasas fue obtenida como se describe en
(97), hasta el paso de precipitacidn por sulfato de amonio. El precipitado
fue luego resuspendido y dializado contra buffer citrato de sodio 50 mM, pH
4,5, conteniendo acetato de zinc 0,01 mM, Q-galactofuranosidasa fue preparada
a partir del sobrenadante de un cultivo de P. charlesii segin la técnica

descripta en (98).



- 42 -

2.2.Marcacidn radioactiva de microorganismos

2.2.1.Marcacidn de C. fasciculata con (U-14C)glucosa

Células de C. fasciculata fueron cultivadas en las condiciones descrip-
tas mas arriba, y cosechadas en fase exponencial temprana por centrifugacidn
a 1500 x g durante 10 min a 4°C. Las células (5 g peso hiimedo) fueron lavadas
3 veces con 25 ml cada vez de solucion de Eagle (99) carente de glucosa
(solucidn de marcacidn), y conteniendo piruvato de sodio 5 mM. Las cé&lulas
fueron resuspendidas en 2 volimenes (volumen/peso hiimedo) de la misma solu-
cion, y colocadas a 28°C con agitacidn. 500 FCi de (U-14C)glucosa disueltos
en 0,5 ml de la solucidn de marcacidn se agregaron al sistema. A los 10, 30,
60 y 180 min de incubacidn se retiraron alicuotas de 4 ml. Las incubaciones
se detuvieron por agregado de 5 volimenes de C13CH:CH30H (3:2), de modo de
obtener una particidn C13CH:CH30H:Hp0 (3:2:1). Las condiciones de la mar-
cacidn variaron ligeramente de experimento en experimento, en cuanto a la
masa de células, volimenes y tiempos de incubacidn o cantidad de precursor
radioactivo. En los casos pertinentes, dichas variaciones se indican en las
leyendas de las correspondientes figuras.

En los casos indicados en el texto, el piruvato de sodio en el medio de
lavado y marcacidn fue reemplazado por glucosa 5,5 mM (seccibn 3.2.6. y Fig.
20A), o bien la temperatura de incubacidn fue reducida de 28°C a 5°C (seccidn

3.3.1.6. y Fig. 25D).
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2.2.2.Marcacion de otros tripanosomdtidos con ﬂ-MC}G]ucosa

Células de T. dionisii, T. conorhini, H. muscarum, H. samuelpessoai, B.

culicis, L. samueli y L. adleri (2-6 g peso himedo, segiin el organismo)
fueron cosechadas en fase exponencial tardia, lavadas 3 veces con la solucidn
de marcacidn descripta mas arriba y resuspendidas en 2 volimenes de la misma
solucidn a 28°C. Se agregaron 300 )JC'i de (U-14C)glucosa y se retiraron
alfcuotas a los 5 min (4/9 del volumen total), 10 min (2/9) y 20 min (2/9).
El resto del cultivo (1/9) fue diluido 20 veces con medio de crecimiento
completo e incubado 180 min mds a 28°C. Cada una de las alfcuotas fue
mezclada con 5 volimenes de C13CH:CH30H (3:2) de modo de obtener una par-
ticibn C13CH:CHa0H:H0 (3:2:1).

Células de C. harmosa (2,5 g) fueron resuspendidas en 7 ml de solucidn
de marcacidn a 26°C y se agregaron al cultivo 100 pCi de (U-14C)glucosa. Se
retird una alicuota de 5 ml a los 10 min, y a los 20 min se agregaron 3 ml
del medio de crecimiento completo y se continud la incubacidn por 80 min mas.
Ambas alfcuotas fueron mezcladas con 5 volimenes de C13CH:CH30H (3:2) de modo
de obtener una particidon C13CH:CH30H:Hp0 (3:2:1).

2.2.3.Marcacibn de C. fasciculata ¢on Q-3ﬂmanosa

6 g de células de C. fasciculata fueron resuspendidas en 11 m1 (volumen
final) de la solucidn de marcacidn descripta anteriormente, conteniendo 2 mCi
de (2-3H)manosa. Se retiraron alfcuotas de 3 ml a los 2,5y 5 min, y de 2 ml

a los 10 y 15 min de marcacidn. Cada alfcuota fue mezclada con 5 volimenes de
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C13CH:CH30H (3:2) de modo de obtener una particidn C13CH:CH30H:HZ0 (3:2:1).

2.2.4.Marcacidn de C. fasciculata con Lg-14C)glucosa en presencia de anti-

bioticos

Células de C. fasciculata (1 g) fueron incubadas a 28°C en 2 ml de la
solucion de marcacidn en presencia de 150 PCi de (U-14C)glucosa. A los 5 min
de incubacidn, se agregd al cultivo cicloheximida y puromicina (ambas de
Sigma) hasta una concentracidn final de 50 ug/ml y 50 uM, respectivamente, y
se continud la incubacidn durante 5 min mds. Como control, la misma cantidad
de células fue incubada en idénticas condiciones durante 10 min, pero en
ausencia de antibidticos. Luego de 1a incubacidn, ambas muestras fueron
mezcladas con 5 volimenes de C13CH:CH30H (3:2) de modo de obtener una par-
ticidn C13CH:CH30H:H,0 (3:2:1).

Para medir incorporacidn de aminodcidos en estas condiciones, 35 mg de
células fueron suspendidas en 35 pl de medio de Eagle carente de metionina, y
conteniendo puromicina y cicloheximida en las concentraciones indicadas mis
arriba. Se agregaron 4 uCi de (355)met1’onina y se incubaron las células
durante 10 min a 28°C. Se realizd un control incubando c&lulas en idénticas
condiciones en ausencia de antibidticos. Las incubaciones se detuvieron por
agregado de 1 ml de acido tricloroacético 10%. Luego de calentar 5 min a
100°C, los precipitados se recogieron por centrifugacidn y se lavaron 3 veces
con 1 ml del mismo écidd. Finalmente, los precipitados fueron disueltos en
Soluene (Packard), neutralizados y contada su radioactividad en un contador

de centelleo.
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2.3.Aislamiento de compuestos radioactivos

2.3.1.Do1-P-monosacaridos

Las fases 1inferiores de las particiones Cl3CH:CH30H:Hp0 (3:2:1)

correspondientes a los tiempos mds breves de marcacibn (10 y 30 min para C.

fasciculata, 5, 10 y 20 min para los demds) fueron reunidas y evaporadas al

vacio hasta sequedad. El residuo fue sometido a saponificacidn (ver seccidn
2.4.1.) y el insaponificable fue sembrado en una columna (0,5 x 5 cm) de
DEAE-celulosa, forma acetato, equilibrada con C13CH:CH30H (2:1). La columna
fue lavada con 10 ml de C13CH:CH30H (2:1), y posteriormente eluida con 10 ml
de soluciones de formiato de amonio 5, 10, 20 y 50 mM en C13CH:CH30H (2:1).
Se recogieron fracciones de 1 ml. Las fracciones radioactivas eluidas con la
solucidn de formiato de amonio 20 mM contenian los Dol-P-monosacdridos. Las
mismas fueron reunidas, llevadas a sequedad y sometidas a una particion
C13CH:CH30H:H20 (3:2:1). La fase inferior de esta particidn fue lavada varias
veces con C13CH:CH30H:Hp0 (1:16:16) para eliminar las sales. Los Dol-P-

monosacadridos se conservaron a -20°C hasta su uso.

2.3.2.D01-P-P-0ligosacaridos

Las interfases de las particiones C13CH:CH30H:H20 (3:2:1) fueron recu-
peradas y sometidas a una segunda particidn Cl13CH:CH30H:H20 (3:2:1). De esta
segunda particidn se recuperaron las interfases, las cuales fueron lavadas

con 5 ml de agua y extraidas 3 veces con 5 ml cada vez de C13CH:CH30H:H20
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(1:1:0,3). Los extractos fueron reunidos y evaporados a sequedad. El1 residuo
fue tomado en 1 ml del mismo solvente y sembrado en una columna (0,5 x 5 cm)
de DEAE-celulosa, forma acetato, equilibrada con C13CH:CH30H:H0 (1:1:0,3).
La columna se lavdo con 10 ml del mismo solvente, y posteriormente se eluyd
con 10 ml de soluciones de formiato de amonio 10, 30 y 50 mM en el mismo
solvente. Se recogieron fracciones de 1 ml. Las fracciones radioactivas
eluidas con formiato de amonio 30 mM fueron reunidas. Los Dol-P-P-

oligosacaridos fueron conservados a -20°C hasta su uso.

2.3.3.Glicopéptidos

Después de ser extraidas con C13CH:CH30H:H,0 (1:1:0,3), las interfases
de las particiones C13CH:CH30H:Hp0 (3:2:1) fueron lavadas dos veces con 5 ml
de CH30H y tres veces con 5 ml de agua. Los precipitados fueron suspendidos
en 5 ml de buffer Tris-HC! 0,1 M, pH 8,0, conteniendo CaCl, 1 mM. Se agregd
una punta de espdtula de proteasa a la suspensidn y se incubd a 37°C durante
4 dias, con agregados diarios de enzima. La protedlisis fue detenida por
calentamiento a 100°C durante 10 min y el sobrenadante de la incubacion fue
concentrado a 2 ml y sembrado en una columna (120 x 1,25 cm) de Bio-Gel P-6
(100 - 200 "mesh") equilibrada con buffer acetato-piridina 0,1 M, pH 5,0. La
columna fue eluida con el mismo buffer, y se recogieron y reunieron las frac-
ciones cuyo volumen de elucidn correspondid a glicop@ptidos conteniendo entre
3 y 20 residuos de aziicar aproximadamente (87). Este material fue sometido a
electroforesis en papel en acido formico 5%. Las sustancias que migraron

hacia el cdtodo fueron eluidas y llevadas a sequedad. Esta fraccidn serd

designada “glicopéptidos purificados”.
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2.3.4.01igosacdridos sensibles a Endo-H

Los glicopéptidos purificados fueron incubados con Endo-H (ver seccidn
2.5.1,). Luego de 1la incubacidn, la muestra se sometid a electroforesis en
papel en acido formico 5%. Las sustancias que no migraron en esta electro-
foresis se designard@n "oligosacdridos sensibles a Endo-H". E1 material que

migrd hacia el cdtodo constituye los "“glicopéptidos resistentes a Endo-H".

2.4.Tratamientos quimicos

2.4.1.5aponificacibn

Las fases inferiores de las particiones C13CH:CH30H:H,0 (3:2:1) fueron
evaporadas a sequedad en corriente de Np a temperatura ambiente. Al residuo
se agregaron 2 ml de C13CH, 0,7 ml de CH30H y 50 }l] de NaOH 10 N. Después de
incubar 10 min a 37°C, se agregaron 0,6 ml de CH30H y 0,66 ml de agua. La
fase superior de la particidn formada fue eliminada por aspiracidn, y la fase
inferior se lavé dos veces con 0,6 ml de Cl13CH:CH30H:H,0 (1:16:16),
descartdndose las fases superiores de los lavados. Finalmente, el insaponifi-
cable fue evaporado a sequedad en corriente de Np a temperatura ambiente y

disuelto en 1 ml de C13CH:CH30H (2:1).
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2.4,2.Hidrolisis acida suave de derivados de dolicol

Las muestras fueron evaporadas a sequedad en corriente de aire a 50°C.
A las muestras secas se agregaron 0,5 ml de HC1 0,02 N y se incubd a 100°C
durante 10 min. A continuacidn se agregaron 2,5 ml de C13CH:CH30H (3:2) y se
recuperd la fase superior, que contenfa los monosac&ridos previamente unidos
a Dol-P o los oligosacdridos previamente unidos a Dol-P-P segiin el caso. Las

muestras se llevaron a sequedad en corriente de aire a 50°C.

2.4.3.Hidrdlisis 8cida suave de olgosacdridos y glicopéptidos

Oligosacdridos sensibles a Endo-H o glicopéptidos resistentes a Endo-H
fueron disueltos en 0,5 ml de HC! 0,02 N e incubados a 100°C durante 150 min.
A continuacidn se agregaron 2,5 ml de C13CH:CH30RH (3:2). Las fases superiores
de las particiones fueron recuperadas y evaporadas a sequedad en corriente de

aire a 50°C.

2.4.4,.Hidrdlisis acida fuerte

Las muestras fueron disueltas en 0,5 ml de HC1 1 N e incubadas a 100°C
durante 4 h. Luego de 1la hidrdlisis se agregb 1 ml de agua y 1 g
(aproximadamente) de una resina anibnica (Dowex AG-X-1, forma acetato). La

solucidn fue recuperada y evaporada a sequedad en corriente de aire a 50°C.



- 49 -

2.4.5.Reduccibn de oligosacdridos con NaBHg

Las muestras fueron disueltas en 1 ml de NaBH4 0,1 M e 1incubadas
durante 16 h a temperatura ambiente. Se agregd luego una resina catibnica
(Dowex 50, forma H*) y se evapord la solucibn a sequedad. El &cido b&rico fue

eliminado por evaporacidn reiterada con metanol, en corriente de aire a 50°C.

2.4.6.0xidacidn suave con Nal0Og, reduccidn e hidrdlisis

Se utilizd el procedimiento descripto por Lederkremer y col. (100) con
ligeras modificaciones. Las muestras fueron disueltas en 0,5 ml de buffer
fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0, y se agregaron 0,34 ml de solucibn de NalOg 50
mM. Despuds de 30 min a temperatura ambiente, se destruyd el exceso de
Nal04 por agregado de 5 pl de etilenglicol, se agregd exceso de NaBH, sdlido,
y se dejd a temperatura ambiente durante 2 h. El "exceso de NaBHs fue
destruido mediante el agregado de dacido acético glacial, y las muestras
fueron tratadas con una resina catibnica (Dowex 50, forma H¥), 1levadas a
sequedad y evaporadas reiteradamente con metanol para eliminar el acido
bérico. Finalmente, las muestras fueron sometidas a hidrdlisis 3dcida fuerte

(seccibn 2.4.4.).

2.4.7.Acetdlisis

Se empled el procedimiento de Kocourek y Ballou (101), con algunas
modificaciones. Las muestras fueron acetiladas en 1 ml de piridina:anhidrido

ac8tico (1:1) durante 3 h a 100°C. E1 solvente se elimind por evaporacidn,
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seguida de dos evaporaciones sucesivas con 1 ml de metanol anhidro.

La acetdiisis se 1levd a cabo en 1 ml de anhfdrido acético/acido
ac&tico/H2S04 (1:1:0,1) durante 16 h a 30°C. La reaccidn se detuvo por agre-
gado de 2 ml de piridina y evaporacidn en corriente de aire a 50°C. A con-
tinuacidn se agregaron 2,5 ml de CHCl3 ¥ 2,5 ml de agua. La fase clorofbrmica
se evapord a sequedad, y la fase acuosa fue reextrafda con 2,5 ml de cloro-
formo. La fase cloréfﬁrmica de la segunda extraccidn fue reunida con el resi-
duo de la evaporacibn de la primera fase clorofdrmica, se lavd con 2 ml de
agua y se evapord a sequedad en corriente de aire a 50°C.

Los productos de acetdlisis fueron de-O-acetilados de la siguiente
forma: se agregaron a las muestras 0,9 ml de CH30H y 0,1 ml de NaOCH3 1 M
(preparado disolviendo sodio met&lico en CH30H). Las muestras se dejaron 20
min a temperatura ambiente, despuls de lo cual se agregd 1 ml de agua y se
tratd la solucibn con una resina catibnica (Dowex 50, forma H*). La solucidn
fue recuperada de la resina y evaporada a sequedad en corriente de aire a

50°C.

2.5.Tratamientos enzimdticos

Las condiciones de incubacibn con proteasa han sido descriptas en la sec-

cién 2.3.3.
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2.5.1.End0"H

Las muestras fueron disueltas en 200 yl de buffer trietilamina-acetato
50 mM pH 5,5. Se agregaron 0,01 unidades de Endo-H y se incubd a 37°C durante
24 h. La incubacion se detuvo evaporando las muestras a sequedad en corriente

de aire a 50°C.

2.5.2.0-manosidasa

100 p1 de 1la suspensidbn enzimdtica (8 unidades) fueron dializados
contra 500 ml de buffer citrato de sodio 0,1 M, pH 4,5, conteniendo acetato
de zinc 0,1 mM. La solucidn enzimatica se agregd a tubos de ensayo con-
teniendo las muestras secas, y se incubd 16 h a 37°C. Finalizada la incuba-
cidn se agregd 1 ml de agua y se calentd durante 3 min a 100°C. Se centrifugd
para eliminar la proteina desnaturalizada, y el sobrenadante se tratd con una
resina mixta (Amberlite MB-3, forma acetato). Finalmente, se evapord a

sequedad en corriente de aire a 50°C.

2.5.3.B-manosidasa
A Y

Las condiciones de incubacién con la preparacin enzimitica de ¢- y
@Pmanosidasa de oviducto de gallina (ver seccidn 2.1.3.) fueron las mismas
que las descriptas en la seccidn antérior para la incubacibn con Of-manosidasa

de “jack bean", excepto que la incubacidn durd 120 min a 37°C.
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2.5.4.G~ga1actofuranosidasa
\

Las muestras fueron disueltas en 100 f] de buffer acetato de sodio 66
mM, pH 4,0, a los que se agregaron 5 F] de solucidon enzimatica (15 mg de
proteina/ml). Se incubd a 37°C durante 16 h. Bajo las condiciones del ensayo,
la preparacibn estaba libre de actividades de O|-manosidasa y Of- y
B-galactopiranos1dasa. Las muestras fueron procesadas como se describid en la

seccibn 2.5.1. para las incubaciones con Ol-manosidasa.

2.6.Métodos

2.6.1.Determinacidn de proteinas

Se uti1izd el método de Lowry y col. (102), utilizando albimina sérica

bovina como standard.

2.6.2.Cromatografia

2.6.2.1.Cromatografia de exclusidn con deoxicolato

Una muestra de Dol-P-(1%C)Man de C. fasciculata fue mezclada con un
standard de Dol-P-(3H)Glc de higado de rata, y evaporada en corriente de N2 a
temperatura ambiente. La muestra fue resuspendida en 1 ml de buffer fosfato
de sodio 0,5 M, pH 7,3 conteniendo deoxicolato de sodio 0,5%. La muestra se
sembrd en una columna (1,7 x 76 cm) de Sephadex G-75 equilibrada con el mismo

buffer. La columna se mantuvo a 37°C mediante una camisa de agua. Se reco-
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gieron fracciones de 2,3 ml, que fueron analizadas para determminar su con-
tenido de radioactividad de 3H y 14(: en un contador de centelleo.

En 1{dénticas condiciones fue cromatografiada wuna mezcla de
Dol-P-(3H)Glc de higado de rata vy undecapreno]-P-(14C)ga1actosa. El
Dol-P-(3H)Glc eluyd exactamente en la misma posicidn que en la corrida

anterior.

2.6.2.2.Cromatografia en papel

Los siguientes fueron los solventes utilizados para cromatografia en

papel:

A, l-butanol:piridina:agua (6:4:3)
B, l-butanol:piridina:agua (10:3:3)
C, l-propanol:nitrometano:agua (5:2:4)

D, 1-butanol:piridina:agua (4:3:4)

Se utilizd papel SS 2043a (Schleicher & Schuell) en todos 1los

casos.

2.6.3.Electroforesis en papel

Los siguientes fueron los solventes y condiciones de 1las corridas

electroforéticas en pape]:

Acido formico 5%: 30 V/cm, 120 min.
Molibdato de sodio 0,1 M, pH 5,0: 17 V/cm, 60 min.
BSrax 1,9%, pH 9,4: 25 V/cm, 180 min.
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Se uti11z0 papel SS 2043a (Schleicher & Schuell) en todos los casos.

2.6.4.Determinacidn de radiocactividad

Para la determinacibn de radioactividad en cromatogramas y electro-
ferogramas, los mismos fueron cortados en tiras de 1 ¢cm © 0,5 cm de largo,
segiin 1a resolucibn deseada. Cada tira fue sumergida en 1iquido de centelleo
(0,5% 2,5 difeniloxazol, 0,025% 1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil) benceno
en tolueno) y la radioactividad contada en un contador de centelleo.

Para la determinacibn de la radioactividad de los eluidos de la columna
de Sephadex G-75 con deoxicolato (seccidn 2.6.2.1.) y de las columnas de
DEAE-acetato (secciones 2.3.1. y 2.3.2.), las fracciones fueron mezcladas con
3 voldmenes del 1iquido de centelleo descripto por Bray (103) y contadas en

el mismo instrumento.

2.7.5tandards

Mang_gG1cNAcp, se obtuvieron a partir de los Dol-P-P-oligosacaridos de
cortes de oviducto de gallina incubados con (U-14C)glucosa (50). El trata-
miento de estos oligosacdridos con (ﬂ-manosidasa (*jack bean") produjo el
standard de ManGlcNAcp. Asimismo, standards de Mang_gGlcNAc se obtuvieron por
tratamiento con Endo-H de glicopéptidos de oviducto de gallina incubados con
(U-14C)g]ucosa (50). Por tratamiento de estos oligosacridos con({-manosidasa

(“jack bean") se obtuvo el standard de ManGlcNAc.

GlcjMangGlcNAc se obtuvo por hidrdlisis acida suave e incubacidn con

Endo-H del Dol-P-P-derivado sintetizado “in vitro" por microsomas de higado
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de rata incubados en presencia de UDP-(14C)Glc (104). La incubacibn de
G1cjMangG1cNAc con ol-manosidasa ("jack bean") produjo los standards de
GlcyMangGl1cNAc y GlcjMangGlcNAc.

GaljMangGlcNAc y GalyMan4GlcNAc se obtuvieron por digestidn con
o-manosidasa ("jack bean") de GaljMangGlcNAc. Este G1timo compuesto, pre-
parado segiin la técnica descripta en (105), fue provisto por la Dra. N. Ifidon
de Iannino.

Undecapreno]-P-(14C)Ga1. preparado segliin la técnica descripta en (42),
fue provisto por la Dra. N. Ifibn de Iannino.

Dol-P-(3H)Glc fue obtenido por incubacibn de microsomas de higado de rata
con UDP-(3H)Glc segiin la técnica descripta en (106).

Manp, Mang vy Man, fueron preparados por acetblisis del manano de

Saccharomyces cerevisiae (105).
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3.RESULTADOS

3.1.Caracterizacion de Dol-P-monosacdridos

3.1.1.Caracterizacion de la porcidn sacaridica

Se ha demostrado (90) que células de T. cruzi incubadas en presencia de
(14C)glucosa sintetizan Dol-P-(14C)Man pero no Do]-P-(14C)Glc. Asimismo, una
preparacién de membranas de C. fasciculata resultd incapaz de producir
Do1-P-(14C)61c a partir de UDP-(14C)G1c y Dol-P de higado de rata, si bien en
las mismas condiciones de incubacidn si se sintetizd Dol-P-(1%C)Man a partir
de GDP-(14C)Man y el derivado lipidico (89). Estos resultados parecian
sugerir que los tripanosomatidos son incapaces de sintetizar Dol-P-Glc. A
efectos de generalizar esta hipotesis, se aislaron los Dol-P-monosacdridos
producidos por varias especies de tripanosomdtidos y se analizd su porcidn
sacaridica. Para ello, células de C. fasciculata, T. dionisii, L. samueli, L.
adleri y H. muscarum fueron incubadas con (u-1%c)glucosa durante 5, 10 y 20
min (10 y 30 min en el caso de C. fasciculata), y los Dol-P-monosacdridos
radioactivos de todas las alfcuotas fueron mezclados y aislados, segin la
técnica descripta en la seccidon 2.3.1. Los monosacdridos fueron obtenidos por
hidrolisis acida suave de los derivados de Dol-P y caracterizados por croma-
tografia en papel con solventes A 0 B. Los resultados obtenidos se presentan

en la Fig. 13. Puede observarse que el Unico derivado de Dol-P producido por

C. fasciculata, T. dionisii y L. samueli es Dol-P-Man (Fig. 13A-C). En cam-
bio, L. adleri produce ademds de Dol-P-Man, Dol-P-Glc, segin se observa en la

Fig. 13D. La formaci6n de Dol-P-Man y Dol-P-Glc ha sido observada también en
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Figura 13. Dol-P-monosacdridos de trmanosométidos. Los Dol-P-monosacdridos

cm desde origen

radioactivos de distintas espec1es de tr1panosomat1dos fueron obtenidos segin

se describe en la seccidon 2.3.1.

(paneles A-C) o B (paneles D-E).
samueli; D, L. adleri;

Los monosacdridos fueron

Standards: 1, manosa; 2, glucosa; 3, galactosa.

liberados por
hidrolisis acida suave y analizados por cromatografia en papel con solvente A
A, C. fasciculata; B, T. dionisii; C, L.
E, H. muscarum.
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H. muscarum (Fig. 13E).

3.1.2.Tamafio de la porcidn lipidica

Como ya se menciond anteriormente (ver seccidén 1.1.2.), la longitud de
los dolicoles de cBlulas eucaridticas es variable; la especie predominante
tiene 19 unidades de isopreno en células animales (107), y 17 en levaduras

(108). La longitud del dolicol de Tetrahymena pyriformis es de 14 unidades de

isopreno (109) y la del dolicol de T. cruzi, de 13 unidades (89). Parece
existir una tendencia al acortamiento de la cadena isoprenoide a medida que
se desciende en la escala evolutiva.

Una técnica sencilla para determinar la longitud de la cadena isopre-
noide del dolicol consiste en realizar una cromatografia de exclusibn en pre-
sencia de déoxico]ato de sodio. El deoxicolato forma complejos de inclusidn
con acidos grasos y poliprenoles; el nimero de moléculas de detergente unidas
depende de la longitud de la cadena hidrocarbonada (110). De este modo, en
presencia de deoxicolato, el dolicol y sus derivados formaran complejos cuyos
pesos moleculares dependerdn de la longitud de la cadena isoprenoide; la elu-
cibn de estos compuestos a través de columnas de Sephadex equilibradas con
deoxicolato de sodio ha sido utilizada para determinar el tamafio del dolicol
de higado de rata y de T. cruzi (90, 111);

Esta técnica fue utilizada para determinar el largo del dolicol de C.
fasciculata. Do]-P-(14C)Man de este organismo fue cromatografiado a través de
una columna de Sephadex G-75 en presencia de 0,5% deoxicolato de sodio, jun-
tamente con un standard de Do]-P-(3H)Glc de higado de rata (19 unidades de

isopreno). Este Ultimo compuesto fue también cromatografiado en las mismas
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Figura 14. Tamafio de la porcidn lipfidica. Dol-P-(14C)Man de C. fasciculata
'(??rculos negros) y Dol-P-{°H)Gic de higado de rata (circulos blancos) fueron
cromatografiados en una columna de Sephadex G-75 en presencia de 0,5% deoxi-
colato de sodio. La flecha indica la posicidn de elucion en idénticas con-

diciones de un standard de undecapreno]-P-(14c)Ga1.
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condiciones juntamente con undecaprenol-P-(MC)Ga] de Acetobacter xylinum (11

isoprenos) (112). Como se observa en la Fig. 14, el Dol-P-Man de C. fascicu-
lata eluye exactamente en la misma posicion que undecaprenol-P-Gal, lo cual
indica que el dolicol de C. fasciculata tiene 11 unidades de isopreno. Este
resultado concuerda con la tendencia al acortamiento de la cadena isoprenoide

observada a medida que se desciende en la escala evolutiva.

3.2.Caracterizacidn de oligosacdridos unidos a Dol-P-P

Células de varias especies de tripanosomatidos fueron incubadas en pre-
sencia de (U—14C)glucosa durante 5, 10 y 20 min (10 y 30 min en el caso de C.
fasciculata). Después de la incubacibn, las células fueron sometidas a una
particidn C13CH:CH30H:Hp0 (3:2:1). De la interfase de dicha particidon se
extrajeron los Dol-P-P-oligosacdridos con CI13CH:CH30H:Hp0 (1:1:0,3), 1los
cuales fueron purificados por cromatografia de intercambio 1dnico segiin se
describe en la seccidn 2.3.2. Los oligosacdridos fueron obtenidos por
hidrélisis acida suave de los Dol-P-P-derivados y se determind su tamafio por
cromatografia en papel con solvente C. Los resultados se presentan en las
Figs. 15 y 16. A excepcidn de L. adleri, los perfiles cromatogrdficos obteni-
dos para cada organismo no se modificaron con el tiempo de incubacidn. Como

se observa en la Fig. 15A-B, T. dionisii y H. samuelpessoai producen un {inico

compuesto cuya migracidn cromatogrdfica coincide con la de un standard de

MangG1cNAc,. El mismo compuesto se detecta en los casos de H. muscarum, T.

conorhini y L. samueli (Fig. 15C-E). De acuerdo con 1o descripto por Parodi y

col. (87) C. fasciculata produce un {nico pico que corre como

ManyG1cNAcy (Fig. 16A). B. culicis produce un compuesto que comigra con
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Fi?ura 15, Dol-P-P-oligosacaridos de tripanosomatidos. Los
ol-P-P-oligosacaridos radioactivos de distinfas especies de tripanosomatidos

incubados con (U-14C)glucosa fueron obtenidos segiin se describe en la seccidn
2.3.2. Los oligosacaridos fueron liberados por hidrdlisis acida suave y ana-
lizados por cromatografia en papel con solvente C. Los tiempos indicados en
los_ paneles son 1los tiempos de incubacidon de 1los pardsitos con
(U-*"C)glucosa. A, H. samuelpessoai; B, T. dionisii; C, T. conorhini; D, H.
muscarum; E, L. Samueli. -

Standards: 6, MangGlcNAco; 7, ManyGlcNAcy; 8, MangGlcNAcp; 9, MangGlcNAc).
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Figura 16. Dol-P-P-oligosacdridos de tripanosomatidos sCO"t-Z- A, C.
asciculata; B, B. culicis; C-E, L. adleri., Para mayores detalles, ver Fig.
15.
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MangGlcNAc, (Fig. 16B). En el caso de L. adleri el perfil cromatografico
muestra dos picos cuyas proporciones relativas varian con el tiempo de
marcacion: el pico mas lento (pico I) comigra con un standard de MangGlcNAcy;
el segundo‘pico (pico II) corre mis rdpido que el pico I, y como veremos mis

adelante se trata de MangGlcNAc,. Su proporcion se va haciendo minoritaria a

medida que aumenta el tiempo de marcacidén (Fig. 16 C-E).

3.2.2.Sensibilidad a endo N-acetilglucosaminidasa H

La endo N-acetilglucosaminidasa H (Endo-H) hidroliza la unidn gli-
cosidica @1-04 entre los dos residuos de N-acetilglucosamina de oligo-
sacdridos de alta manosa (113). Para verificar que los oligosacdridos unidos
a Dol-P-P aislados de los distintos tripanosomatidos contienen la unidad
GlcNAc@l-'4G1cNAc, los mismos fueron incubados con Endo-H, y los productos de
la digestion fueron separados por cromatografia en papel con solvente D. En
la Fig. 17 se observa el resultado obtenido con los picos I y II de L. adleri
(ver seccidn anterior). Como se puede ver en la Fig. 17A, la Endo-H libera N-
acetilglucosamina del oligosacdrido I de L. adleri. Idéntico resultado se
obtuvo al incubar con Endo-H a los oligosacdridos de todos los demas tripano-

somatidos estudiados. La Gnica excepcidon la constituyd el oligosacdrido II de

L. adleri, que resultd ser resistente a Endo-H, y no 1liberd N-

acetilglucosamina por incubacidon con la enzima (ver Fig. 17B). Como se vera
mis adelante, la estructura de este oligosacarido justifica su resistencia a

EndO-H .
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Figura 17. Degradacidn enzimitica. Los oligosacdridos I (panel A) y II (panel
B) de L. adleri previamente unidos a Dol-P-P (Fig. 16C) fueron digeridos con

Endo-H. Los ohgosacamdos previamente tratados con Endo-H de C. fasciculata
(panel C) y L. adleri (panel D) fueron incubados con X-manosidasa. Los pro-

ductos fueron cromatografiados en papel con solvente D. E E1 pico que corrid
detrds de manosa en C fue eluido, incubado con @-manoswasa y recromatogra-

fiado en papel con solvente A.

Standards: 1, manosa; 2, Manp; 3, Man3; 4, Mana; 5, ManGlcNAc; 6, ManGlcNAc,.
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3.2.3.Sensibilidad a g- y f-manosidasa

Los oligosacdridos resultantes del tratamiento con Endo-H fueron
eluidos y tratados con of-manosidasa; los productos de la digestidon fueron
analizados por cromatografia en papel con solvente D. En la Fig. 17C se
observa el resultado obtenido con el oligosacarido de C. fasciculata. Tal
como se esperaba, se observa manosa y un pequefio pico que corre ligeramente
detras de manosa y que coincide con un standard de Manpl—v461cNAc. El mismo
resultado se obtuvo con los oligosacdridos de los demas organismos estu-

diados. La identidad del disacdrido ManG1cNAc fue confirmada en el caso de C.

fasciculata, eluyendo dicho compuesto e incubandolo con una preparacidn

enzimitica de oviducto de gallina que contenfa actividades de Of- y
@-manosidasa, y analizando los productos por cromatografia en papel con
solvente A. Como se ve en la Fig. 17E, este tratamiento liberd manosa y N-

acetilglucosamina.

Como se discutid en la seccidn anterior, el oligosacdrido II de L.

adleri era resistente a Endo-H. En la Fig. 17D se presenta el perfil croma-

tografico obtenido luego de incubar dicho oligosacdrido con O{-manosidasa. Se
observa un pico de manosa y un segundo pico que comigra con un standard de

ManGlcNAcp, entre standards de Manp y Manj.
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3.2.4.Acetdlisis

La acetdlisis es un tratamiento que produce la ruptura preferencial de
uniones o{l-’G entre residuos de manosa (114). Los oligosacdridos unidos a
Dol-P-P previamente tratados con Endo-H fueron sometidos a acetdlisis, y los
fragmentos obtenidos fueron analizados por cromatografia en papel con
solvente D. Los resultados obtenidos con los oligosaciridos de B. culicis, L.

adleri, L. samueli y C. fasciculata se presentan en la Fig. 18. Se sugiere al

lector consultar la Fig. 45 para la mejor comprension de lo que sigue. El
producto de la acetdlisis del oligosacdrido MangGlcNAc de L. samueli se

observa en la Fig. 18A. El mismo perfil se obtuvo para los oligosacaridos de

T. conorhini, T. dionisii, H. muscarum y H. samuelpessoai. Se observan tres
picos que comigran con standards de Man2, Man3 y MansGlcNAc. Este resultado
es compatible con la estructura propuesta en la Fig. 45 para estos oligo-
sacaridos.

En el caso del compuesto de composicibn MangGlcNAc de B. culicis (Fig.
188) se observan dos picos predominantes: Many y MansGlcNAc. El mismo perfil
se obtuvo para el oligosacdrido I de L. adleri. La pequefia cantidad de manosa
observada en las Figs. 18A-B se debe a acetdlisis inespecifica y no debe ser
tenida en cuenta para el analisis estructural.

E1 perfil cromatogrdafico de los productos de acetdlisis del oligo-

sacarido Il de L. adleri muestra tres picos principales (Fig. 18C): manosa,

Man4GlcNAc y un compuesto que corre un poco menos que ManaGlcNAc. Como se

recordard (ver seccidn 3.2.2.), el oligosacarido II de L. adleri era

resistente a Endo-H. Por 1lo tanto, habria que esperar la formacidon de
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Figura 18. Acetdlisis. Los oligosacaridos previamente unidos a Dol-P-P
fueron incubados con Endo-H y luego de separar la N-acetilglucosamina por
cromatografia en papel, sometidos a acetdlisis. Los productos de acetdlisis

fueron separados por cromatografia en papel con solvente D. A, L. samueli; B,
B. culicis; C, L. adleri II; D, C. fasciculata. -

Standards: 1, manosa; 2, Manp; 3, Manz; 4, Mang; 5, MansGlcNAc.



- 68 -

MangGlcNAc, en vez de ManyGlcNAc por acetdlisis. El pico que corre detras de
MangGicNAC es MangGlcNAcy; la formacidn de MangGlcNAc se explica porque las
condiciones de la acetdlisis producen una ruptura parcial del enlace entre
los dos residuos de N-acetilglucosamina.

Por ultimo, la acetdlisis del oligosacdrido de C. fasciculata (Fig.

18D) produce Man3 ¥ MansGlcNAc, tal como ya ha sido descripto (87).

3.2.5.Electroforesis en molibdato de fragmentos de acetdlisis

Si las estructuras propuestas en la Fig. 45 fuesen correctas, los di y
trisacaridos obtenidos por acetdlisis de los oligosacaridos deberian tener
las siguientes estructuras: Mandl-w2Man y Mar®{l-»2Man{l-»3Man para Manp y
Many respectivamente de T. dionisii, T. conorhini, H. muscarum, H.

samuelpessoai y L. samueli; Mandl-»2Mano{l—~3Man para Man3 de C. fasciculata y

Maro{l-3Man para Manp de B. culicis y L. adleri (I). Un método para deter-
minar la sustitucidon del azlicar del extremo reductor de un oligosacdrido con-
siste en reducirio y someterlo a electroforesis en molibdato de sodio (pH 5).
Si la sustitucidn es en C3, el oligosacarido no migrara en la electroforesis;
si la sustitucion estda en cualquier otra posicion, el oligosacarido reducido
migrard hacia el anodo (115). Segiin este criterio, Man3-0l de C. fasciculata

y Manp-ol de B. culicis y L. adleri (I) deberian ser neutros en molibdato, al

igual que Man3-ol de T, dionisii, T. conorhini, H. muscarum, H. samuelpessoai
y L. samueli, mientras que Man2-0l obtenido de estos uUitimos deberd compor-
tarse como un anidn. Los di y trisacdridos obtenidos por acetdlisis de los
oligosacaridos previamente unidos a Dol-P-P fueron reducidos con NaBHg Y

sometidos a electroforesis en papel con molibdato de sodio a pH 5. Los




























































































































































































































































