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RESUMEN

La N-giicosiiación de proteinas en la mayoria de las céiuias eucarióticas

ocurre por transferencia co-traduccional de un oligosacárido de composición

GIC3Man961cNAc2,de doiicoi difosfato a un residuo de asparagina en el pép­

-tido. Después de 1a transferencia, los oligosacáridos unidos N­

glicosidicamente a proteinas sufren una serie de reacciones de procesamiento,

consistentes en 1a remoción de ios residuos de giucosa y algunos residuos de

manosa, y 1a adición de otros residuos de azúcar. taies comoácido siáiico,

N-acetiigiucosamina, gaiactosa y fucosa, y de otros sustituyentes. comofos­

fato o sulfato.

Se ha demostrado que en ios casos de ios tripanosomátidos Crithidia jgsgir

cuiata, Trxganosomacruzi y Leishmania mexicana, e] oligosacarido transferido

de dolicoi difosfato a proteina no contiene residuos de glucosa. y su com­

posición es Man7GicNAc2en el caso de g; fasciculata, MansGlcNAczen e] caso

de L; mexicana y MangGlcNAczen e] caso de I; ¿5251. Céiuias de I¿ 55251

incubadas "in vivo“ con (14€)giucosa sintetizan doiicoi monofosfato

(14C)manosa pero no dolicol monofosfato (14C)giucosa. Estos fueron los pri­

meros casos en que se observó 1a transferencia de doiicol difosfato a pro­

tefnas de oiigosacáridos carentes de glucosa. Con e] objeto de ampliar“ y

generaiizar estas observaciones. se estudió e] mecanismode N-glicosilación

de proteinas y procesamiento de oiigosacáridos unidos N-glicosidicamente a

proteinas en los siguientes organismos de la familia Trypanosomatidae:

Blastocrithidia cuiicis. Crithidia fascicuiata, Crithidia harmosa,

Hergetomonas muscarum. Hergetomonas samuelgessoai, Leishmania adleri,

Legtomonas samueii. Trxganosoma conorhini y Trxganosoma dionisii. Los



resultados obtenidos se resumen a continuación.

- Después de incubar células “in vivo“ con (U-14C)glucosa, ninguno de los

tripanosomátidos mencionados sintetizó oligosacáridos unidos a dolicol

difosfato que contuvieran glucosa. En el caso de g; fasciculata, la adición

de concentraciones elevadas de glucosa o de inhibidores de la sintesis pro­

teica no modificó este resultado.

- Células de g; Iggciculata, IL 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¿_gglg¿1 y fl; muscarumprodujeron dolicol monofosfato

(14C)manosay dolicol monofosfato (14C)glucosa.

- El dolicol de g; fasciculata es un poliisoprenol que contiene sólo 11 uni­

dades de isopreno, en base a su comportamiento cromatográfico en columnas de

exclusión en presencia de deoxicolato de sodio. El reducido tamaño del

lipido concuerda con la tendencia al acortamiento de la cadena iSOprenoide

del dolicol a medida que se desciende en la escala evolutiva.

- El oligosacárido unido a dolicol difosfato de mayor tamaño que se sintetiza

"in vivo“ es el mismo para un mismo género. La composición de dicho oligo­

sacárido es ManGGlcNAczpara Blastocrithidia y Leishmania, Man7GlcNAc2para

Crithidia y MangGlcNAcz para Trxpanosoma. Leptomonas y Herpetomonas.

- La estructura de los oligosacáridos unidos a dolicol difosfato es idéntica

a la estructura de los oligosacáridos unidos a dolicol difosfato de igual

composición de células animales, los cuales son intermediarios en la sintesis

del oligosacárido final (Glc3MangGlcNAc2)­

- Los oligosacáridos unidos a dolicol difosfato mencionados más arriba fueron



transferidos a proteinas en todos los casos, ya que su presencia pudo ser

detectada en la población de oligosacáridos radioactivos que fueron liberados

de glicoproteinas por tratamiento secuencial con proteasa y

endo-e-N-acetilglucosaminidasa H.

- Se describen varias reacciones de procesamiento de oligosacáridos unidos N­

glicosidicamente a proteinas en estos organismos. La demanosilación de oligo­

sacáridos sensibles a endo-P-N-acetilglucosaminidasa H se observó en todos

los casos, si bien el nümero de residuos de manosa que podian perderse varió

segün el organismo (I¿_ conorhini y I; dionisii perdieron hasta 4 residuos de

manosa, LL samueli hasta tres. g; harmosa hasta dos y g; fasciculata,.gL

culicis, L¿_gglg¿1 y'HL samuelpessoai sólo uno).

- En todos los organismos se detectó la presencia de oligosacáridos sensibles

a endo-P-N-acetilglucosaminidasa H glucosilados. Los residuos de glucosa se

incorporaron a los oligosacáridos después de la transferencia de éstos a la

proteina. En los casos de g¿_ fasciculata, g¿_ harmosa, ]¿_ dionisii, ]¿_

conorhini, EL culicis y LL 391251, se demostró que los residuos de glucosa

son posteriormente retirados de los oligosacáridos, ya que no se detectaron

compuestos glucosilados radioactivos luego de realizar un “chase” prolongado

con azücar no radioactivo.

- Se detectó también la presencia de oligosacáridos sensibles a

endo-P-N-acetilglucosaminidasa H que contenían galactosa en EL fasciculata,

EL harmosa, LL samueli y tb_ samuelpessoai. Los residuos de galactosa se

encontraban en configuración furanósica, lo cual fue demostrado por su sen­

sibilidad a la hidrólisis ácida, oxidación con Na104e hidrólisis enzimática

con F-galactofuranosidasa.



- En los casos de'L¿ samueii y fi¿ samueipessoai. los oligosacáridos trans­

feridos a proteinas fueron eiongados por adición de residuos de azücar, para

dar compuestos de mayor peso moiecuiar.

- Por último, se detectó en C_. fasciculata, C_. harmosa y g; cuiicis 1a

existencia en oiigosacáridos unidos N-giicosïdicamente a proteinas, de otros

sustituyentes, los cuaies no fueron caracterizados. En los casos de g¿_fasci­

culata y EL harmosa, dichos sustituyentes confirieron resistencia a

endo-e-N-acetiiglucosaminidasa Hra los oligosacáridos.
En base a todos los resultados mencionados, se propone una secuencia de N­

giicosiiación de proteinas y procesamiento de glicoproteinas para varios de

los tripanosomátidos estudiados en esta tesis. Asimismo, se discute 1a posi­

bilidad de que los tripanosomátidos configuren una familia de "mutantes

naturaies" en la N-glicosiiación de proteinas.

Parte de los resuitados presentados en esta tesis ha sido publicada en los

siguientes articulos:

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

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

Mendeizon & Au). Parodi (1986) The Journai of Biological Chemistry, E,

2129-2133.

“Characterization of doiichoi nnnophosphate- and doiicho] diphosphate-linked

saccharides in trypanosomatid fiageilates". J.0. Previato, D.H. Mendelzon&

A.J. Parodi (1986) Moiecuiar and Biochemicai Parasitology, ¿9, en prensa.

“Characterization of protein-linked oligosaccharides in trypanosomatid

fiageilates'. D.H. Mendelzon, J.0. Previato & A.J. Parodi (1986) Moiecuiar



and Biochemical Parasitology, 1_8, en prensa.



1.1NTRODUCCION

1.1.GLICOPROTEINAS

1.1.1.6eneralidadesl clasificación 1_estructura

La definición de glicoproteïna corrientemente aceptada es debida a

Gottschalk (1). Segün la misma, las glicoproteïnas son proteinas conjugadas

conteniendo como grupo prostático uno o "ás heterosacáridos, generalmente

ramificados, con un nümero de residuos de azücar relativamente pequeño,

carentes de una unidad repetitiva y unidos covalentemente a la cadena poli­

peptidica. Esta definición establece una clara distinción entre las glicopro­

teinas y los demás compuestos conteniendo una unión covalente

azücar-aminoácido, denominados genéricamente proteoglicanos. Estos últimos se

caracterizan, contrariamente a las glicoproteïnas. por poseer una unidad

repetitiva en la porción sacaridica, un nümerorelativamente alto de residuos

de azücar por molécula y la carencia (generalmente) de ramificación.

La clasificación de las glicoproteinas se realiza en base a la natura­

leza de la unión azücar-aminoácido. En base a este criterio, las glicopro­

teïnas se dividen en dos grandes grupos: O-glicosidicas y N-glicosïdicas.

Las glicoproteïnas O-glicosidicas pueden a su vez, dividirse en tres

subgrupos, de acuerdo con el aminoácido involucrado en la unión (Fig. 1): el

primer grupo está formado por aquellas que involucran al -0H de un residuo

serina o treonina, llamadas glicoproteinas 'de tipo mucina (2). El azücar

involucrado en la unión puede ser N-acetilgalactosamina o xilosa en células

animales. Se han detectado en levaduras y otros hongos, glicoproteïnas de
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Figura l. Uniones azücar-aminoácido características de 1as glicoproteïnas.



este tipo en 1as cuales el azücar involucrado en 1a unión a 1a proteina es

manosa o galactosa (3).

E1 segundo grupo de gïicoproteinas O-glicosidicas está formado por ios

colágenos de ias membranas basaies de organismos animales. En estas sustan­

cias 1a unión azücar-aminoácido está formada entre un residuo de gaiactosa y

e] grupo -0H de un residuo de hidroxilisina en e] péptido (3) (Fig. 1).

Por último, 1a pared ceiuiar de células vegetales contiene glicopro­

teinas denominadas extensinas, en las cuaies la unión azücar-aminoácido está

formada por un residuo de arabinosa unido O-glicosidicamente a un residuo de

hidroxiproiina (3) (Fig. 1).

La unión azücar-aminoácido caracteristica de las giicoproteïnas N­

gïicosidicas está formada por un residuo de N-acetilglucosamina unido N­

giicosidicamente 'ai grupo -NH2 de 1a cadena laterai de un residuo de

asparagina (Fig. 1). Estas giicoproteinas se subdividen a su vez, de acuerdo

con la estructura de 1a cadena oïigosacaridica unida a la proteina. en tres

grupos (2) (Fig. 2):

a)G]ic0proteinas de' “aita manosa“. Son aque11as que contienen soiamente

manosa y N-acetiiglucosamina. Los oligosacáridos de estas giicoproteinas

poseen un "núcleo" heptasacaridico común; 1a variabiiidad está dada por el

nümero y posición de residuos de manosa en unión cil-02 unidos a ios residuos

de manosa de los extremos no reductores del "núcleo".

b)Giicoproteïnas complejas. Los oligosacáridos de estas glicoproteinas con­

tienen un nücieo pentasacáridico, y la variación estructura] viene dada por

el nümero de cadenas externas unidas a ios residuos de manosa de los extremos

no reductores. Frecuentemente. en céluïas animales las cadenas externas están
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formadas por e] trisacárido NeuAcOiZ-uóGaifll-MGICNAC, aunque se ha

registrado considerable variabiiidad estructural (2). Por otra parte, es fre­

cuente encontrar un residuo C(-fucosiio unido a1 C-6 de] residuo de N­

acetiigiucosamina proxima] (Fig. 2).

c)Giicoproteïnas hibridas. Comosu nombre Io indica, los oiigosacáridos de

estas giicoproteïnas presentan rasgos estructuraies característicos de los

dos grupos antes descriptos (Fig. 2).

La notable conservación estructura] de los "núcleos" de ios oiigo­

sacáridos unidos N-glicosïdicamente a proteinas en los tres grupos descrip­

tos, sugiere que todos eïlos son sintetizados a través de una ruta metabóiica

comün. Este mecanismo se describirá en detaiie en 1a próxima sección.

1.1.2.61icosiiaci6n gg proteínas

La biosintesis de oligosacáridos unidos O-giicosïdicamente a residuos

de serina o treonina, ocurre por glicosilación secuencia}, de modo que e]

producto de la reacción catalizada por una glicosil transferasa es el

sustrato aceptor para 1a siguiente giicosiltransferasa (4). La primera reac­

ción consiste en 1a transferencia de un residuo de N-acetilgaiactosamina a

partir de UDP-N-acetilgalactosamina, a1 grupo -0H de un residuo serina o

treonina en 1a cadena poiipeptïdica.

UDP-GalNAc+ HO-(ser/thr) -o GalNAc-O-(ser/thr) + UDP

La eiongación de] oiigosacárido se producirá por adición secuencia] de

residuos de azücar, a partir de los nucleótido-azücares correspondientes, a

la giicoproteïna.
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La estructura final del oligosacárido está determinada por varios fac­

tores. En primer lugar, es evidente que la misma se encuentra bajo control

genético a nivel de la expresión del nümeroy tipo de glicosil transferasas

que serán producidas en una célula determinada. Un ejemplo bien documentado

de esto lo constituye la base genética de los grupos sanguíneos A, B y 0, los

cuales están determinados por la estructura de los carbohidratos presentes en

glicoproteinas y glicolïpidos de la superficie del eritrocito (4, 5).

Otro factor que influye sobre la estructura final del oligosacárido

unido O-glicosidicamente a proteinas es la proporción relativa de las

diferentes glicosil transferasas presentes en la célula. Al llegar a un punto

de ramificación en la secuencia biosintética del oligosacárido, la ruta

metabóliCa seguida preferencialmente dependerá de la cantidad relativa de las

glicbsil transferasas involucradas en dicho punto. Un interesante ejemplo de

este fenómeno ha sido informado por Schachter y col. (6), al estudiar las

diferencias estructurales entre los oligosacáridos de las mucinas sub­

maxilares ovina y porcina.

En el caso de la mucina submaxilar ovina, el 95%de los oligosacáridos

unidos O-glicosidicamente a la proteina tiene la estructura NeuAdflZ-póGalNac

-ser/thr, mientras que la correspondiente glicoproteïna porcina contiene oli­

gosacáridos más complejos, con la siguiente estructura:

GalNAafll-3Galpl-3GalNAcd-thr/ser
|o( 1,2 lo(2,6
Fuc NeuAc

La diferencia en las estructuras de los oligosacáridos de las dos muci­

nas se debe a la siguiente razón: la transferencia de ácido siálico al resi­

duo de N-acetilgalactosamina más interno impide la transferencia de galactosa
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al mismo residuo (2). En glándula submaxilar ovina, la relación sialil

transferasa/galactosil transferasa es 10-30 veces mayor que en la glándula

porcina. Por ello, la mayoria de los residuos de N-acetilgalactosamina unidos

O-glicosïdicamente a la proteina recibirá antes un residuo de ácido siálico,

impidiendo de este modo la elongación del oligosacárido.

Por último, la disponibilidad de sustratos dadores de azücar y la acce­

sibilidad de las enzimas a los sitios de glicosilación también pueden ser de

importancia en la determinación de la estructura final de los oligosacáridos

unidos O-glicosidicamente a proteinas (4,5).

La glicosilación de proteinas del tipo N-glicosidico ocurre por un

mecanismo totalmente diferente. Un gran cúmulo de evidencias experimentales

(7-9) ha demostrado la intervención de un intermediario lipïdico, el dolicol

(Dol) unido a restos de azücar mediante puentes de fosfato o pirofosfato, en

la glicosilación de residuos de asparagina. La estructura del dolicol es la

siguiente:

CH3 CH3
l I

H-(CHz-C=CH-CH2)n-CH2-CH-CH2-CH20H

El nümero de unidades de isopreno varia entre 16 y 24 segün la especie

(9). La<j-saturaci6n es una caracteristica invariable de los poliprenoles de

células eucarióticas, lo cual los diferencia del compuesto análogo bac­

teriano, el undecaprenol, que tiene 11 unidades de isopreno y es d-insaturado

(las halobacterias constituyen una excepción, ya que en estos organismos se

ha demostrado la existencia de un poliisoprenol (Á-saturado es decir un
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dolicol).

E1 doiicoi no interviene en 1a giicosiiación de proteinas como tai,

sino a través de sus derivados fosforiiados, doiicoi monofosfato (Dol-P) y

doiicoi difosfato (Dol-P-P). La via nmtabóiica para ia N-giicosilación de

proteinas, denominada “cicio de] doiicol", se esquematiza en 1a Fig. 3 y será

descripta a continuación.

El primer paso consiste en 1a adición de un resto de GïcNAc-P a partir

de UDP-GicNAc, a] Doi-P.

UDP-GicNAc + Doi-P -o Doi-P-P-GicNAc + UMP

Esta reacción es inhibida por 1a tunicamicina, un antibiótico muyuti­

lizado c0mo inhibidor de 1a N-giicosiiación de proteinas (10). A con­

tinuación, se produce 1a adición de un residuo de N-acetilglucosamina y un

residuo de manosa, a partir de los nucïeótido-azücares correspondientes,

UDP-GlcNAcy GDP-Man (10) (Fig. 3). Nnbos residuos se encuentran en con­

figuración anomérica e. La sintesis continúa con 1a adición de otros cuatro

residuos de manosa, en configuraciónCX, a partir de GDP-Man,para dar origen

a un compuesto de composición MansGïcNAcz-P-P-Dol. Seguidamente, se adicionan

otros cuatro residuos más de manosa, pero en este caso e] dador de manosa es

Doi-P-Man, formado a través de 1a reacción:

GDP-Man + Doi-P -9 Doï-P-Man + GDP (7)

Por üitimo, el oiigosacárido resultante, de fórmula MangGicNAcz-P-P-Doi

recibe tres residuos de giucosa. Nuevamenteen este caso, e] dador de gïucosa
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no es el nucleótido azücar sino Dol-P-Glc (11), formado a partir de UDP-Glc

segün la reacción:

UDP-Glc + Dol-P -9 Dol-P-Glc + UDP (7)

Se tiene entonces un compuesto de composición Glc3Man9GlcNAc2-P-P-Dol.

La estructura de este c0mpuesto ha sido totalmente elucidada (12) y se pre­

senta en la Fig. 4.

Los residuos de azücar son adicionados al oligosacárido creciente en

forma ordenada. Esta afirmación se basa en el hecho de que las estructuras de

oligosacáridos unidos a Dol-P-P de tamaños menores que el del oligosacárido

fina] (MansGlcNAcz,Man7GlcNAc2,etc.) son únicas (13), y no se han detectado

cantidades significativas de las demásestructuras posibles si la adición de

azücares fuera al azar. En base a estos resultados se ha propuesto la secuen­

cia de biosïntesis que se muestra en la Fig. 5.

La intervención de Dol-P-Man en la adición de los últimos cuatro resi­

duos de manosa ha sido demostrada de manera definitiva por Chapman y col.

(14), quienes informaron que en una linea mutante de células de linfoma inca­

paz de sintetizar Dol-P-Man, el oligosacárido no glucosilado de mayor tamaño

unido a Dol-P-P que se sintetiza "in vivo“ es MansGlCNAcz.C0" la estructura

que se muestra en la Fig. 5. La incubación de preparaciones de membranas de

estas células con Dol-P-(3H)Man dio lugar a la formación de lípido­

oligosacáridos radioactivos desde ManGGlcNAcz-P-P-Dol hasta

MangGlcNAcz-P-P-Dol.

Comose ve en la Fig. 5, la rama que habrá de recibir los tres residuos

de glucosa se encuentra ya completa en el oligosacárido de canposición
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MansGlcNAcZ. Sin embargo, las evidencias experimentales indican que el

sustrato preferido para la transferencia de glucosa es MangGlcNAcz-P-P-Dol.

Oligosacáridos glucosilados de menor tamaño se han detectado sólo en muy

pequeña cantidad (8).

Una vez canpletada la sintesis, el oligosacárido es transferido del

Dol-P-P a un residuo de asparagina en una proteina (2). Por ültimo, la remo­

ción de un grupo fosfato del Dol-P-P regenera el Dol-P y cierra el ciclo (15)

(Fig. 3). Todas las reacciones del ciclo eCurren en el reticulo endoplásmico

rugoso (2). Se ha demostrado en muchos casos (8) que la transferencia del

oligosacárido a la proteina ocurre simultáneamente con la traducción, 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 eucarióticos (9); hoy en dia es considerado una carac­

teristica universal de este tipo de células. Másaün, el oligosacárido que es

transferido de Dol-P-P parece tener siempre la mismaestructura (9). Si bien

se han descripto casos (tales como las nmtantes de linfoma descriptas más

arriba, o ciertas lineas celulares en condiciones de ayuno energético) en los

cuales el oligosacárido transferido a proteinas tiene un contenido menor de

manosa (16-19), la presencia de los tres residuos de glucosa ha sido con­

siderada durante muchotiempo comoun requisito imprescindible para la trans­

ferencia eficiente a proteinas. Como se verá más adelante, los

tripanosomátidos constituyen una notable excepción a esta regla.
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1.1.3. Procesamientode giicoproteïnas

Inmediatamente después de ser transferidos de Dol-P-P a 1a proteina

aceptora, los oiigosacáridos comienzan a sufrir una serie de modificaciones

que habrán de conducir finaimente a 1a gran diversidad estructura] de o]igo—

sacáridos unidos N-glicosidicamente a proteinas. Estas reacciones se denomi­

nan genéricamente "procesamiento" y serán descriptas en e] orden cronológico

en que ocurren en 1a célula. En 1a Fig. 6 se presenta un esquema ilustrativo

de 1as reacciones de procesamiento más importantes que ocurren en células

animaies.

La primera etapa del procesamiento consiste en 1a remoción de los tres

residuos de giucosa de] oligosacárido precursor (8)(etapa 2, Fig. 6). Dos

enzimas participan de esta reacción (20-23). La primera, denominada glucosi­

dasa I, remueve sóio e] residuo de giucosa tenmina]. La segunda actividad

(gïucosidasa II), es inactiva con GÍC3MangGÏCNACZ’Pero actúa SObPe

GiczMangGicNAcz y GlclMangclcNAcz para dar MangGicNAcz. Ambas giucosidasas

son proteinas de membrana que están Iocaiizadas en 1a superficie iumina] de

los reticuios endoplásmicos Iiso y rugoso (20).

E1 paso siguiente en el procesamiento es 1a remoción de los residuos

de manosa que se encuentran unidos por uni0nesc11-yz (etapa 3a, Fig. 6). El

nümero de residuos de manosa hidroiizados puede variar entre 0 y 4, depen­

diendo de la glic0proteïna (8). LasOmenosidasas responsables de esta etapa

del procesamiento se encuentran en e] reticuio endoplásmico rugoso y en e]

aparato de Golgi (24, 25). Contrariamente a 10 observado durante 1a sintesis,

e] orden de remoción de ios residuos de manosa no es ünico, sino que puede



Reiicu|o Aparato de
endoplosmico Golgi

dolicol
' I 2

avg c:>

a“ /.D"‘K¡
GG

/ SML.
c:

9

a,¿M

"U"U M o:

CLAVE
A Glc

o Mon
I GlcNAc
A Fuc
o Gol
6 NeuAc
® Fosfoto

¡Transporte!
9352591105!

Fosforilodo“ alto
monoso

Figura _(_S_.Procesamiento de gh‘coproteïnas.



_21_

mostrar cierta variación, dependiendo de 1a glicoproteïna y de 1a célula

invoiucrada.

Puede observarse en 1a Fig. 7 que 1a remoción de residuos de manosa no

se realiza necesariamente en e] orden inverso a] de su adición; en otras

paiabras, 1a estructura de los oiigosacáridos unidos a proteina conteniendo

menos de nueve residuos de manosa puede ser diferente de 1a de los respec­

tivos compuestos unidos a Do]—P-P.

E1 procesamiento descripto hasta aqui habrá de dar como producto gli­

coproteïnas conteniendo oiigosacáridos de "alta manosa“. La continuación de]

procesamiento requiere ob1igatoriamente 1a adición de un residuo de N­

acetilglucosamina a] residuo de manosa expuesto dei "núcleo" (etapa 4a, Fig.

6) (2,8). Seguidamente una nanosidasa (manosidasa II), distinta de ias que

hidroiizan Ios residuos de manosa en unión cil-92, retira los dos üitimos

residuos de manosa que no pertenecen a] "núcleo" (etapa 5, Fig. 6) (27, 28).

La adición posterior de residuos de N-acetiïglucosamina, galactosa, ácido

siálico y fucosa, a partir de sus nucïeótido-azücares correspondientes, dará

origen a ios oïigosacáridos "compiejos", ta] como se muestra esquemáticamente

en las etapas 6 a 9 de 1a Fig. 6 (2).

En caso de no ser hidroiizados los dos últimos residuos de manosa, los

oligosacáridos resultantes serán del tipo "hibrido" (ver Fig. 6). Se cree que

1a adición de un residuo de N-acetiigiucosamina a1 residuo de manosa más

interno (ver Fig. 2) bioquea 1a acción de 1a nnnosidasa, estabiiizando de

esta manera ias estructuras "hibridas" (28). La manosidasa II y la N­

acetilglucosaminil transferasa se encuentran en 1a parte “cis” dei aparato de

Goigi (o sea, 1a parte más cercana a1 nücleo ce1u1ar), mientras que 1a gaiac­
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tosil transferasa y sialil transferasa están localizadas en la parte "trans"

del mismo aparato, más cercana a la membrana plasmática.

Una interesante ramificación del camino principal de procesamiento es

la formación de oligosacáridos fosforilados en enzimas lisosomales exclusiva­

mente. El primer paso consiste en la transferencia_de un residuo de GlcNAc-P,

a partir de UDP-GlcNAc,a un oligosacárido de "alta manosa" (etapa 3b, Fig.

6). Seguidamente, el residuo de N-acetilglucosamina es retirado por acción de

una N-acetilglucosaminil fosfodiesterasa (etapa 4b, Fig. 6), de modo de

exponer uno o más residuos de Man-ó-P (29-32). Tanto la N-acetilglucosaminil

fosfotransferasa comola 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 nembrana del aparato de Golgi existen receptores

especificos para Man-6-Pque se unen a las glicoproteinas que contienen estos

residuos. Se forman entonces vesículas 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 reacción de procesamiento lo constituye la gluco­

silación transitoria de oligosacáridos de “alta manosa". Esta reacción con­

siste en la transferencia de un residuo de glucosa a partir de UDP-Glc, a un

oligosacárido de “alta manosa". Dicho residuo será posteriormente hidroli­

zado. Esta reacción, descripta originalmente en Trxpanosoma cruzi (34), ha

sido también observada en células de animales y vegetales superiores (35,36),

ocurre en el retïculo endoplásmico rugoso y se esquematiza en la Fig. 8. La

función de esta reacción de procesamiento es desconocida.
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l.1.4.G]icosi1aci6n gg_proteinas_gneucariotes inferiores

Comose mencionó anteriormente, 1a presencia de] cicio de] dolico] ha

sido demostrada en numerosos sistemas eucarióticos superiores, inciuyendo

mamíferos, insectos y piantas (9). La presencia de todas o aigunas de 1as

reacciones de] cicio ha sido detectada también en varios organismos

eucarióticos inferiores, entre elios ios hongos Aspergiiius ¿gjgyg (37) y

Neurospora crassa (38), ios protozoarios Tetrahxmena pzriformis (39) y

Euglena gracilis (40), e] hongo muciiaginoso Dictyostelium discoideum (41) y

e] hongodimórfico flgggrlrgu¿ii (42).

La ievadura Saccharomxces cerevisiae es sin duda e] eucariote inferior

que ha sido más estudiado en este aspecto (43). Asi, se ha detectado en este

organismo 1a formación de Doï-P-P-GlcNAc (44), Doi-P-Man (45) y Dol-P-Gic

(46), asi como de Dol-P-P-oïigosacáridos a partir de los mismos (47-49). Se

ha demostrado también 1a transferencia de Doi-P-P a proteina de un oiigo­

sacárido (50). La composición de dicho oligosacárido es, a1 igua] que en

céluias animaies, 61c3MangGicNAc2.Otra observación interesante ha sido 1a

demostración de] ro] de Doi-P-Man como dador de manosa para 1a gïicosiiación

de residuos de serina y treonina, los cuales son posteriormente elongados por

adición de residuos de manosa a partir de GDP-Man(51,52).

Si bien e] ciclo de] doiico] presenta en eucariotes inferiores ias

mismas caracteristicas que en eucariotes superiores, se han descripto reac­

ciones de procesamiento de oiigosacáridos unidos a proteina que son exclusi­

vas de eucariotes inferiores. Por‘ejempio, en EL cerevisiae, después de ser

transferido a proteina, e] oiigosacárido sufre 1a pérdida de los tres resi­
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duos de glucosa y uno de manosa, para ser luego eiongado por adición de un

gran nümero de residuos de manosa (53), y dar origen ai manano, uno de ios

poiisacáridos constituyentes de 1a pared ceiuiar. El camino compieto para 1a

síntesis de mananoen EL cerevisiae se presenta en 1a Fig. 9.

Otros ejemplos de reacciones de procesamiento descriptas exciusivamente

para eucariotes inferiores son 1a 3-0-meti1aci6n de residuos de manosa,

descripta en giicoproteïnas dei hongo dimórfico Mucor rouxii (54), y ia

introducción de grupos meti] fosfato en residuos de manosa, en e] hongo muci­

iaginoso Dictyosteiium discoideum (55).

1.1.5.Funciones gg la porción sacaridica gg_1as giicoproteinas

El enfoque experimenta] más adecuado para el estudio dei ro]

fisioiógico de 1a porción sacaridica de ias giicoproteinas consiste,

obviamente, en modificar en condiciones controlabies y reproducibies, 1a com­

posición o estructura de los oiigosacáridos unidos a la proteina, para iuego

observar qué propiedades varian en la giicoproteina asi modificada. En ese

sentido, las técnicas más utilizadas han sido las siguientes (56):

a)Inhibición tota] de 1a giicosilación de proteinas, mediante ei empleo de

inhibidores de] ciclo dei doiicoi (ej.: tunicamicina).

b)Destrucci6n o modificación de la porción sacarïdica de 1a giicoproteïna por

acción de glicosidasas o NaIO4­

c)Uti1ización de inhibidores de] procesamiento para modificar la estructura

de ios oligosacáridos unidos a proteinas.

d)Aisiamiento de nutantes ceiuiares con alteraciones en e] mecanismode gii­

cosiiación o procesamiento de giicoproteïnas. En estrecha relación con este
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ültimo punto puede incluirse el estudio de las enfermedades congénitas produ­

cidas por trastornos en el metabolismo de glicoproteinas.

La masa de bibliografia acumulada en relación con este tema es inmensa,

y será 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 los articulos de revisión publicados más recientemente

(2,56-59).

La información disponible permite asignar a los oligosacáridos de las

glicoproteinas las funciones siguientes:

a)Modulación de propiedades fisicoquimicas. La glicosilación representa un

cambio significativo en el tamaño. carga e hidrofobicidad de una proteina y

por lo tanto puede influir sobre propiedades tales comosolubilidad, viscosi­

dad y estructura terciaria (conformación).

Son muchos los ejemplos de este fenómeno (56): la invertasa de levadura

deglicosilada es muchomás sensible a la desnaturalización 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 mismasproteinas glicosiladas, indicando

que la glicosilación induce un cambio conformacional en la proteina.

b)Estabilización contra proteólisis. La idea de que el carbohidrato protege a

la proteina contra la degradación proteolitica está apoyada por numerosas

evidencias experimentales (56,58): la remoción enzimática de los oligo­
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sacáridos de una variedad de glicoproteïnas 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 muchomás rápidamente que en cultivos control; la

degradación proteolitica de la mucina submaxilar por enzimas lisosomales,

ocurre sólo después de que la mayor parte de sus oligosacáridos 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 oligosacáridos de algunas glicoproteinas son

necesarios para un correcto procesamiento proteolitico, evitando una degrada­

ción excesiva, tal como se ha demostrado en el caso de la hemaglutinina del

virus de influenza.

c)Secreción y transporte intracelular (56,58). La glicosilación no es

generalmente necesaria para la secreción de una proteina. Sin embargo se han

descripto algunas excepciones, tales como la inhibición de la secreción de

invertasa en células de levadura tratadas con tunicamicina.

La estructura del oligosacárido parece tener influencia en el

transporte intracelular de las glicoproteinas hasta el sitio subcelular donde

habrán de desempeñar su función; si bien los mecanismos de transporte no

están aün aclarados del todo, el caso de los receptores de Man-6-P para el

reconocimiento de enzimas lisosomales (ver sección 1.1.3.) es un interesante

ejemplo de este fenómeno.

Las evidencias experimentales disponibles (56) parecen indicar que el

oligosacárido no es necesario para el correcto desempeño de la actividad
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bioiógica de una giicoproteina. Asi, 1a inhibición de 1a giicosilación no

tiene efecto sobre 1a capacidad de 1a fibronectina de promover adhesión celu­

lar, ni sobre 1a actividad antivira] del interferón, ni sobre 1a unión de 1a

gonadotrofina coriónica humana a su receptor, ni sobre la actividad

enzimátiCa de invertasa, deoxirribonucieasa, ribonucleasa o carboxipeptidasa

Y.

1.2.TRIPANOSOMATIDOS

1.2.1.6enera1idadesl taxonomíal_biologïa

Los tripanosomátidos son protozoarios fiagelados cuyas caracteristicas

comunes son ia posesión de un soio fiageio libre o unido a1 cuerpo celuiar a

través de una membrana onduiante, y 1a presencia de una prominente organeia

subcelular ubicada en 1a base de] flageio, conectada a la mitocondria y que

contiene DNAen cantidades que exceden Iargamente ias encontradas normaimente

en ias mitocondrias de otras céiuias. Esta estructura se denomina kine­

topiasto, y todos ios protozoarios fiageiados que los contienen se clasifican

dentro de un Inismo orden taxonómico, e] orden Kinetopiastida. Dentro de]

orden Kinetoplastida, e] suborden Trypanosomatina reüne a aqueilos que poseen

un soio fiagelo; dentro dei suborden, la familia Trypanosomatidae es la ünica

descripta hasta el momento (60). Una caracteristica comün de ios tripano­

somátidos consiste en que todos eilos son parásitos, y no se encuentran en_1a

naturaleza en forma iibre, si bien muchos de eiios han podido ser cuitivados

axénicamente en el laboratorio. El "árboi" taxonómico de los tripanosomátidos

puede resumirse, entonces, de 1a siguiente manera (61):
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Being: Protista

Subreino: Protozoa

nglgnz Sarcomastigophora

Subphxlum: Mastigophora

gflggg; Zoomastigophorea

95923: Kinetoplastida

Suborden: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae

Géneros: Blastocrithidia, Crithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leishmania,

Leptomonas, Phytomonas, Rynchoidomonas, Trypanosoma;

Comoya se mencionó, los tripanosomátidos son parásitos obligados, y no

se han encontrado en la naturaleza en estado libre. Algunos géneros, denomi­

nados tripanosomátidos inferiores o monogenéticos, desarrollan todo su ciclo

de vida en un ünico huésped invertebrado, generalmente un insecto. Tal es el

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

Rxnchoidomonas, los cuales han sido aislados solamente de insectos, y no se

ha descripto el caso de ningún vertebrado que sea capaz de hospedarlos (62).

Los demás géneros. denominados tripanosomátidos 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 Trxpanosoma, Leishmania,

Endotrxpanum y Phxtomonas (60). Los tripanosomátidos digenéticos se carac­

terizan por los cambios morfológicos que sufren a lo largo de su ciclo de

vida. Asi por ejemplo, TripanosomaEïugl 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 ¿9. Cicïo de vida de L cruzi.
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eliminado en las heces del insecto; el tripomastigote penetra en la cir­

culación del huésped vertebrado a través de mucosas o lesiones cutáneas, y es

la forma capaz de penetrar las células del huésped; en el interior de la

célula huésped, el tripomastigote se diferencia a amastigote, forma replica­

tiva intracelular. Luegode varias divisiones, los amastigotes se diferencian

nuevamentea tripomastigotes. los cuales son liberados a la circulación luego

de la lisis celular. Finalmente, los tripomastigotes reinfectan al insecto

vector, (por succión de sangre del vertebrado infectado), en cuyo intestino

vuelven a diferenciarse a epimastigotes, cerrando de este modoel ciclo (63).

En la Fig. 10 se presenta un esquema del ciclo de vida de I; 55251. En la

Fig. 11 puede observarse una representación esquemática de las distintas mor­

fologias descriptas en los tripanosomátidos.

Existe una extraordinaria variedad de vertebrados que pueden ser

huéspedes de tripanosomátidos. Se han descripto tripanosomátidos en peces

(Tripanosoma gargantua, Trvpanosoma danilewskxi) (64), anfibios (sapos,

ranas) (Tripanosoma inopinatum, Trxpanosoma bocagei) (60). reptiles

(cocodrilos, lagartijas) (Trvpanosoma5339, Leishmania 391351, Leishmania

tarentolae) (60, 65), aves (Trvpanosoma corvi, Trzpanosoma avium) (66), mur­

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

(Trvpanosoma conorhini, Leishmania enriettii) (60), primates (Trzpanosoma

rangeli, Trxpanosomabrucei) (68), etc. El género Phxtomonas presenta la par­

ticularidad de parasitar plantas superiores (60). Por ültimo, varias especies

de tripanosomátidos son capaces de infectar al ser humano. Si bien algunas

especies no son dañinas, tales comoI¿_rangeli (60). otras especies son alta­

mente patogénicas. La tripanosomiasis africana, conocida como enfermedad del
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Figura ll, Estadïos morfológicos de los tripanosomátidos.
1.- Promastígote (Le tomonas, formas infectivas de Leishmania).
2.- Opistomastigote EHerQetomonas).
3.- Amastigote (formas intraceïuïares de Leishmania y Trxganosoma).
4.- Epimastigote (formas de cultivo de Tr anosoma).
5.- Tripomastigote (formas infectivas dE ¡rxganosoma).
6.- Coanomastigote(Crithidia).
F, flageïo; N, núcleo; K, kinetoplasto.
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sueño, es una enfermedad letal producida por las especies Trzpanosomam

gambiensey TrzpanosomaM rhodesiense (60,69). La tripanosomiasis ameri­

cana, o enfermedad de Chagas. producida por L M, causa lesiones

cardiacas e intestinales" severas, y puede ser fatal. Varias especies de

Leishmania (Leishmania braziliensis, Leishmania tropica, Leishmania donovani,

etc.), producen diferentes patologías, que pueden ir desde lesiones cutáneas

leves, hasta graves ulceraciones de piel y mucosas, produciendo deformidades

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

1.2.2.Glicocon:jugadosl glicogroteïnas fl tripanosomátidos

El objetivo global de encontrar determinantes antigénicos capaces de

producir inmunidad contra la infección por tripanosomátidos patógenos, ha

provocado un considerable interés en el estudio de la estructura y propieda­

des de polisacáridos y glicoconjugados de tripanosomátidos. Asi por ejemplo,

se han descripto varios polisacáridos, entre ellos un galactomanano en _T_.

M (70,71) y une-D-mananoy un arabinogalactano en Crithidia fasciculata
_y varias otras especies de Crithidia (72,75). Un glicoconjugado complejo

(lipopéptidofosfoglicano) ha sido aislado de epimastigotes de LM (76).

Varios glicoconjugados han sido aislados y parcialmente caracterizados en

Crithidia oncopelti (77). El receptor para macrófagos de una cepa de

LeishmaniaM ha sido caracterizado comoun glicolipido (78).

En cuanto a las glicoproteïnas propiamente dichas, su rol en la infec­

tividad, diferenciación e inmunidadcontra la infección por tripanosomátidos

ha sido demostrado en muchos casos. Los tripanosomas africanos están recu­

biertos de una envoltura compuesta por una única glicoproteïna, contra la
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cua] se dirige 1a respuesta inmune de] huésped. La variación en 1a secuencia

de aminoácidos de esta gïicoproteïna de superficie permite a1 parásito esca­

par a] sistema inmune de su huésped. Este interesante fenómeno se denomina

variación antigénica _yha sido objeto de intensa investigación (79,80). Estas

glicoproteinas parecen tener dos tipos de cadenas oligosacaridicas; una de

eHas está unida a1 extremo C-termina] de la cadena poiipeptidica por una

unión aün no caracterizada (79) y 1a otra parece ser una unión N-glicosïdica

a asparagina, puesto que su sintesis es inhibida por tunicamicina (81).

Varias giicoproteïnas han sido aisladas de 1a superficie de células de T_.

cruzi (82,86), y se ha demostrado 1a existencia de gïicoproteïnas especificas

para distintos estadios (83,85). Anticuerpos monoclonaïes sintetizados contra

una gïicoproteina de superficie de epimastigotes de L M inhiben 1a

diferenciación de epimastigotes a tripomastigotes (84). Asimismo se ha

demostrado 1a necesidad de 1a presencia de determinadas glicoproteïnas de

superficie para que tripomastigotes de L M puedanpenetrar en céluïas

animales en cultivo (86).

1.3.ANTECEDENTES INMEDIATOS l OBJETIVOS E L_A_INVESTIGACION

1.3.1.Glicosi1ación _d_e_prote'ínasg tripanosomátidos

A pesar de la importancia asignada a las glicoproteinas de tripano­

somátidos en distintas etapas de su ciclo biológico (ver sección anterior)

los estudios sobre el mecanismode giicosilación de proteinas en estos orga­

nismos han comenzado sólo recientemente. En 1981, Parodi y col. (87)

demostraron que ei DoI-P-P-oïigosacárido de mayor tamaño que se sintetizaba
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en céiuias de g; fasciculata incubadas con (14€)giucosa tenia ia composición

Man7GicNAc2.Asimismo se demostró que este oligosacárido era 'transferido a

proteinas. Este fue ei primer caso en que se describió 1a transferencia de

Doi-P-P a proteinas de un oligosacárido que no contenía glucosa. La estruc­

tura de este oligosacárido ha sido totalmente eiucidada (87,88) y se presenta

en la Fig. 12. La incubación de membranas de C_. fascicuiata con GDP-(I4C)Man

6 UDP-(14€)Glc y Doi-P de higado de rata dio como resuitado 1a formación de

Doi-P-(14C)Man pero no de Doi-P-(14C)Gic (89). Más adeiante, e] mismo grupo

estudió e] mecanismo de giicosilación de proteinas en epimastigotes de T_.

Luzl (90,91) y observó que en este organismo e] oligosacárido transferido de

Dol-P-P a proteinas tenia 1a composición MangGicNAcz.La estructura de este

oligosacárido ha sido también eiucidada (34) y se observa en 1a Fig. 12.

Tampoco en este caso se observó formación de Dol-P-(14C)Gic. aunque si de

Dol-P-(14C)Man, luego de incubar céluias con (14C)glucosa durante tiempos

superiores a 10 min. También en Leishmania mexicana se observó 1a transferen­

cia de Doi-P-P a proteina de un oiigosacárido que no contenía residuos de

gïucosa, en este caso ManóGïcNAcz(92). Las evidencias acumuladas hasta ei

momentoparecen indicar que 1a incapacidad de sintetizar derivados glucosiia­

dos de doiicoi es una caracteristica comúna los tripanosomátidos, que ios

diferencia de ios demás sistemas eucarióticos estudiados hasta 1a fecha. La

ausencia.de residuos de giucosa en 'los oiigosacáridos transferidos de Doi-P-P

a proteinas, permitió detectar por primera vez 1a existencia de. un mecanismo

de glucosilación transitoria de oiigosacáridos unidos a proteinas (ver sec­

ción 1.1.3.). Este mecanismoha sido obervado en IL cin y h mexicana

(34,92).



_38_

1
Ma n‘—°f—°>Man-'lJ-p Mm ¿2.5..GlcNAc '—°—‘>GlcNAc-—>

2

r
l

i

; .L ï .3 á
n l 2 l l

: Man : Man Man
"'¡""’ 2 2

o vt or
a 1 1

Ausente en Man Man

C.fascícuata Ïz
k
l

Man

Figura l_2. Estructura de Ios oh‘gosacáridos transferidos de Dol-P-P a pro­te nas en _C_.fasciculata _yepimastigotes de L cruzi.



_39_

Recientemente, Engel y Parodi (93) informaron un interesante haiiazgo:

durante ia diferenciación de epimastigote a amastigote de un cuitivo de I;

5!3¿¿1, e] oiigosacárido transferido de Doi-P-P a proteínas pasaba de ser

MangGlcNAcz, para 1a forma epimastigote, a ser mayoritariamente

Man7GicNAc2para la forma amastigote. Este es e] primer caso en que se

observa una modificación en ei mecanismode N-giicosiiación de proteinas aso­

ciada a un fenómenode diferenciación.

1.3.2.0bgetivos del presente trabajo gg tesis

Los estudios realizados hasta la fecha sugieren que los tripano­

somátidos presentan rasgos comunes en cuanto al mecanismo de N-giicosiiación

de proteinas. que los diferencian de ios demás sistemas eucarióticos. Con e]

objeto de ampiiar y generaiizar estas observaciones se decidió encarar un

estudio sistemático dei mecanismode N-giicosiiación de proteinas en varias

especies pertenecientes a distintos géneros de ia famiiia Trypanosomatidae.

Para ello, se han aisiado Dol-P-monosacáridos, Doi-P-P-oligosacáridos y oii­

gosacáridos unidos N-giicosïdicamente a proteinas, se ha estabiecido su com­

posición y eiucidado tota] o parciaimente su estructura, y se ha detenminado

e] mecanismo de giicosiiación y procesamiento de giicoproteinas en ios

siguientes organismos: Crithidia fascicuiata, Crithidia harmosa,

Biastocrithidia cuiicis, Herpetomonas samueipessoai, Herpetomonas muscarum,

Leishmania adieri, Leptomonas samueii, Trxpanosoma conorhini y Tripanosoma

dionisii.
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2.MATERIALES Y METODOS

2.1.Materiales

2.1.1.0rganismos

Leishmania 391251 (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 y

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

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

Janeiro). Blastocrithidia culicis (ATCC14806) y Tripanosoma dionisii fueron

cedidas por el Dr. N. de Souza (Instituto de Biofïsica, Universidad Federal

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

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

géneros Trxpanosoma y Leishmania fueron cultivados en un medio conteniendo

3,7% infusión de cerebro y corazón (Brain-Heart Infusion, Difco), 0,0011

hemina (Sigma) y 10% suero fetal bovino (Gen S.A., Buenos Aires). Los demás

organismos fueron cultivados en 2%sacarosa. 2%KC], 0,3% Trypticase (Difco),

0,3% extracto de levadura (Difco), 0,002% ácido fólico (Merck) y 0,0011

hemina (Sigma). Crithidia jggciculata (ATCC11745) fue cultivada y mantenida

en el medio c0mplejo descripto en (94). Todos los tripanosomátidos fueron

cultivados a 28°C, con excepción de EL harmosa, que fue cultivada a 26°C. La

cepa de Penicillium charlesii (ATCC1887) 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-14C)Glucosa (284 Ci/moi)

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

(35S)Metionina (550 Ci/mmoï)

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

Todo e] material radioactivo fue adquirido a NewEngland Nuciear.

UDP-(U-14C)Gic (284 Ci/moï) y UDP-(l-3H)Gic (3 Ci/moï) fueron prepara­

dos por Susana Raffo y Marta Eirin (Instituto de Investigaciones Bioquímicas

"Fundación Campomar“) segün 1a técnica de Thomas y co]. (96).

2.1.3.Enzimas

Endo-e-N-acetilglucosaminidasa H (Endo-H) de Streptomxces griseus fue

adquirida a Miles; d-manosidasa (“jack bean") y proteasa (tipo XIV, de EL

griseus), de Sigma. Una preparación enzimática de oviducto de gaïlina con­

teniendo actividades dE(*- y 6-manosidasas fue obtenida como se describe en

(97), hasta el paso de precipitación por suifato de amonio. E1 precipitado

fue luego resuspendido y dializado contra buffer citrato de sodio 50 mM,pH

4,5, conteniendo acetato de zinc 0,01 mM.g-galactofuranosidasa fue preparada

a partir de] sobrenadante de un cultivo de 3; charlesii segün 1a técnica

descripta en (98).
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2.2.Marcación radioactiva gg_microorganismos

2.2.1.Marcación gg g; fascicuiata con Lg-14czglucosa

Células de EL fascicuiata fueron cuitivadas en ias condiciones descrip­

tas más arriba, y cosechadas en fase exponencia] temprana por centrifugación

a 1500 x g durante 10 min a 4°C. Las céluias (5 g peso húmedo) fueron 1avadas

3 veces con 25 m1 cada vez de solución de Eagle (99) carente de glucosa

(solución de narcación), y conteniendo piruvato de sodio 5 mM. Las céiuias

fueron resuspendidas en 2 volúmenes (volumen/peso húmedo) de 1a misma soiu­

ción, y colocadas a 28°C con agitación. 500 PCi de (U-14C)g1ucosa disueltos

en 0,5 m1 de 1a soiución de marcación se agregaron a1 sistema. A los 10, 30,

60 y 180 min de incubación se retiraron aïicuotas de 4 m1. Las incubaciones

se detuvieron por agregado de 5 voiümenes de C13CH:CH30H(3:2). de "0do de

obtener una partición C13CH:CH30H:H20(3:2:1). Las condiciones de 1a mar­

cación variaron Iigeramente de experimento en experimento, en cuanto a 1a

masa de células, voiümenes y tiempos de incubación o cantidad de precursor

radioactivo. En Ios casos pertinentes, dichas variaciones se indican en las

ieyendas de ias correspondientes figuras.

En los casos indicados en el texto, e] piruvato de sodio en e] medio de

iavado y marcación fue reemplazado por giucosa 5,5 mM(sección 3.2.6. y Fig.

ZQA), o bien la temperatura de incubación fue reducida de 28°C a 5°C (sección

3.3.1.6. y Fig. 25g).
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2.2.2.Marcación d_eotros triganosomátidos mfl-14C261ucosa

Céiulas de T_. dionisii , L conorhini , H_.muscarum,L samueïgessoai , L

culicis, _L_.samueli y L_. Mi (2-6 g peso húmedo, segün e] organismo)

fueron cosechadas en fase exponencia'l tardía, lavadas 3 veces con 1a soiución

de marcación descripta más arriba y resuspendidas en 2 voiümenes de 1a misma

soiución a 28°C. Se agregaron 300 yCi de (U-14C)glucosa y se retiraron

aiicuotas a los 5 min (4/9 de] voiumen totai), 10 min (2/9) y 20 min (2/9).

E] resto de] cultivo (1/9) fue diiuido 20 veces" con medio de crecimiento

completo e incubado 180 min más a 28°C. Cada una de las alícuotas fue

mezclada con 5 vo'lümenes de C'I3CH:CH30H(3:2) de modo de obtener una par­

tición C13CH2CH30H2H20(3:2:1).

Céluias de g; harmosa (2,5 g) fueron resuspendidas en 7 m1 de soiución

de marcación a 26°C y se agregaron al cultivo 100 pCi de (U-14C)giucosa. Se

retiró una alícuota de 5 m1 a los 10 min, y a los 20 min se agregaron 3 m1

de] medio de crecimiento completo y se continuó ia incubación por 80 min más.

Ambas alícuotas fueron mezcladas con 5 volúmenes de C13CH:CH30H(3:2) de modo

de obtener una partición C13CH:CH30H:H20(3:2:1).

2.2.3.Marcación _d_e__C_¿_fasciculata fiQ-3Hlmanosa

6 g de células de k fasciculata fueron resuspendidas en 11 m1 (voïumen

finai) de 1a solución de marcación descripta anteriormente, conteniendo 2 mCi

de (2-3H)manosa. Se retiraron aiicuotas de 3 m1 a Ios 2,5 y 5 min, y de 2 mi

a los 10 y 15 min de marcación. Cada alícuota fue mezclada con 5 volúmenes de
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C13CH:CH30H(3:2) de modo de obtener una partición CI3CH:CH30H:H20(3:2:1).

2.2.4.Marcación 5g; Q¿_fasciculata ¿Jul ¿g-14c lucosa ¿El Eresencia ¿3; anti­

bióticos

Céiulas de EL fascicuiata (1 g) fueron incubadas a 28°C en 2 m1 de 1a

soiución de marcación en presencia de 150 PCi de (U-14C)giucosa. A los 5 min

de incubación, se agregó a1 cultivo cicioheximida y puromicina (ambas de

Sigma) hasta una concentración final de 50 pg/mi y 50 pM, respectivamente, y

se continuó 1a incubación durante 5 min más. Comocontrol, 1a misma cantidad

de células fue incubada en idénticas condiciones durante 10 min, pero en

ausencia de antibióticos. Luego de 1a incubación, ambas muestras fueron

mezcladas con 5 voiümenes de C13CH:CH30H(3:2) de modo de obtener una par­

tición C13CH2CH30HzH20(3:2:1).

Para medir incorporación de aminoácidos en estas condiciones, 35 mg de

céiulas fueron suspendidas en 35 y] de medio de Eagie carente de metionina, y

conteniendo puromicina y cicloheximida en las concentraciones indicadas más

arriba. Se agregaron 4 ¡JCi de (35S)metionina y se incubaron las células

durante 10 min a 28°C. Se reaiizó un controi incubando céiulas en idénticas

condiciones en ausencia de antibióticos. Las incubaciones se detuvieron por

agregado de 1 m1 de ácido tricioroacético 10%. Luego de calentar 5 min a

100°C, ios precipitados se recogieron por centrifugación y se lavaron 3 veces

con l m1 de] mismo ácido. Finalmente, los precipitados fueron disueltos en

Soiuene (Packard), neutraiizados y contada su radioactividad en un contador

de centeileo.
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2.3.Aislamiento gg compuestos radioactivos

2.3.1.Dol-P-monosacáridos

Las fases inferiores de las particiones Cl3CH2CH30HzH20(3:2:1)

correspondientes a los tiempos más breves de marcación (10 y 30 min para g;

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

vacio hasta sequedad. El residuo fue sometido a saponificación (ver sección

2.4.1.) y el insaponificable fue sembrado en una columna (0,5 x 5 cm) de

DEAE-celulosa, forma acetato, equilibrada con Cl3CH2CH30H(2:1). La columna

fue lavada con 10 ml de Cl3CH:CH30H(2:1). y posteriormente eluida con 10 ml

de soluciones de formiato de amonio 5, 10, 20 y 50 mMen Cl3CH:CH30H(2:1).

Se recogieron fracciones de 1 ml. Las fracciones radioactivas eluidas con la

solución de formiato de amonio 20 mMcontenían los Dol-P-monosacáridos. Las

mismas fueron reunidas, llevadas a sequedad y sometidas a una partición

Cl3CH2CH30HzH20(3:2:1). La fase inferior de esta partición fue lavada varias

veces con Cl3CH:CH30H:H20(1:16:16) para eliminar las sales. Los Dol-P­

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

2.3.2.001-P-P-oligosacáridos

Las interfases de las particiones Cl3CH:CH30H:H20(3:2:1) fueron recu­

peradas y sometidas a una segunda partición Cl3CH:CH3OH:H20(3:2:1). De esta

segunda partición se recuperaron las interfases, las cuales fueron lavadas

con 5 ml de agua y extraídas 3 veces con 5 ml cada vez de Cl3CH:CH30H:H20
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(1:1:0,3). Los extractos fueron reunidos y evaporados a sequedad. El 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 Cl3CH2CH30HzH20(1:1:0,3).

La columna se lavó con 10 ml del mismo solvente, y posteriormente se eluyó

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

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

2.3.3.Glicopéptidos

Después de ser extraídas con Cl3CH:CH30H:H20(1:1:0,3), las interfases

de las particiones c13CH:CH30H:H20(3:2:1) fueron lavadas dos veces con 5 ml

de CH30Hy tres veces con 5 ml de agua. Los precipitados fueron suspendidos

en 5 ml de buffer Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, conteniendo CaClz 1 mM. Se agregó

una punta de espátula de proteasa a la suspensión y se incubó a 37°C durante

4 dias, con agregados diarios de enzima. La proteólisis fue detenida por

calentamiento a 100°C durante 10 min y el sobrenadante de la incubación 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 mismobuffer, y se recogieron y reunieron las frac­

ciones cuyo volumen de elución correspondió a glicopéptidos conteniendo entre

3 y 20 residuos de azücar aproximadamente (87). Este material fue sometido a

electroforesis en papel en ácido fórmico 5%. Las sustancias que migraron

hacia el cátodo fueron eluidas y llevadas a sequedad. Esta fracción será

designada “glicopéptidos purificados“.
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2.3.4.0ligosacáridos sensibles g_Endo-H

Los glicopéptidos purificados fueron incubados con Endo-H (ver sección

2.5.1.). Luego de la incubación, la nuestra se sometió a electroforesis en

papel en ácido fórmico 5%. Las sustancias que no migraron en esta electro­

foresis se designarán “oligosacáridos sensibles a Endo-H“. El naterial que

migró hacia el cátodo constituye los "glicopéptidos resistentes a Endo-H".

2.4.Tratamientos.guimicos

2.4.1.5aponificación

Las fases inferiores de las particiones Cl3CH:CH30H:H20(3:2:1) fueron

evaporadas a sequedad en corriente de N2 a temperatura ambiente. Al residuo

se agregaron 2 m] de c13CH, 0,7 ml de CH30Hy 50 Pl de NaOH 10 N. Después de

incubar 10 min a 37°C, se agregaron 0.6 ml de CH30Hy 0.55 m1 de agua- La

fase superior de la partición formada fue eliminada por aspiración, y la fase

inferior se lavó dos veces con 0,6 ml de Cl3CH:CH30H:H20(1:16:15).

descartándose las fases superiores de los lavados. Finalmente, el insaponifi­

cable fue evaporado a sequedad en corriente de N2 a temperatura ambiente y

disuelto en 1 ml de Cl3CH2CH30H(2:1).
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2.4.2.Hidrólisis ácida suave de derivados de dolico]

Las muestras fueron evaporadas a sequedad en corriente de aire a 50°C.

A las muestras secas se agregaron 0.5 m1 de HC] 0.02 N y se incubó a 100°C

durante 10 min. A continuación se agregaron 2.5 ml de C13CH:CH3OH(3:2) y se

recuperó la fase superior. que contenía los monosacaridos previamente unidos

a Doi-P o ios oiigosacáridos previamente unidos a Doi-P-P segün ei caso. Las

muestras se llevaron a sequedad en corriente de aire a SO'C.

2.4.3.Hidr61isis ácida suave gg oigosacáridos l_g]icopéptidos

Oiigosacáridos sensibles a Endo-Ho glicopéptidos resistentes a Endo-H

fueron disueitos en 0.5 ml de HC] 0,02 N e incubadas a 100°C durante 150 min.

A continuación se agregaron 2.5 m1 de C13CH:CH3OH(3:2). Las fases superiores

de ias particiones fueron recuperadas y evaporadas a sequedad en corriente de

aire a 50°C.

2.4.4.Hidróiisis ácida fuerte

Las muestras fueron disueltas en 0,5 m1 de HC] l N e incubadas a 100°C

durante 4 h. Luego de la hidróiisis se agregó 1 m1 de agua y 1 g

(aproximadamente) de una resina aniónica (Dowex AG-X-l. fonma acetato). La

solución fue recuperada y evaporada a sequedad en corriente de aire a 50°C.
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2.4.S.Reducción gg oligosacáridos con NaBH4

Las muestras fueron disueltas en 1 m1 de NaBH4 0.1 M e incubadas

durante 16 h a temperatura ambiente. Se agregó luego una resina catiónica

(Dowex50, forma H+) y se evaporó 1a solución a sequedad. E1 ácido bórico fue

eliminado por evaporación reiterada con metano], en corriente de aire a 50°C.

2.4.6.0xidación suave ¿gn Na104Lreducción g_hidrólisis

Se utilizó e] procedimiento descripto por Lederkremer y co]. (100) con

ligeras modificaciones. Las muestras fueron disueitas en 0.5 mi de buffer

fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0, y se agregaron 0,34 m1 de solución de NaIO4 50

mM. Después de 30 min a temperatura ambiente. se destruyó el exceso de

Na104 por agregado de 5 P1 de etilengiicoi, se agregó exceso de NaBH4sólido.

y se dejó a temperatura ambiente durante 2 h. El ’exceso de NaBH4 fue

destruido mediante el agregado de ácido acético glaciai. y 1as muestras

fueron tratadas con una resina catiónica (Dowex50, forma H+), lievadas a

sequedad y evaporadas reiteradamente con metano] para eliminar e] ácido

bórico. Finaïmente, las nuestras fueron sometidas a hidrólisis ácida fuerte

(sección 2.4.4.).

2.4.7.Acetó]isis

Se empleó e] procedimiento de Kocourek y Ballou (101), con aïgunas

modificaciones. Las muestras fueron acetiladas en l m1 de piridinazanhidrido

acético (1:1) durante 3 h a 100°C. E1 soivente se eiiminó por evaporación,
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seguida de dos evaporaciones sucesivas con 1 mi de metano] anhidro.

La acetólisis se ilevó a cabo en 1 m1 de anhídrido acético/ácido

acético/H2804 (1:1:0,l) durante 16 h a 30°C. La reacción se detuvo por agre­

gado de 2 m1 de piridina y evaporación en corriente de aire a 50°C. A con­

tinuación se agregaron 2.5 m1 de CHCI3y 2.5 m1 de agua. La fase clorofórmica

se evaporó a sequedad, y 1a fase acuosa fue reextraïda con 2,5 m1 de cloro­

formo. La fase clorofórmica de 1a segunda extracción fue reunida con el resi­

duo de la evaporación de 1a primera fase clorofórmica. se lavo con 2 m] de

agua y se evaporó a sequedad en corriente de aire a 50°C.

Los productos de acetólisis fueron de-O-acetilados de la siguiente

forma: se agregaron a 1as muestras 0,9 m1 de CH30H y 0,1 mi de NaOCH3 1 M

(preparado disolviendo sodio metálico en CH3OH).Las muestras se dejaron 20

min a temperatura ambiente, después de lo cual se agregó 1 m1 de agua y se

trató 1a solución con una resina catiónica (Dowex50, forma H+). La solución

fue recuperada de 1a resina y evaporada a sequedad en corriente de aire a

50°C.

2.5.Tratamientos enzimáticos

Las condiciones de incubación con proteasa han sido descriptas en la sec­

ción 2.3.3.
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2.5.1.Endo-H

Las muestras fueron disueitas en 200y] de buffer trietilamina-acetato

50 mMpH 5,5. Se agregaron 0,01 unidades de Endo-H y se incubó a 37°C durante

24 h. La incubación se detuvo evaporando ias muestras a sequedad en corriente

de aire a 50°C.

2.5.24j-manosidasa

100 ¡H de la suspensión enzimática (8 unidades) fueron dializados

contra 500 m] de buffer citrato de sodio 0,1 M, pH 4,5, conteniendo acetato

de zinc 0,1 mM. La soiución enzimática se agregó a tubos de ensayo con­

teniendo las muestras secas, y se incubó 16 h a 37°C. Finalizada la incuba­

ción se agregó 1 m1 de agua y se calentó durante 3 min a lOO’C. Se centrifugó

para eliminar la proteina desnaturalizada, y e] sobrenadante se trató con una

resina mixta (Amberiite HB-3, forma acetato). Finalmente, se evaporó a

sequedad en corriente de aire a 50'C.

2.5.3.9-manosidasa

Las condiciones de incubación con 1a preparación enzimática de d- y

ppmanosidasa de oviducto de gailina (ver sección 2.1.3.) fueron las mismas

que las descriptas en 1a sección anterior para 1a incubación conCX-manosidasa

de “jack bean“, excepto que la incubación duró 120 min a 37°C.
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2.5.4.@:galactofuranosidasa

Las muestras fueron disueltas en 100 fl de buffer acetato de sodio 66

mM, pH 4,0, a los que se agregaron 5 Pl de solución enzimática (15 mg de

proteina/ml). Se incubó a 37°C durante 16 h. Bajo las condiciones del ensayo,

la preparación estaba libre de actividades de d-manosidasa y <X- y

B-galactopiranosidasa. Las muestras fueron procesadas comose describió en la

sección 2.5.1. para las incubaciones conCX-manosidasa.

2.6.Métodos

2.6.1.Determinaci6n gg groteinas

Se utilizó el método de Lowryy col. (102), utilizando albúmina sérica

bovina como standard.

2.6.2.6romatografia

2.6.2.1.Cromatografia gg exclusión ¿gn deoxicolato

Una muestra de Dol-P-(14C)Man de EL 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 nuestra fue resuspendida en l ml de buffer fosfato

de sodio 0,5 M, pH 7,3 conteniendo deoxicolato de sodio 0,5%. La muestra se

sembró en una columna (1,7 x 76 cm) de Sephadex 6-75 equilibrada con el mismo

buffer. La columna se nnntuvo a 37°C mediante una camisa de agua. Se reco­
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gieron fracciones de 2,3 mi, que fueron anaiizadas para detenminar su con­

tenido de radioactividad de 3Hy 14€ en un contador de centelieo.

En idénticas condiciones fue cranatografiada una mezcla de

Dol-P-(3H)Gic de hïgado de rata y undecaprenoi-P-(14C)ga1actosa. Ei

Dol-P-(3H)Glc eluyó exactamente en la misma posición que en ia corrida

anterior.

2.6.2.2.Cromatografïa gn_ga9e1

Los siguientes fueron ios soiventes utilizados para cromatografía en

papel:

1. , l-butanoizpiridinazagua (6:4:3)

. l-butanolzpiridinazagua (10:3:3)

Ó . l-propano]:nitrometanozagua (5:2:4)

C7 . l-butanolzpiridinazagua (4:3:4)

Se utilizó papei SS 2043a (Schleicher E Schueil) en todos los

casos.

2.6.3.E1ectroforesis en Rage]

Los siguientes fueron los solventes y condiciones de las corridas

eiectroforéticas en papel:

Acido fórmico 5%: 30 V/cm, 120 min.

Molibdato de sodio 0,1 M, pH 5.0: 17 V/cm, 60 min.

Bórax 1,9%. pH 9,4: 25 V/cm, 180 min.
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Se utilizó papel SS 2043a (Schleicher &Schuell) en todos los casos.

2.6.4.0eterminación gg_radioactividad

Para la determinación de radioactividad en cromatogramas y electro­

ferogramas, los mismos fueron cortados en tiras de 1 cm 6 0,5 cm de largo,

segün la resolución deseada. Cada tira fue sumergida en liquido 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 determinación de la radioactividad de los eluidos de la columna

de Sephadex 6-75 con deoxicolato (sección 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 volúmenes del liquido de centelleo descripto por Bray (103) y contadas en

el mismo instrumento.

2.7.Standards

Man6_9GlcNAc2se obtuvieron a partir de los Dol-P-P-oligosacáridos de

cortes de oviducto de gallina incubados con (U-I4C)glucosa (50). El trata­

miento de estos oligosacáridos con (i-manosidasa (“jack bean“) produjo el

standard de ManelcNAcz. Asimismo, standards de Man5_9GlcNAcse obtuvieron por

tratamiento con Endo-Hde glicopéptidos de oviducto de gallina incubados con

(U-14C)glucosa (50). Por tratamiento de estos oligosacáridos conCX-manosidasa

(“Jack bean“) se obtuvo el standard de ManGlcNAc.

GlclMangslcNAc se obtuvo por hidrólisis ácida suave e incubación con

Endo-Hdel Dol-P-P-derivado sintetizado l‘in vitro'l por microsomas de higado
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de rata incubados en presencia de UDP-(14€)Glc (104). La incubación de

GlclMangGIcNAc con (X-manosidasa ("jack bean“) produjo los standards de

GiclMansGicNAc y GiclMan4GicNAc.

GailnansGicNAc y GallMan4GïcNAc se obtuvieron por digestión con

d-manosidasa (“jack bean") de GailMangGlcNAc. Este último compuesto, pre­

parado según la técnica descripta en (105). fue provisto por 1a Dra. N. Iñón

de Iannino.

Undecaprenol-P-(14C)Ga1. preparado segün la técnica descripta en (42),

fue provisto por 1a Dra. N. Iñón de Iannino.

Dol-P-(3H)Gic fue obtenido por incubación de microsomas de hígado de rata

con UDP-(3H)Gicsegün 1a técnica descripta en (106).

Manz. Man3 y Man4 fueron preparados por acetólisis del manano de

Saccharomxcescerevisiae (105).
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3.RESULTADOS

3.1.Caracterización _d_g_Dol-P-monosacáridos

3.1.1.Caracterización dgl_a porción sacaridica

Se ha demostrado (90) que células de LM incubadas en presencia de

(14C)glucosa sintetizan Dol-P-(14C)Man pero no Dol-P-(14C)Glc. Asimismo, una

preparación de membranas de C_. fasciculata resultó incapaz de producir

Dol-P-(14C)Glc a partir de UDP-(14€)Glcy Dol-P de higado de rata, si bien en

las mismas condiciones de incubación si se sintetizó Dol-P-(14C)Mana partir

de GDP-(l4C)Many el derivado lipidico (89). Estos resultados parecian

sugerir que los tripanosomátidos son incapaces de sintetizar Dol-P-Glc. A

efectos de generalizar esta hipótesis, se aislaron los Dol-P-monosacáridos

producidos por varias especies de tripanosomátidos y se analizó su porción

sacaridica. Para ello, células de &_fasciculata, L dionisii, LL samueli, L_.

¿dl_er_i y H_. muscarum fueron incubadas con (U-14C)glucosa durante 5, 10 y 20

min (10 y 30 min en el caso de .C_.fasciculata), y los Dol-P-monosacáridos

radioactivos de todas las alicuotas fueron mezclados y aislados. segün la

técnica descripta en la sección 2.3.1. Los monosacáridos fueron obtenidos por

hidrólisis ácida suave de los derivados de Dol-P y caracterizados por crana­

tografia en papel con solventes A ó B. Los resultados obtenidos se presentan

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

g; fasciculata, T_. dionisii y L_. samueli es Dol-P-Man(Fig. Bfi). En cam­

bio, ¿M produce ademásde Dol-P-Man.Dol-P-Glc, segün se observa en la

Fig. 13_D_.La formación de Dol-P-Man y Dol-P-Glc ha sido observada también en
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Figura ¿21. Dol-P-monosacáridos g tripanosomátidos. Los Dol-P-monosacáridos
radioactivos de distintas especies de tripanosomátidos fueron obtenidos segün
se describe en la sección 2.3.1. Los monosacáridos fueron liberados por
hidrólisis ácida suave y analizados por crOmatografia en papel con solvente A
(paneles kg) o B (paneles D_-E)._A_,C_. fasciculata; g, L dionisii; 2L};
samueli; Q, _._ adleri; É, H_._muscarum.

Standards: 1, manosa; 2, glucosa; 3, galactosa.
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fi¿ muscarum (Fig. 13g).

3.1.2.Tamañogg_la_porción lipidica

Comoya se mencionó anteriormente (ver sección 1.1.2.). la longitud de

los dolicoles de células eucarióticas es variable; la especie predominante

tiene 19 unidades de isopreno en células animales (107), y 17 en levaduras

(108). La longitud del dolicol de Tetrahxmena pxriformis es de 14 unidades de

isopreno (109) y la del dolicol de IL g¿!¿1, 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 cromatografía de exclusión en pre­

sencia de deoxicolato de sodio. El deoxicolato fonma complejos de inclusión

con ácidos grasos y poliprenoles; el nümerode 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 formarán complejos cuyos

pesos moleculares dependerán de la longitud de la cadena i50prenoide; la elu­

ción de estos compuestos a través de columnas de Sephadex equilibradas con

deoxicolato de sodio ha sido utilizada para determinar el tamaño del dolicol

de higado de rata y de I; grugi (90, 111);

Esta técnica fue utilizada para detenminar el largo del dolicol de g;

fasciculata. Dol-P-(14C)Mande este organismo fue cranatografiado a través de

una columna de Sephadex G-75 en presencia de 0,5% deoxicolato de sodio, jun­

tamente con un standard de Dol-P-(3H)Glc de higado de rata (19 unidades de

isopreno). Este último compuesto fue también cromatografiado en las mismas
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diciones de un standard de undecaprenoï-P-(14C)Ga1.
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condiciones juntamente con undecaprenoi-P-(14C)Gai de Acetobacter xxlinum (11

isoprenos) (112). Como se observa en 1a Fig. 14, e] Doi-P-Man de _C_.fascicu­

1ata eluye exactamente en 1a misma posición que undecaprenoi-P-Ga], io cua]

indica que e] dolico] de _(¿._fasciculata tiene 11 unidades de isopreno. Este

resuitado concuerda con 1a tendencia a1 acortamiento de 1a cadena isoprenoide

observada a medida que se desciende en 1a escaia evoïutiva.

3.2.Caracterización g oligosacáridos unidos a Dol-P-P

Céluias de varias especies de tripanosomátidos fueron incubadas en pre­

sencia de (U-14C)glucosa durante 5, 10 y 20 min (10 y 30 min en e] caso de &_

fasciculata). Después de 1a incubación, las céiuias fueron sometidas a una

partición C13CH2CH30H2H20(3:2:1). De la interfase de dicha partición se

extrajeron los Doi-P-P-oïigosacáridos con C13CH:CH30H:H20(l:1:0,3), los

cuaies fueron purificados por cromatografía de intercambio iónico segün se

describe en la sección 2.3.2. Los oligosacáridos fueron obtenidos por

hidrólisis ácida suave de los Doi-P-P-derivados y se determinó su tamaño por

cromatografía en papeï con solvente C. Los resuitados se presentan en las

Figs. 15 y 16. Aexcepción de ¿gig-l, los perfiles cromatográficos obteni­

dos para cada organismo no se modificaron con e] tiempo de incubación. Como

se observa en 1a Fig. Hu, L dionisii y _H_._samuelpessoai producen un ünico

compuesto cuya migración cromatográfica coincide con la de un standard de

MangGlcNAcz. E1 mismo compuesto se detecta en los casos de fi_._muscarum, T_.

conorhini y h samueii (Fig. 15g). De acuerdo con lo descripto por Parodi y

co]. (87) C_. fasciculata produce un ünico pico que corre como

Man7GlcNAc2 (Fig. 16_A_)._B_. culicis produce un compuesto que comigra con
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ManóGlcNAcz(Fig. 16g). En e] caso de ¿LM e] perfi] cromatográfico

muestra dos picos cuyas proporciones relativas varian con e] tiempo de

marcación: e] pico más iento (pico I) comigra con un standard de ManGGicNAcz;

e] segundo'pico (pico II) corre más rápido que el pico I, _ycomo veremos más

adeiante se trata de Man5GlcNAc2.Su proporción se va haciendo minoritaria a

medida que aumenta el tiempo de marcación (Fig. 16 gi).

3.2.2.5ensibi1idad a endo N-acetiiglucosaminidasa ji

La endo N-acetilgiucosaminidasa H (Endo-H) hidroiiza 1a unión gii­

cosidica 61-M entre los dos residuos de N-acetilgiucosamina de oiigo­
sacáridos de alta manosa (113). Para verificar que ios oligosacáridos unidos

a Doï-P-P aislados de los distintos tripanosomátidos contienen 1a unidad

GIcNAcpl-MGICNAC,ios mismos fueron incubados con Endo-H, y los productos de

1a digestión fueron separados por cromatografía en pape] con solvente D. En

1a Fig. 17 se observa e] resultado obtenido con los picos I y II de L_.ad]_eri

(ver sección anterior). Comose puede ver en 1a Fig. 17A, 1a Endo-H iibera N­

acetiiglucosamina del oiigosacárido I de L_.M. Idéntico resultado se

obtuvo a1 incubar con Endo-Ha Ios oligosacáridos de todos los demás tripano­

somátidos estudiados. La ünica excepción 1a constituyó el oligosacárido II de

_L¿ adieri, que resultó ser resistente a Endo-H, y no Iiberó N­

acetilglucosamina por incubación con 1a enzima (ver Fig. 17g). Comose verá

más adeiante, 1a estructura de este oiigosacárido justifica su resistencia ao
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fiado en papel con soTvente A.

Standards: l, manosa; 2, Manz; 3, Man3; 4, Man4; 5, ManGlcNAc; 6, ManGïcNAcz.
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3.2.3.5ensibilidad 3d: l Émanosidasa

Los oligosacáridos resultantes del tratamiento con Endo-H fueron

eluidos y tratados con d-manosidasa; los productos de la digestión fueron

analizados por cromatografía en papel con solvente D. En la Fig. 17g se

observa el resultado obtenido con el oligosacárido de EL fasciculata. Tal

como se esperaba, se observa manosa y un pequeño pico que corre ligeramente

detrás de manosa y que coincide con un standard de Manpl-MGlcNAc. El mismo

resultado se obtuvo con los oligosacáridos de los demás organismos estu­

diados. La identidad del disacárido ManGlcNAcfue confirmada en el caso de _(_Z_._

fasciculata, eluyendo dicho compuesto e incubándolo con una preparación

enzimática de oviducto de gallina que contenia actividades de 0(- y

p-manosidasa, y analizando los productos por cromatografía en papel con

solvente A. Comose ve en la Fig. 17g, este tratamiento liberó manosa y N­

acetilglucosamina.

Comose discutió en la sección anterior, el oligosacárido II de L_.

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

tográfico obtenido luego de incubar dicho oligosacárido cond-manosidasa. Se

observa un pico de manosa y un segundo pico que comigra con un standard de

ManGlcNAcz, entre standards de Manz y Man3.
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3.2.4.Acetólisis

La acetólisis es un tratamiento que produce la ruptura preferencial de

uniones all-96 entre residuos de manosa (114). Los oligosacáridos unidos a

Dol-P-P previamente tratados con Endo-Hfueron sometidos a acetólisis, y los

fragmentos obtenidos fueron analizados por cromatografía en papel con

solvente D. Los resultados obtenidos con los oligosacáridos de g¿_culicis, L;

gglggi, L; samueli y EL fasciculata se presentan en la Fig. 18. Se sugiere al

lector consultar la Fig. 45 para la mejor comprensión de lo que sigue. El

producto de la acetólisis del oligosacárido MangGlcNAcde ¡LL samueli se

observa en la Fig. 135. El mismo perfil se obtuvo para los oligosacáridos de

I; conorhini, IL dionisii, fl; muscarumy fi; samuelpessoai. Se observan tres

picos que comigran con standards de Manz. Man3 Y Man4GÏCNACcEste resultado

es compatible con la estructura propuesta en la Fig. 45 para estos oligo­

sacáridos.

En el caso del compuesto de composición ManGGlcNAcde EL culicis (Fig.

18g) se observan dos picos predominantes: Manz y Man4GÏCNAC-El mismo perfil

se obtuvo para el oligosacárido I de LL aglggl. La pequeña cantidad de manosa

observada en las Figs. 185¿g se debe a acetólisis inespecïfica y no debe ser

tenida en cuenta para el análisis estructural.

El perfil cromatográfico de los productos de acetólisis del oligo­

sacárido II de LL 391951 muestra tres picos principales (Fig. 189): manosa.

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

recordará (ver sección 3.2.2.), el oligosacárido II de .LL ¿Eugrl era

resistente a Endo-H. Por lo tanto, habria que esperar la formación de
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Standards: 1, manosa; 2, Manz; 3. M603: 4, M304; 5, Man4GlcNAc.
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Man4GlcNAc2en vez de Man4GlcNAcpor acetólisis. El pico que corre detrás de

Man4GlcNAc es Man4GlcNAc2; la formación de Man4GlcNAc se explica porque las

condiciones de la acetólisis producen una ruptura parcial del enlace entre

los dos residuos de N-acetilglucosamina.

Por ültimo, la acetólisis del oligosacárido de C_. fasciculata (Fig.

182) produce Man3y Man4GlcNAc,tal como ya ha sido descripto (87).

3.2.5.Electroforesis _e_nmolibdato gg fragmentos d_eacetólisis

Si las estructuras propuestas en la Fig. 45 fuesen correctas, los di y

trisacáridos obtenidos por acetólisis de los oligosacáridos deberian tener

las siguientes estructuras: Mahou-vallan y Manoll-oZManOh-üManpara Manz y

Man3 respectivamente de T_. dionisii, L conorhini, i muscarum, _H_.

samuelpessoai y L_._samueli; Marfil-vZManou-owan para Man3 de C_. fasciculata _y

Mardlqmqanpara Manzde Lculicis y ¿LM (I). Unmétodopara deter­

minar la sustitución del azücar del extremo reductor de un oligosacárido con­

siste en reducirlo y someterlo a electroforesis en molibdato de sodio (pH 5).

Si la sustitución es en C3, el oligosacárido no migrará en la electroforesis;

si la sustitución está en cualquier otra posición, el oligosacárido reducido

migrará hacia el ánodo (115). Segün este criterio, Man3-01 de C_. faSCÍculata

_yManz-olde B_.culicis y ¿M (I) deberian ser neutros en molibdato, al

igual que Man3-ol de T_. dionisii , L conorhini , H_.muscarum, H_.samuelpessoai

y h samueii, mientras que Manz-ol obtenido de estos ültimos deberá compor­

tarse como un anión. Los di y trisacáridos obtenidos por acetólisis de los

oligosacáridos previamente unidos a Dol-P-P fueron reducidos con NaBH4y

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








































































































































































