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Abreviaturas

Agarosa-CDAP: Agarosa activada con grupos cianato éster

ConA: Concavalina A

ECA: Erythrina cristagalli agglutinin

ELLA: Enzyme-linked lectin assay (Ensayo de reconocimiento por lectinas)
Fet: Fetuina de suero fetal bovino

Fuc: Fucosa

Gal: Galactosa

GalNAc: N-acetilgalactosamina

Glc: Glucosa

GIcNACc: N-acetilglucosamina

HPA: Helix pomatia agglutinin

HPLC: High Performance Liquid Chromatography

LF: Lactorferrina bovina

Man: Manosa

Nanos-CDAP: Nanoparticulas magnéticas de silica activadas con grupos cianato éster
Neu5Ac: Acido sidlico

NeuGc: Acido N-glicolilneuraminico

ODP: O-fenilendiamina

OVA: Ovoalbimina

PBS: Amortiguador fosfato salino pH 7.4

PNA: Peanut agglutinin

PNGasa F: Péptido N-glicosidasa F

PNGasaF-agarosa: PNGasa F inmovilizada en soporte de agarosa
PNGasaF-nanos: PNGasa F inmovilizada en soporte de nanoparticulas magnéticas de silica

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico)

SNA: Sambucus Nigra Aglutinnin
B-gal: B-galactosidasa
TEA: Trietilamina

WGA: Wheat Germ Agglutinin



Resumen

Los glicanos presentes en la naturaleza tienen diversos roles a nivel bioldgico, tanto funcionales
como estructurales. Aberraciones en los motivos glucidicos de glicoproteinas y glicolipidos han sido
asociadas a diferentes enfermedades como desérdenes hereditarios, problemas autoinmunes,
inconvenientes cardiovasculares y cancer. Por otro lado, ciertos patdégenos han desarrollado estrategias
para evadir el sistema inmune del hospedero, utilizando glicanos propios como arma a favor. La
elucidacion de la estructura y funcién de los glicanos es compleja, por lo cual el desarrollo de estrategias
que contribuyan en este aspecto es de gran importancia para el progreso de la glicomica. El avance en las
técnicas de anadlisis podrian contribuir al entendimiento a nivel molecular de enfermedades relacionadas
con los glicanos y a su vez permitir el desarrollo de métodos de diagnodstico y tratamiento terapéuticos.
Generalmente los estudios de estructura de los glicanos de glicoproteinas se llevan a cabo mediante la
liberacion de glicanos y su posterior analisis de los mismos por otros métodos como la espectrometria de
masa o HPLC. El método méas empleado para la liberacién de glicanos es el método quimico, pero la
aplicacion del mismo lleva a la pérdida de estructura nativa de las proteinas, no permitiendo realizar
ensayos funcionales con la proteina deglicosilada. Una alternativa, es la liberacion de la porcién de
carbohidratos mediante estrategias enzimatica. La Péptido N-glicosidasa (PNGasa F) es una
endoglicosidasa especifica para N-glicanos de tipo GIcNAc-B-Asn, ampliamente utilizada en el analisis de
carbohidratos. El inconveniente del uso de esta enzima es su dificultosa separacién del medio luego de
finalizado el ensayo, ademas de ser una enzima muy costosa por lo que una solucién viable a este

problema podria ser el uso de la misma inmovilizada a un soporte.

Durante el desarrollo de esta tesina se inmovilizé exitosamente la Péptido-N-glicosidasa F (PNGasa
F) en agarosa y nanoparticulas magnéticas activadas con CDAP. La evaluacion del rendimiento de la
inmovilizacion se llevd a cabo mediante SDS-PAGE, donde se obtuvieron porcentajes de inmovilizacion del
100% en agarosa y 86% en nanoparticulas con un porcentaje de actividad enzimatica expresada en los
derivados de 11% en agarosa y 14% en nanoparticulas. La funcionalidad de la PNGasa F inmovilizada en
procesos de deglicosilacion fue evaluada mediante el uso de RNasa B de pancreas bovino, fetuina bovina,
ovoalbumina, B-galactosidasa de Aspergillus oryzae y lactoferrina Bovina como sustrato. El grado de
deglicosilacién logrado se evalué mediante SDS-PAGE y a través de ensayos de reconocimiento por

lectinas (ELLA). Se lograron obtener valores significativos en la pérdida de reconocimiento de lectinas



hacia RNasa B, fetuina, ovoalbumina y B-galactosidasa luego del tratamiento con PNGasa F inmovilizada.
Estos resultados indicarian que la Péptido N-glicosidasa F es una herramienta viable para deglicosilar
glicoproteinas. Para continuar con el estudio, se ampliara su aplicacion a la deglicosilacion de sistemas
biolégicos patoldgicos para los cuales existen indicios de que presentan la capacidad de modular el

sistema inmune mediante estructuras glicosidicas.



1. Introducciéon

1.1 Glicanos y sus funciones

Las glicoproteinas, proteoglicanos y glicolipidos son estructuras esenciales para toda forma de
vida. Los glicoconjugados cumplen un amplio espectro de funciones bioldgicas; desde aquellas que son
triviales hasta otras cruciales para el desarrollo, el crecimiento, la funcion y la supervivencia del organismo.
Las funciones de los glicanos se pueden clasificar en cuatro categorias principales: estructura y
modulacion, reconocimiento intraespecie (intrinseco), reconocimiento interespecie (extrinseco) y

mimetismo molecular con glicanos del organismo hospedero (Figura 1.1) [1].

Roles Biologicos de los Glicanos

Roles
Estructurales/Modulatorios

Reconocimiento/ Reconocimiento

Mimetismo
Molecular

-(M ’—O/ M

Proteina de unién Glicanos Microorganismo -
a glicanos o Toxina

Figura 1.1: Clasificacién general de los roles biolégicos de los glicanos. Modificado de [1].



1.1.1 Estructura y modulacidon

La diversidad y complejidad de los glicanos les permite tener una vasta variedad de funciones.
Estos se encuentran involucrados en la modulaciéon de sefiales en receptores de membrana, en la
organizacion de la membrana plasmatica, en el desarrollo embrional normal, en la diferenciacién y en el
crecimiento. También actdan sobre la respuesta inmune del hospedero, en el desarrollo de enfermedades,

en la metastasis, en el trafico y localizacion intracelular [1-3].

A nivel de la superficie celular los glicanos actian como moléculas sefializadoras, de
reconocimiento o de adhesién [2]. Por otra parte, los glicanos tienen funciones organizacionales y de
barrera. La matriz extracelular consiste en una variedad de glicoconjugados entre los que se encuentran
glicoproteinas con sitios de unidn para diversos tipos de cadenas de oligosacaridos como es el caso del
sitio de union para la heparina por parte de la fibronectina y el colageno. Se ha demostrado que estos
sitios tienen un rol preponderante en la organizacion de la matriz extracelular [3]. Los oligosacaridos
presentes en proteoglicanos o en el colageno son importantes para el mantenimiento de la estructura,

integridad y porosidad tisular.

También se conoce que los oligosacaridos en muchas glicoproteinas sirven para proteger a la
cadena polipeptidica del reconocimiento de proteasas y anticuerpos [3]. Otra funcion de la glicosilacién en
glicoproteinas es su participacion en la iniciacion del correcto plegamiento de la cadena polipeptidica en
el reticulo endoplasmatico rugoso, al igual que en el mantenimiento de su solubilidad y conformacion

[1-3].

1.1.2 Reconocimiento intraespecie (intrinseco)

Dentro de los organismos, los glicanos median una enorme cantidad de procesos biologicos. Los
glicanos son tan importantes como otras macromoléculas esenciales en la vida como acidos nucleicos,
proteinas y lipidos, pero son mas complejos y de evolucion mas veloz. Los carbohidratos participan en el
contacto célula-célula, célula-matriz, en la sefializacion intercelular y en la adhesion [1,2]. La glicosilacion
en proteinas ademas de ayudar a su correcto plegamiento también funciona como sefial de degradacion
en el reticulo endoplasmatico (ERAD) o como sefiales de inicio para la endocitosis o fagocitosis, como por
ejemplo en el caso de la secrecion de mucinas con glicosilacion incompleta en células de cancer [1]. Estos

mecanismos son esenciales también para mantener la homeostasis dentro de la célula, donde proteinas



reguladoras del ciclo celular, anti-apoptoticas, factores de transcripcidén y supresores de tumores deben

ser degradados a tiempo con el fin de mantener el correcto funcionamiento celular [2].

Hay alteraciones genéticas que son responsables de otorgarles a las células malignas la capacidad
de sobreexpresar factores de crecimiento y también de volverse indiferentes a los efectos inhibitorios de
genes supresores de tumores. Las alteraciones genéticas también tienen consecuencias a nivel fenotipico,
permitiendo a las células malignas escapar de los limites tisulares, invadir otros tejidos o escapar de la
inmuno-vigilancia. Muchos de estos cambios fenotipicos se dan a nivel de los glicanos de superficie
celular, donde casi todas las células tumorales pueden mostrar un patrén de glicosilacion alterado a nivel
de glicolipidos, glicoesfingolipidos y glicoproteinas [2]. Estudios en tumores han demostrado que una de
las alteraciones en glicoproteinas mas prominentes es la presencia de N-glicanos largos, fuertemente
ramificados de estructura B-1,6-GIcNAc y con acido sidlico terminal. Estos patrones son tipicamente
encontrados en fases iniciales de la carcinogénesis inducida por virus u oncogenes. Se cree que los niveles

aumentados de sializacién a-1,2 en el aparato de Golgi pueden ser responsables de la metastasis [2].

1.1.3 Reconocimiento interespecie (extrinseco)

Teniendo en cuenta todas las funciones de los glicanos a nivel de reconocimiento intraespecie, no
es de sorprender que algunos organismos patégenos o simbiontes hayan evolucionado para reconocer a
sus huéspedes mediante la deteccion especifica de carbohidratos en la superficie celular. El
reconocimiento extrinseco o interespecie, muchas veces es protagonizado por proteinas de union a
glicanos (lectinas). A modo de ejemplo, el parasito responsable de la malaria (Plasmodium falciparum)
reconoce glicoforinas altamente sialiladas en la superficie del eritrocito a través de adhesinas dando
comienzo a la infeccion [4]. Ademas, los patdégenos muchas veces son capaces de producir y utilizar
glicosidasas con el fin de desintegrar el glicocalix de la superficie celular y de esta forma poder invadir el
organismo. Los vertebrados también estan aptos para producir lectinas que reconocen patdgenos a través
de sus patrones de glicosilacion y actian como toxinas. Tal es el caso de la lectina antibacterial Reglily que
es secretada a nivel de las mucosas del intestino delgado distal y es esencial para mantener la zona bajo
ciertos niveles de esterilidad [5]. Estas lectinas trabajan de forma independiente del sistema complemento
y aparentemente su via de accion es a través de disrupcion de la membrana bacterial [1]. Otras veces las
lectinas del hospedero funcionan reconociendo de forma multivalente la superficie de glicanos del

patdgeno invasor pero no lo mata directamente, sino coordinando la accion de otros componentes del

v



sistema inmune como el sistema de complemento o estimulando la fagocitosis por macréfagos o células
dendriticas. Algunos ejemplos de estas lectinas son las MBL (manose-binding lectin) y las ficolinas [2,6].
Los glicanos altamente conservados, como los lipopolisacaridos o el péptidoglicano de las bacterias,
conforman parte de los llamados PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) que son antigenos
reconocidos por receptores PRRs (Pattern Recognition Receptors). Este tipo de sefales activan el sistema
inmune innato y disparan la inflamacion. En ocasiones, ciertos organismos (simbiontes o patégenos) son
capaces de evadir esta respuesta primaria y modular la respuesta inmune induciendo a respuestas tipo

reguladora [7].

1.1.4 Mimetismo y “gimmickry” molecular

El sistema inmune esta disefiado de tal forma que en condiciones normales no reacciona contra los
glicanos propios del organismo pero si reconoce glicanos altamente conservados de agentes externos
(PAMPs). A lo largo del tiempo, algunos patdgenos como los parasitos han desarrollado mecanismos para
evadir o modular la respuesta inmune. Una de estas estrategias consiste en la expresion, por parte del
parasito, de antigenos glicosidicos que activen lectinas blanco en el hospedero a los efectos de modular el
sistema inmune. Este mecanismo se ha denominado “glycan gimmickry” y es un acercamiento alternativo al
mimetismo molecular previamente descripto, donde los parasitos explotan la similitud de sus glicanos con
los del hospedero como forma de evadir la respuesta inmune [8]. A modo de ejemplo, una caracteristica
que tienen los parasitos helmintos es la de polarizar la respuesta inmune hacia una respuesta tipo CD4" T-
helper 2 y T-regulador. Mediante este mecanismo, el parasito puede generar una infeccion cronica a pesar
de que el hospedero inicialmente desarrolle una respuesta inflamatoria. Se postula que esta respuesta del
sistema inmune se encuentra modulada por el repertorio particular de glicanos desplegados sobre la

superficie de los helmintos, que son muy similares a los que expresa el hospedero [8].

Por otro lado, un ejemplo donde el patégeno utiliza mimetismo molecular, es el caso de la bacteria
de la familia Camplylobacter que es capaz de imitar a la perfeccion glicanos de células cerebrales. De esta
forma, el organismo es capaz de simular SAMPs (Self-associated molecular patterns) y evitar la activacion de
células del sistema inmune innato. En el extrafio caso que el sistema inmune sea capaz de reconocer estas
estructuras, el resultado podria derivar en dafios graves a nivel de los nervios periféricos inducido por el

sistema complemento mediado por anticuerpos [1].



1.2 Glicoproteinas

En el organismo, mas de la mitad de las proteinas se encuentran glicosiladas formando enlaces
glicopeptidicos con carbohidratos [9]. Esto tiene lugar en todo el espectro filogenético, desde las archaea
y la eubacteria hasta los organismos eucariotas. De acuerdo a Spiro, hasta el 2002 se habian registrado 13
monosacaridos diferentes y hasta 8 aminoacidos involucrados en las uniones glicoproteicas. Los enlaces
glicopeptidicos se pueden clasificar en cinco grupos diferentes: N-glicosilacion, O-glicosilacion, C-

manosilacion, fosfoglicosilacion y enlace glipiato (Figura 1.2) [10].
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Figura 1.2: Representacion esquematica de los distintos tipos de unién proteina-glicano identificados hasta el momento.
Extraido de [10].

De las glicoproteinas presentes en la naturaleza, mas de tres cuartos contienen N-glicanos. La N-
glicosilacion involucra la unién tipo f-glucosamina entre una N-acetilglucosamina y la amina de la cadena
lateral de una asparagina (Asn) [2, 9, 10]. El enlace GIcNAc-B-Asn se observd inicialmente en la

ovoalbumina, pero tiempo después también se encontré6 en hormonas, enzimas, en receptores de

superficie celular, en inmunoglobulinas y lectinas [10,13]. Los residuos de asparagina que pueden ser

potencialmente glicosiladados se encuentran dentro de una secuencia Asn-X-Ser(Thr), donde la X puede
ser cualquier aminoacido excepto la prolina. Este tipo de glicosilacion tiene lugar de forma co-traduccional
en dos pasos. En los mamiferos, el primer paso consiste en una via altamente conservada que tiene lugar
en la membrana del reticulo endoplasmatico. En la misma se sintetiza un glicano de 14 carbohidratos

(GlcsMangGlcNac,) sobre el lipido carrier Dolicol-fosfato (Dol-P). Posteriormente, dicho glicano se



transfiere a una Asn seleccionada de una futura glicoproteina de membrana o de secrecién, durante la
translocacion de la misma al reticulo endoplasmico. La segunda fase comienza con el procesamiento del
N-glicano por glicosidasas y glicosiltrasferasas en el lumen del reticulo endoplasmatico. La N-glicosilacion
es un requisito para el correcto plegamiento de algunas proteinas asistido por las lectinas calnexina y
calreticulina. En el caso de que el plegamiento se desarrolle de forma incorrecta, la glicoproteina es
degradada. Si el plegamiento se da de forma correcta, los tres residuos de glucosa son escindidos y la
glicoproteina es exportada hacia el aparato de Golgi donde se termina de formar la parte central o core

pentasacaridico (Man(a1-6)[Man(a1-3)]Man(B1-4)GIcNAc(B1-4)GIcNAC) (Figura 1.3) [2,9,10,12].
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Figura 1.3: Procesamiento y maduracion de N-glicanos. La N-glicosilacion proteica comienza de manera co-traduccional en el
lumen del reticulo endoplasmatico. Seguido de la trasferencia de GlcsMangGIcNAC; a la proteina y si el proceso de plegamiento se
produce de manera correcta, glicosidasas presentes en el reticulo endoplasmatico remueven tres residuos de glucosa y un residuo
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o-mannosidase) se unird a manosas de la glicoproteina mal plegada y la dirigird (mediante retrotraslocacion) al citoplasma, donde
serd degradada. Por el contrario, en las glicoproteinas plegadas correctamente, se removeran residuos adicionales de manosa en
el compartimento cis del aparato de Golgi hasta formar el core central MansGIcNAc; Durante el pasaje de la glicoproteina a través
del aparato de Golgi, diferentes glicosidasas y glicosiltranferasas iran modificando la estructura glucidica hasta la formacion del N-
glicano maduro. En el compartimento trans-Golgi, la glicoproteina sera secretada o dirigida hacia la membrana plasmatica. En
ciertos casos especiales, hidrolasas lisosomales presentes en cis-Golgi marcan a la glicoproteina que luego es reconocida por el
receptor M-6-P en el trans-Golgi. Como consecuencia, la glicoproteina sera dirigida hacia el compartimento pre-lisosomal donde
serd degradada. Adaptado de [12].
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En este organelo también se pueden remover manosa o agregar otros monosacaridos, dando

lugar a 3 clases principales de N-Glicanos (Figura 1.4) [2,9,10,12]:

(1) Alto contenido de manosas: contiene entre 2 a 6 a-manosas tipicamente unidas al core pentasacarido

aunque se han observado casos de hasta 9 a-manosas [13].

(2) Complejos: No contienen mas residuos de manosas que aquellos que forman el core. Las dos manosas
mas externas pueden llegar a tener unidos hasta 5 unidades de disacaridos de Gal (1-4) GIcNAc
(N-acetilactosamina). Las unidades de N-acetilactosamina estan generalmente sustituidas por acido sialico
unido por enlace a a la posicién 3 o 6 de la galactosa. Se puede lograr ain mas diversidad mediante la

union al-6 fucosa a N-acetilglucosamina del core [13].

3) Hibridos: contienen caracteristicas tanto de los N-glicanos de alto contenido de manosas como de los
complejos. Uno o dos residuos de manosa estan vinculados a la rama Man (a1-6) del nucleo
pentasacarido y una o dos antenas como las que se encuentran en tipo complejo estan f-unidos a la rama

Man (o 1-3) [13].

Asn —b. A

Alto contenido de manosa

Otras ramificaciones

al 6 v ; 3 . 2.6
B 5

Bl.4
)
Ea ﬁl.z. B4 2.6
Complejos
Otras ramificaciones

Asn _15. pLA

Hibridos

Asn

Otras ramificaciones

Woa @ v Gal A\ Fuc ‘NcuSAc

Figura 1.4: Representacion esquematica de N-glicanos del tipo alto contenido en manosa, complejos e hibridos.
Extraido y modificado de [9].

La O-glicosilacién es el segundo tipo de unién mas encontrado en una gran variedad de proteinas
e involucra la unidén entre un azicar y un aminoacido que contiene un grupo hidroxilo. Todos los

aminoacidos con un grupo funcional hidroxilo han sido implicados en este tipo de union (Ser, Thr, Tyr,
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dihidroxiprolina o hidroxylisina) pero el mas cominmente hallado es el enlace GalINAc-a-Ser/Thr. Este tipo
de unién se puede observar en mucinas, fetuina, en glicoforinas y glicoproteinas anticongelamiento. Otro
tipo de unién que ha sido observado de forma creciente es GIcNAc-B-Ser/Thr, y es encontrado en
proteinas nucleares y en proteinas del citoesqueleto [10]. La O-glicosilacién sucede de manera post-
traduccional y post-plegamiento, donde una familia de glicosiltransferasas catalizan la adicién de N-
acetilgalactosamina mediante su C-1 al hidroxilo de un aminoacido especifico en la cadena polipeptidica.
Las cadenas oligosacaridicas luego son generadas por la adicién secuencial de carbohidratos que puede
llevar a diferentes estructuras del core (Figura 1.5). Otras modificaciones como la acetilacion y la
sulfatacion aportan a la heterogeneidad de este tipo de glicanos [2,10, 12]. Dependiendo del tipo de célula
y de su estado de diferenciacién, el core de carbohidratos puede seguir siendo elongado o terminado por

enzimas especificas.

Core 1 Gal(B1-3)GalNAc(o1-0)Ser/Thr
Core 2 GlcNAc{ii‘le)\

GalNAc(u1-0)Ser/Thr
Gal(p1-a)/

Core 3 GleNAc({B1-3)GalNAc(o1-0)SerThr
Core 4 GlcNAc(m-e)\

GalNAc{o1-0)Ser/Thr
GlcNAc(B1-3)/

Core & GalNAc(a1~3)GalNAc(a1~O)Ser/Thr
Core 6 GleNAc(31-6)GalNAc(o1~O)Ser/Thr
Core7 GalNAc(o1-6)GaiNAc{o1~O)Ser/Thr
Core 8 Gal{o1-3)GalNAc(o 1-OYSer/ Thr

Figura 1.5: Estructura del core de O-glicanos. El core 1 también es conocido como antigeno T.
Extraido y modificado de [13].

El Core 1y 2 se encuentran generalmente en proteinas de secrecion, de membranas y en mucinas
(Figura 1.5). El core 1 (Antigeno T) generalmente esta monosialilado o disialilado. Cabe destacar que bajo
ciertas circunstancias, especialmente en células transformadas, el antigeno T puede ser modificado a
antigeno sTn (Neu5Ac (a2-6) GalNAc (a1-O)Ser/Thr) [13].

El core 1 también puede continuar su elongacion por N-acetilactosamina o puede ser

transformado en el Core tipo 2 para seguir siendo enlongado, ya que el Core 1 es un aceptor pobre de N-
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acetilactosamina. El resto de los cores ilustrados en la figura 1.5, no son tan frecuentes y sus estructuras
también pueden ser terminadas o enlongadas por otras glicosiltransferasas [13].

En general los O-glicanos terminan en GalNAc (a1-3 y -6), GalNAc (B 1-4), GIcNAc (a1-4), Gal (a1-
3), Gal(B1-4), Neu5Ac (a2-3 y -6) y Fuc (a1-2, -3y -4) o también pueden finalizar es estructuras sulfatadas.
Tanto el acido sialico, como sulfatos y Fuc (a1-3 y -4) pueden encontrarse unidos dentro de carbohidratos
internos.

Ademas del enlace GalNAc (a 1-O)Ser/Thr de los O-glicanos, también se han identificado de forma
frecuente los enlaces fucosa (a1-O) Ser/Thr, glucosa (B1-O) Ser/Thr y N-acetilglucosamina (31-O) Ser/Thr
[2,13].
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1.2.1 Glicoproteinas modelo

En esta tesina de grado se trabajé con diferentes glicoproteinas que se encuentran ampliamente

estudiadas y que se conoce que en su estructura contienen N-glicanos (algunas también poseen O-

glicanos). A continuacion, se realiza una descripcién acerca de las glicoproteinas seleccionadas como

modelo:

1.2.1.1 RNasa B de pancreas bovino

La Ribonucleasa B (RNasa B) de pancreas bovino es una glicoproteina globular monomérica

de aproximadamente 17 kDa y que tiene un Unico sitio de glicosilacion. Este se encuentra en el sitio Asn34

y es del tipo N-glicano de alto contenido de manosa [14-16]. El glicano posee entre cinco a nueve

residuos de manosas unidos al core pentasacarido (Figura 1.6) [14,17]. Esta glicoproteina es una enzima

cuya funcién es catalizar el corte de RNA de cadena simple [14].

Man5

Man6

Man7

Man7'

Man(a1-6)\
Man(a1-6)

/ N
Man(a1-3) Man(31-4)GIcNAG(p1-4)GIcNAC

Man(c1-3)

Man(a1-6)\
Man(1-6)
Man(a1-3) Man(p1-4)GIcNAC(1-4)GlcNAC

Man(c.1-2)Man(o1-3)

Man(a1-2)Man(u1-6)\
Man(«1-6)

'S
Man(a1-3) Man(p1-4)GIcNAC(B1-4)GlcNAC

Man(«1-2)Man(c1-3)
Man(u1-6)\
Man(a1-6)\
Man{od-2)Manfod-3 “Man(p1-4)GIcNAc(f -4)GIoNAG

Man(o1-2)Man(a1-3)

Man7"

Man8

Man9

Man(u1-6)\
Man(a1-6)

/
Man(a1-3) Man(p1-4)GIcNAG(1-4)GIcNAC

Man(a1-2)Man(a1-2)Man(u1-3/

Man(u1-2)Man(u1-6)\
Man(o1-6)
Man(a1-3 Man(p1-4)GlcNAc(f1-4)GIcNAC

Man(a1-2)Man(a1 -2)Man(u1-3j/

D3 B
Man(u1-2)Man(u16)\ 4
D2 A Man(r11-6)\ 3 ) 1

Man(c1-2)Mana1-3) Man(p4-4)GlcNAc(p 1-4)GlcNAc

Man(c1-2)Man(a1-2)Man(c1-3)
D1 C 4

Figura 1.6: Estructura de N-glicanos de RNasa B. Adaptado de [17].
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1.2.1.2 B-galactosidasa de Aspergillus oryzae

La enzima B-galactosidasa es una enzima capaz de catalizar la hidrélisis de enlaces B-galactosidicos

(B1-3) y (B1-4) de oligo y disacaridos. También es capaz de catalizar reacciones de transglicosilacién.

Estructuralmente, es una glicoproteina monomérica de aproximadamente 110 kDa [18,19]. Maksimainen y

colegas lograron obtener la estructura cristalografica de B-galactosidasa de A. oryzae expresada en K.

lactis con resolucion de 2.7 A, donde fue capaz de identificar 11 posibles sitos de N-glicosilacion. De esos

11 sitios, solamente observo glicosilacion en seis [19]. Los N-glicanos observados fueron de alto contenido

de manosa y de bajo peso molecular (Figura 1.7).

Man Man Man
o12| ol 2| i
Man Man Man
a1\ a N\ Sl
Man Man
| B4 | BL4
GlcNAc GlcNAc GIcNAc
| B1,4 | B1,4 | Bl
GlcNAc GlcNAc GlcNAc GlcNAc
| | |
Asn 373 Asn402 Asn622 Asn760

GIcNAc
| 1.4
GIcNAc

Asn777

Man
ol2 |
Man

Man an
e | a3\ e
Man Man

ol,6 (11,3\ Al,ﬁ
Man Man

| Bl4
GIcNAc
| B1,4
GIcNAc

Asn914

M

Figura 1.7: Estructura de N-glicanos de B-galactosidasa. Adaptado de [19].
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1.2.1.3 Fetuina de suero fetal bovino

La fetuina es una a-globulina cuya fraccion proteica tiene un peso molecular aproximado de 48
kDa y es una proteina monomérica mayoritaria en el suero fetal bovino [20]. Esta glicoproteina contiene
seis sitios de glicosilacion: tres sitios con O-glicanos unidos a Serina o Treonina y tres sitios que contienen
N-glicanos unidos a Asparagina [20-22]. Hasta el momento se han detectado hasta 23 isoformas de N-
glicanos en la fetuina bovina que pueden ser mono, di, tri o hasta tetrasialilados y pueden contener entre
dos o tres ramas. Las formas de estos oligosacaridos también pueden diferir en el tipo de union vy
ubicacion del acido sialico (a2-3 versus a2-5) y su union y contenido de residuos de galactosa (1-4 versus
B1-3) (Figura 1.8) [20-22]. Los O-glicanos presentes tienen una estructura de
NeuAc (a2-3) Gal(B1-3) GalNac (1-O) Ser/Thr que también puede contener un residuo extra de acido
siadlico unido a GalNAc (a2-6) [23].
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Figura 1.8: Estructura de N-glicanos de fetuina de suero bovino. Adaptado de [20].
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1.2.1.4 Ovoalbimina

La ovoalbumina (OVA) es la proteina mayoritaria de la clara de huevo de gallina. OVA es una
glicoproteina monomérica de 385 aminoacidos de aproximadamente 45 kDa, cuenta con un cadena de
carbohidratos en Asn-292 del tipo N-glicano de alto contenido de manosa e hibridos (Figura 1.9) y un
grupo acetilo en el extremo amino terminal [24-28]. La ovoalbimina ademas puede contener uno, dos o

ningun grupo fosfato en su estructura [24,26].

B1,4

B1.4 . B1,4 . BL4 Aen

B1.4 .Bl,4 . B1,4 Asn

B1,4 .Bl.4 . pB14 Asn

BL4 .B1.4 . 31,4 Asn

al,3

B14

BL4 g Bl4 BL4_ A
;31,4-[31.4 - BL4 aen al3 . . sn

.Man - GIcNAc

Figura 1.9: Estructura de N-glicanos de ovoalbimina. Adaptado de [28].
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1.2.1.5 Lactoferrina bovina

La lactoferrina bovina (LF) es una glicoproteina monomeérica de unos 689 aminoacidos con un peso
molecular aproximado de 80 kDa. Esta transferrina contiene dos sitios de unién a Fe™® y se encuentra
presente en granulos de leucocitos polimorfonucleares y en varios fluidos. La lactoferrina cumple con
diversas funciones como la promocién de la absorcién de hierro, la inmunomodulacion y la proteccion
contra bacteria, hongos, protozoarios y virus [29]. Por otra parte, la lactoferrina contiene diversos sitos con
N-glicosilacién. Estos glicanos son del tipo de alto contenido de manosa, hibridos y complejos y la funcién
de los mismos se desconoce (Figura 1.10) [30,31]. Existen dos variantes de LF: LF-b que contiene cuatro
sitios de glicosilacion en Asn 233, Asn 545, Asn 368 y Asn 476; y LF-a que ademas contiene un quinto sitio
de glicosilacién en Asn 281. De toda la LF presente en la leche, LF-a representa el 15% en la leche madura

[32].
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Figura 1.10: Cromatograma de compuestos extraidos (ECC) que muestra el perfil de elucién de N-glicanos de leche bovina
via nano-LC-MS. Adaptado de [31].
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1.3 Herramientas para el andlisis de glicanos

El analisis estructural de los glicanos de glicoproteinas es bastante trabajoso debido a la falta de
métodos de secuenciacion de carbohidratos a diferencia de los ampliamente distribuidos métodos de
secuenciacion para el ADN o proteinas. Una dificultad adicional es la micro-heterogeneidad de los
carbohidratos que forman parte de las proteinas. Por este motivo, es de vital importancia que los glicanos
comiencen a adquirir una mayor atencion y se desarrollen técnicas nuevas para su estudio con el fin de
comprender su estructura y funcién a nivel bioldgico, tanto en condiciones normales como patolégicas.
Esto colaboraria enormemente al desarrollo de métodos diagnosticos, profilacticos o tratamientos
médicos.

Generalmente, el estudio de la glicosilacién en proteinas se lleva a cabo luego de la liberacion del
glicano de la glicoproteina entera o de glicopéptidos obtenidos después de la digestion parcial con
proteasas. Hasta el momento existen dos grandes métodos para escindir glicanos: métodos quimicos y

métodos enzimaticos.

1.3.1 Estrateqgias quimicas

Habitualmente, la liberacion quimica de glicanos es el método mas elegido. La hidrazindlisis es un
método comuUnmente utilizado para la liberacion de N-glicanos y bajo condiciones suaves también es util
para escindir O-glicanos. Sin embargo, para los O-glicanos se presenta el inconveniente de que algunos
monosacaridos con extremo reductor pueden ser degradados en estas condiciones. Los O-glicanos
también pueden ser liberados mediante [B-eliminacién y luego ser reducidos con borohidruro en
condiciones alcalinas. Esta técnica, sin embargo, tiene el inconveniente de que impide la marcacion
posterior del glicano libre mediante aminacion reductiva. Otro problema que enfrentan las estrategias
quimicas es que tienen asociados demasiados pasos de preparacion y de tratamiento, llevando a una gran
pérdida de muestra [33]. Ademas de los inconvenientes ya mencionados, el método quimico tiene el
problema adicional de desnaturalizar a la proteina, por lo que este método no es util para efectuar

ensayos funcionales de forma posterior con la glicoproteina deglicosilada [13,34].
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1.3.2 Estrateqgias enziméaticas

Una alternativa a la escisién de glicanos de glicoproteinas mediante estrategias quimicas, es la
liberacion enzimatica de carbohidratos. La Péptido-N-glicosidasa F es una enzima frecuentemente
utilizada para liberar N-glicanos, ya que es capaz de clivar enlaces C-N de asparaginas glicosiladas (Figura
1.11). Los N-glicanos son liberados en forma de glicosaminas que luego son facilmente hidrolizados en el
amortiguador de reaccion a la forma de amoniaco y oligoscaridos reductores y la asparagina es convertida
en acido aspartico, resultando en la pérdida de 1 Da que puede ser detectada mediante espectrometria de
masa lo cual es importante para la identificacion de los sitios de N-glicosilacién [9, 34, 36, 37].

Otro tipo de endoglicosidasa utilizada es la Endo H, que cliva N-glicanos de alto contenido de
manosa y casi todos los N-glicanos tipo hibridos. Endo H hidroliza el enlace entre dos residuos de GlcNAc
dentro del core de quitobiosa, dejando a GIcNAc unida a la proteina (Figura 1.11) [12]. Otras glicosidasas
utilizadas en la deglicosilacion son la Endo F2 y Endo F3, que son capaces de clivar N-glicanos tipo
complejos [33,36]. También se puede emplear la neuroaminidasa o la [B-galactosidasa que cortan
carbohidratos terminales en N-glicanos complejos o hibridos [9]. La liberacion de O-glicanos es mas
compleja ya que la mayoria de las O-glicosidasas son altamente especificas. Sin embargo, una posible
glicosidasa util para este tipo de método es la B-N-acetilglucosaminidasa que cliva el enlace no muy
comun de GlcNac-B-Ser/Thr o la endo-a-N-acetilgalactosaminidasa que permite la liberacion de O-

glicanos del Core 1 (Figura 1.5) [10,33].

PNGase F

l Bl.4

od,6 Neuraminidase
p 1.4 B1.4
Asn . . ol,3 l
ol 3 . ‘
I \o ol.2 B1.4 02,6

Endoglycosidase F, H '

B-Galactosidase

Figura 1.11: Representacion esquematica de algunas de las deglicosidasas mas utilizadas en el estudio de N-glicanos
Extraido de [9].
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1.3.2.1 Péptido N-glicosidasa F

La péptido N-glicosidasa F, también conocida como PNGasa F (EC 3.5.1.52), es una enzima
pequefia de 36 kDa. Su pH 6ptimo es 8.6 pero mantiene el 80% de su actividad en el rango de 7.5-9.5y es
compatible tanto con amortiguadors organicos como inorganicos (0.1 M), excepto en borato de sodio
[37]. El grupo de Plummer y colaboradores, fueron los primeros en purificar esta proteina a partir de un
extracto de Flavobacterium meningosepticum. PNGasa F es capaz de clivar N-glicanos ya sea de alto
contenido de manosa, hibridos o complejos de sialilacion multiple, incluyendo estructuras de tetrantena y
oligosacaridos que contienen residuos sulfatados [15,37,38]. La enzima no es capaz de liberar el N-glicano
si la asparagina al que esta unido es el residuo amoacidico del extremo amino o carboxilo-terminal o el
penultimo aminoacido de uno de los extremos [15,36]. La PNGasa F tampoco es capaz de clivar N-glicanos
que contengan (a1-3) fucosa unida al extremo reductor de GIcNAc. Este tipo de glicanos generalmente
son encontrados en plantas.

Mas alla de las ventajas que tienen las estrategias enzimaticas sobre las quimicas para la liberacién
de glicanos, esta técnica no esta exenta de inconvenientes. Una vez que el proceso de deglicosilacion
finaliza es muy dificil separar la PNGasa F del medio de reaccion por lo que el producto final se encuentra
contaminado con la proteina, lo cual es un inconveniente a la hora de realizar ensayos funcionales. El alto
costo de las enzimas lleva a que el método enzimatico sea visto como una segunda opcion a la hora de
efectuar estudios de glicanos. Una posible solucion es el uso de la enzima inmovilizada, ya que permite
separar la enzima rapidamente del medio y reutilizarla en posteriores ensayos. A pesar del gran uso de
PNGasa F en el estudio de glicanos, hay muy pocos reportes en la literatura en relacién a su uso en forma

inmovilizada aplicada a la identificacion de N-glicanos en las glicoproteinas [39,40].
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1.3.3 Lectinas como herramientas en la evaluacidn de la
deglicosilacién de glicoproteinas

Las lectinas son un grupo heterogéneo de proteinas o glicoproteinas que se caracterizan por su
capacidad de unirse con gran especificidad a diferentes glicoconjugados o carbohidratos [41,42]. Estas
macromoléculas pueden precipitar glicoconjugados, son aglutinadoras de eritrocitos por excelencia y
tienen un rol preponderante en el reconocimiento e interaccion célula-célula. Las lectinas son
ampliamente usadas en bioquimica debido a su capacidad de reconocer diferentes composiciones y

estructuras de azlcares, por lo que son herramientas muy Utiles para estudiar glicoproteinas [41].

La lectina Concavalina A (ConA) de Canavalia ensiformis fue la primer aglutinina en ser aislada en
1919. El responsable de este hito histérico fue James B. Sumner que observd que ConA era capaz de
aglutinar glébulos rojos de conejo y también que tenia la capacidad de unirse a almidén, mucinas y
glucdgeno, pero la interaccidn podia ser evitada por la sacarosa [43]. La ConA reconoce los monosacaridos
glucosa y manosa y a N-glicanos con alto contenido de manosa como el que se muestra en la Figura1.12

[42,43].
Mana 1.3

Manp 1,4GlcNacBGIcNAca 1,N-Asparagina

Mana 1,6

Figura 1.12: N-glicanos reconocidos por Con A. En negrita se resalta el niicleo trimanosidico reconocido por la lectina.
Adaptado de [42].

Otra lectina utilizada en el analisis de glicanos es la SNA. La SNA es una glicoproteina presente en
la corteza del arbusto Sambucus nigray es ampliamente utilizada en el estudio de gliconjugados que
contienen acido sialico en su estructura, ya que se une fuertemente a NeuAc terminal unido por enlace

(a2-6) a glucosa o a GalNAc (Figura 1.13) [44-46].

s e 8_4 ool Referencias:
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Figura 1.13: Sitio de union especifica de SNA. El recuadro en punteado verde indica los sitos cominmente aceptados de unién
para la lectina de Sambucus nigra . Adaptado de [46].

23



1.4 Inmovilizacion Enzimdtica

El término enzima inmovilizada, hace referencia a una enzima fisicamente confinada o localizada en
cierta regidon definida del espacio con retencion de su actividad catalitica [47,48]. La inmovilizacién
enzimatica es una herramienta muy util, que permite la recuperacién del biocatalizador de forma simple lo
que habilita su reuso, reduciendo los costos de la enzima. En general, la inmovilizacién de una enzima a
una matriz resulta en un aumento en la estabilidad mecanica, de almacenamiento y operacional. Muchas
veces también mejora las propiedades enzimaticas aumentando su capacidad catalitica, mejorando su
pureza, su selectividad, su especificidad o aumentando su estabilidad frente a agentes como temperatura
y pH [47-50]. Otra gran ventaja de la inmovilizacién enzimatica es que simplifica la manipulacion del
catalizador y mejora el control de la reacciéon [49,50]. El uso de enzimas inmovilizadas se encuentra

ampliamente extendido en procesos tanto industriales como de quimica fina [47,50].

Al inmovilizar a la enzima, pueden ocurrir algunos cambios estructurales que alteren sus
propiedades y actividad enzimatica. Por lo tanto, dado que las enzimas son muy sensibles, se deben
seleccionar una estrategia de inmovilizacion y un soporte adecuados de forma de mantener o mejorar sus

caracteristicas como la estabilidad y de esta forma aumentar la posibilidad de su reuso.

Las enzimas pueden ligarse a la matriz por interacciones que van desde adsorcion fisica reversible,
interacciones idnicas y de afinidad hasta mediante enlaces covalentes que pueden ser del tipo éster,
tioéster, amida o carbamato [48,49]. Los cambios que se daran a nivel del microambiente de la enzima
debido a la introduccién de la matriz pueden alterar las propiedades cinéticas, quimicas, mecanicas y
bioquimicas de la proteina, por lo que una clave para que la inmovilizacion sea exitosa es la eleccion

correcta del soporte y el método de inmovilizacion [47].

1.4.1 Matrices para la inmovilizacién

El soporte ideal para la inmovilizacion cumple con los siguientes requisitos: altamente hidrofilo,
inerte en relacién a la enzima, biocompatible, resistente a ataques microbianos, resistente a la compresion
y relativamente barato y accesible [47,48,51]. Lamentablemente, no existe un soporte universal apropiado
para todas las enzimas ya que cada una tiene propiedades diferentes y en base a ello y a las condiciones
en que se desarrollara la reaccion, sera el soporte de eleccidn. Los diferentes soportes ofrecen variabilidad

a nivel de sus propiedades fisicas y quimicas como tamafo del poro, balance hidrofébico/hidrofilico y
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disponibilidad de grupos funcionales en su superficie [47]. Los soportes se pueden dividir en dos grandes
clases: inorganicos y organicos. A su vez las matrices organicas e inorganicas, pueden subdividirse en

soportes naturales o polimeros sintéticos (Tabla 1.1) [48].

Tabla 1.1: Clasificacion de soportes. Modificado de [48].

Soportes Organicos Inorganicos

e Polisacdridos: celulosa,

dextrano, agarosa
e Minerales naturales: bentonita,

Naturales silica
e Proteinas: colageno, albumina
e Carbon
e Vidrio, metalicos, nanoparticulas
Sintéticos iacti iacrilami "
e Poliestireno, poliacrilamida magnéticas

Una de las propiedades deseables que se busca en el soporte es que tenga una gran area
superficial lo que permite obtener una alta carga de enzima por unidad de masa. Por este motivo
generalmente los soportes porosos son preferidos por su alta capacidad. Por otro lado, la enzima
inmovilizada recibe una mayor proteccion del ambiente [47,50,52] . Uno de los soportes porosos mas
utilizado es la agarosa, ya que tienen alta porosidad, alta capacidad de carga, es muy hidrofilica, de facil
derivatizacion, con ausencia de grupos cargados (lo cual previene interacciones inespecificas con el
sustrato) y muy disponible en el mercado. Una de las grandes desventajas de este soporte es su alto costo
[48]. Sin embargo, la agarosa puede presentar grandes problemas difusionales si el sustrato es
macromolecular, entorpeciendo el acceso del mismo al sitio activo de la enzima lo que trae aparejada una

reduccion de la eficiencia enzimatica [48,50].

Por otra parte, los soportes no porosos traen la ventaja de presentar bajas limitaciones difusionales
pero se caracterizan por tener una capacidad de carga baja debido al pequefio tamafio de las particulas y
la ausencia de poros [51]. Los soportes no porosos inorganicos, como las nanoparticulas magnéticas de

silica, también presentan la ventaja de tener una alta estabilidad fisica, quimica y microbiolégica [47,48].
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Ademas, en el caso de las nanoparticulas magnéticas la separacion de la enzima del medio, se da
facilmente mediante el uso de un campo magnético (ej. Gradilla imantada) [47,52]. Sin embargo, los
nanosoportes cuentan con la desventaja de no ser tan efectivos a la hora de proteger a la enzima
inmovilizada, debido a su pequefio tamafio y mayor exposicion de la misma hacia el medio, ya que la

misma se inmoviliza Unicamente sobre la superficie de la matriz [53].

Enzima inmovilizada

Agarosa Enzima
e
e
[ )] ® ® ®
.0. .o - ®
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® e ©
Nanoparticulas  Enzima
magnéticas ° Enzima inmovilizada
o © e
® ]
e —> &
[ i ® ®

Figura 1.14: Representacion de la inmovilizacion enziméatica sobre
Agarosa (soporte poroso) y nanoparticulas magnéticas (soporte no-poroso).

1.4.2 Quimica de inmovilizacién

Los métodos de inmovilizacion se basan en el hecho de que las proteinas tienen diversos
aminoacidos con distintas caracteristicas, donde grupos funcionales en sus cadenas laterales pueden ser
empleados para generar uniones al soporte mediante diversos tipos de interacciones o enlaces covalentes
[47]. En el caso de glicoproteinas también se puede emplear su fraccion glicosidica para unir la enzima al

soporte [54].

Los métodos de inmovilizacion pueden separarse en dos grandes clases: reversibles e irreversibles.
Los métodos reversibles generalmente son métodos fisicos y se basan en la adsorcion entre la enzima y el
soporte mediante interacciones débiles (interacciones de Vaan der Waals, enlaces de hidrogeno o
interacciones hidrofobicas) [47]. En este método, la enzima puede ser facilmente separada del soporte
bajo condiciones suaves haciendo posible el reuso de la matriz. Si bien las fuerzas de enlace matriz-
enzimas se consideran débiles, cuando tienen lugar un alto nimero de interacciones no covalentes es

posible una union efectiva. Por otro lado, también se puede inmovilizar de forma reversible mediante la
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creacion de puentes de disulfuro entre la matriz y la enzima bajo ciertas condiciones. Estos enlaces luego

se pueden revertir utilizando ditiotreitol (DTT) en condiciones suaves [48].

Dentro de los métodos irreversibles, los mas comiunmente aplicados son la union covalente,
microencapsulacién o entrecruzamiento. EIl método covalente es el mas ampliamente usado en la
inmovilizacion enzimatica, donde grupos funcionales presentes en la superficie del soporte reaccionan con
residuos aminoacidicos expuestos en la proteina. Este método tiene la ventaja de que la enzima queda
fuertemente ligada al soporte y muy dificilmente se libere en la solucidon de reaccion. Un gran detalle a
tener en cuenta, es que los aminoacidos esenciales para la actividad catalitica no deben estar involucrados
en la unién covalente al soporte. Generalmente, la activacion de la matriz se puede dar a través de la
adicion de grupos reactivos a la superficie o mediante modificacion de la cadena de polimeros que
compone al soporte [48,55]. Los aminoacidos generalmente involucrados en la inmovilizacién covalente

son: lisinas (grupo amino), acido aspartico y glutamico (grupo carboxilo).

El entrecruzamiento es otro método de inmovilizacién irreversible, pero en este caso no se precisa
de soporte. Las dos técnicas méas usadas son la cristalizacibn de enzimas puras y consiguiente
entrecruzamiento quimico (CLEC) o la agregacion enzimatica para luego efectuar el paso de
entrecruzamiento (CLEA). En el entrecruzamiento quimico, lo que ocurre es la formacion de enlaces
covalentes entre moléculas de enzima o con proteinas inertes como gelatina o albumina sérica bovina (co-
entrecruzamiento) por medio de un reactivo bifuncional como el glutaraldehido. El uso de CLEAs o de
CLECs tienen la gran ventaja de tener una alta actividad por unidad de volumen pero al generarse poros
muy pequeios las tasas de difusién del sustrato son muy bajas, especialmente en el caso de sustratos

macromoleculares lo que lleva a una disminucion en la actividad enzimatica observada [47,50].

Finalmente, el método de inmovilizacion por entrampamiento o microencapsulacion se basa en la
oclusion de una enzima dentro del soporte (fibras o polimeros membranosos) permitiendo la libre
circulacion de sustrato y producto. La enzima, a pesar de estar libre dentro del soporte, se encuentra
confinada dentro de la matriz y los poros del gel se encuentran controlados de manera que no haya
pérdida. El polimero mas utilizado para el entrampamiento es el alginato debido a las condiciones suaves
de gelificacidon y su no-toxicidad. Sin embargo, el uso practico de este método se ve limitado debido a las
limitaciones de transferencia de masa del sustrato al sitio activo y ademas, si los poros de la matriz

resultan demasiado grandes se puede perder enzima [47].
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1.4.2.1 Inmovilizacion covalente utilizando el método de
ciano-4-dimetil-amino-piridinio tetrafluoro borato (cpap-BF.)

El método de CDAP-BF4 consiste en la activacion de la matriz mediante la generacién de grupos
cianato éster debido al ataque nucleofilico que establecen los grupos funcionales hidroxilo presentes en la
matriz hacia el compuesto CDAP-BFa4. Los grupos cianato éster, a continuacion, reaccionan con los grupos
amino de las proteinas a inmovilizar, generando principalmente derivados de tipo isourea (Figura 1.15).
Tradicionalmente, la activacién para la generacion de grupos cianato éster era efectuada con bromuro de
cianégeno pero los porcentajes de inmovilizacion eran muy bajos. Ademas, el reactivo era demasiado
toxico para la salud, por lo que el agente cianilante puede reemplazarse por CDAP-BF, ya que es mas

seguro, estable y se puede almacenar por largos periodos de tiempo [56].
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Enzima inmovilizada
en la matriz

Figura 1.15: Método de activacion de los soportes con CDAP-BF4 para la inmovilizacién de PNGasa F. En la activacién de los
soportes se puede emplear el agente cianilante CDAP, que forma grupos ciano-éster con los grupos hidroxilos presentes en el
soporte. Luego, se puede inmovilizar la enzima de interés incubandola junto al soporte activado, llevando a la formacion de
enlaces tipo isourea entre los grupos amino libres de las enzimas y los grupos ciano-éster formados en el paso anterior.
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Objetivos
Objetivo general

El objetivo general de esta tesina de grado es la inmovilizacion de PNGasa F de Elizabethlingia
miricola en un soporte de agarosa y en un soporte de nanoparticulas de silica magnéticas para su
aplicacion como herramienta biotecnologica para la deglicosilacion especifica de glicoproteinas que

contienen N-glicanos.
Objetivos especificos

- Inmovilizacién de la PNGasa F de Elizabethlingia miricola en un soporte de agarosa y de

nanoparticulas magnéticas activadas con el agente cianilante CDAP-BFa4.

- Evaluar el funcionamiento de la PNGasa F en la deglicosilacion de glicoproteinas modelo como

RNasa B, fetuina bovina, ovoalbumina, $-galactosidasa de Aspergillus oryzae y lactoferrina bovina.

- Evaluar la capacidad de reuso de la enzima inmovilizada en ambos soportes.
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2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

La PNGasa F de Elizabethlingia miricola (3.5.1.52) fue adquirida en Promega Corporation (Madison,
Wisconsin, EE.UU). La RNasa B de pancreas bovino, la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae, la fetuina de
suero fetal bovino, la ovoalbumina , el Tetrafluoroborato de 1-ciano-4- (dimetilamino) piridinio (CDAP-BF,)
y la o-fenilendiamina (OPD fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, EE. UU.). La
lactoferrina bovina fue adquirida de Murray Goulburn Co-opertative Co. LTD (Melbourne, Australia).

Las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con grupos hidroxilo (SIMAG-Hydroxyl) se
adquirieron de Chemicell (Berlin, Alemania). La agarosa (Sepharosa 4B) y las columnas NAP-5 (Sephadex
G25) fueron adquiridas de GE HealthCare (Buckinghamshire, UK). La lectinas biotinilada Sambucus
nigra lectin (SNA) y Concavalina A (ConA) de Canavalia ensiformi fueron adquiridas de Vector Laboratories
(Burlingame,California, EE.UU) . El reactivo BCA para la determinacion de proteinas fue adquirido de Pierce

(Rockford, llinois, EE.UU).

2.2 Determinacion de proteinas

Se determind la concentracion de proteinas mediante la técnica de acido bicinconinico (BCA)
segun describe en Smith et al (1985) [57]. El reactivo para la determinacidon de proteinas se preparo
mezclando 50 mL de acido bicinconinico y 1 mL de sulfato de cobre 4%. Se incubaron 15 pL de muestra
con 300 pL de reactivo durante 15 minutos a 60°C. Luego de enfriar a temperatura ambiente se midieron
las absorbancias a 562 nm. La curva de calibracién se realizé con 5 diluciones de albumina de suero

bobino (BSA) en el rango de 0.1- 0.5 mg/mL.
2.3 Medida de actividad de PNGasa F

A 240 pL de RNasa B (4.17 mg/ml) en amortiguador 20 mM Tris-HCI| pH 7.5; 50 mM NaCl; 5 mM
EDTA se le agregaron 20 pyL SDS 5% y 20 pyL DTT 1 M. Se hirvié la mezcla en bafio de agua durante 5
minutos y se dejo enfriar. Posteriormente se agregaron 40 pL de Triton X 100 (10%) y 40 uL de
amortiguador fosfato de sodio 0.5 M pH 7.5. De la mezcla de RNasa desnaturalizada se extrajo una

alicuota de 36 pL y se le adicionaron 4 uL de agua y 20 uL de amortiguador de muestra (2.5 mL de glicerol;
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2.0 mL de 10% SDS; 0.2 mL de Azul de Bromofenol 0.5%; 1.25 mL de amortiguador 0.5 M Tris-HCl pH 6.8;
0.5 mL B-mercaptoetanol; 3.55 mL de agua destilada). Luego, se calentd durante 5 minutos en bafo a
100°C (Blanco del ensayo). A los 324 uL de RNasa B desnaturalizada restante se le adicionaron 10 mg de
PNGasaF-agarosa, 36 pL de una dilucién adecuada de PNGasa F o 50 pL de una suspension estandar de
PNGasaF-nanos en amortiguador 20 mM Tris-HCl pH 7.5; 50 mM NaCl; 5 mM EDTA. Esta mezcla se
incubo bajo agitacion a 37 °C y se tomaron alicuotas de 40 pL cada 10 minutos durante una hora, se le
adicionaron 20 pL de amortiguador de muestra a cada alicuota y se calentaron 5 minutos en bafio de agua

a 100°C.

Las muestras de RNasa B deglicosiladas fueron analizadas por SDS-PAGE, donde la RNAsa B
glicosilada migra aproximadamente hacia los 17 kDa y la RNasa B completamente deglicosilada migra con
un peso molecular aparente de 15 kDa [58]. Se utilizaron geles de 15% o 20% de entrecruzamiento y la
tincion se llevd a cabo con Coomassie Brilliant Blue (coloidal). Los geles de electroforesis fueron
escaneados mediante el programa Image J y se determiné la densidad éptica de la banda correspondiente

a la RNasa B en las alicuotas tomadas a diferentes tiempos.

Se definié la unidad de enzima (UE) como cantidad de PNGasa F capaz de catalizar la

deglicosilacion de 1 nanomol de RNasa B desnaturalizada por minuto a 37 °Cy pH= 7.5.

Para calcular la cantidad de nanomoles de RNasa B a cada tiempo, se tomd como referencia la
densidad optica de la banda correspondiente al blanco del ensayo (nanomoles de RNAsa B iniciales). La
cantidad de nanomoles iniciales de RNasa B se calculd segun la formula:

Vol RNasa (uL) * [RNasa](ug/uL) = 2 « Vol siembra EF (uL)
PM RNasa B (ng/nanomol) * Vol ensayo (uL) * 3

Nanomoles de RNasa iniciales =

Siendo:

Vol RNasa= volumen de RNasa agregado al ensayo

[RNasa]= concentraciéon de RNasa stock en pg/uL

Vol siembra EF= Volumen de siembra del ensayo en el gel de SDS-PAGE
PM RNasa= peso molecular de RNasa B

Vol ensayo= Volumen final del ensayo

El factor 2/3 hace referencia a la dilucién del ensayo con agregado de amortiguador de muestra
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Tomando en cuenta el calculo de nanomoles de RNasa B inicial, se procedié a calcular los

nanomoles de RNasa B remanentes a cada tiempo segun:

D.O (t = x) * nanomoles de RNasa iniciales
D.0 (t = 0)

Nanomoles de RNasa(t) =

Siendo:

D.O (t=x)= Densidad o6ptica de la banda correspondiente a RNasa B a cierto tiempo de comenzado el ensayo de
actividad

D.O (t=0)= Densidad 6ptica de la banda correspondiente a RNasa B inicial (tiempo 0)

A partir de estos datos, se graficaron los nanomoles de RNasa en funcion del tiempo obteniéndose
los nanomoles liberados por minuto. Para obtener el valor de la actividad enzimatica (UE/uL o UE/ug), la
pendiente de la recta fue dividida entre la cantidad de PNGasa F equivalente al volumen de mezcla

reactiva sembrada en la electroforesis y multiplicada por el factor de dilucion.

A continuacion se describe como se realizaron los calculos para determinar la cantidad de PNGasa

F inmovilizada por ensayo:

PNGasa F inmov (mg) [susp.std PNGasa inmov](mg/mL) = Vol susp st (ml) = Vol siembra EF (uL) * 2

ensayo Vol ensayo (uL) * 3

Susp. Std PNGasa inmov : Suspension estandar de PNGasa F inmovilizada
Vol. Susp st : Volumen de suspension estandar agregada al ensayo

Vol. siembra EF: Volumen de siembra del ensayo de actividad en electroforesis
Vol. ensayo: Volumen final del ensayo de actividad

El factor 2/3 hace referencia a la dilucién del ensayo con agregado de amortiguador de muestra
En el caso de trabajar con PNGasa F en condiciones solubles, los calculos de la cantidad de PNGasa
F agregada por ensayo se realiz6 de la siguiente forma:

PNGasa F (pL) Vol PNGasa F en ensayo (ul) x Vol siembra EF (uL) * 2
ensayo a Vol ensayo (uL) * 3

Vol PNGasa F en ensayo: Volumen de PNGasa F agregado al ensayo
Vol siembra EF: Volumen de siembra del ensayo de actividad en electroforesis

Vol. ensayo: Volumen final del ensayo de actividad
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A modo de ejemplo, para calcular los UE/mg de PNGasaF-nanos se prepara la siguiente suspensién
estandar: 243 mg de PNGasaF-nanos+ 1.8 mL de amortiguador 20 mM Tris-HCl pH 7.5; 50 mM NacCl; 5
mM EDTA.

La cantidad de RNasa incial seria:

o 216 pL *4.17 pg/uL * 2 * 10 pL
Nanomoles de RNasa iniciales = = 1.07 nanomoles
15 ug/nanomol * 374 uL * 3

La pendiente obtenida de graficar nanomoles de RNasa B vs Tiempo fue de 0.007.

La cantidad de PNGasaF-nanos agregada al ensayo, se calculé como:

m —
PNGasa F inmov (mg) 135 2+ 50x1073ml 10 pL * 2

== 0.08
ensayo 374 L %3

Finalmente para calcular UE/mg, se divide la pendiente por la cantidad de PNGasaF-nanos

agregado por ensayo: 0.007/ 0.08=0.09 UE/mg

2.4 Inmovilizacion de PNGasa F

2.4.1 Activacion del soporte Agarosa con CDAP

Todos los reactivos fueron preenfriados a 4 °C.

A 3 g de agarosa se le realizaron 3 lavados con 50 mL de agua destilada, 50 mL de acetona: agua
(3:7) y 50 mL de acetona agua (6:4). Se trasvaso la agarosa lavada a un vaso de bohemia de 10 mLy se
agregaron 3 mL de Acetona: Agua (6:4) y se enfrio a en bafio con hielo. Se agregaron 75 mg de CDAP
disueltos en 2 mL de Acetona: Agua (6:4) bajo agitacién vigorosa en frio durante 3 minutos. A
continuacion se agregaron 360 pL de solucion de TEA (trimetilamina) 0.2 M gota a gota durante un
periodo de 2 minutos maximo. Se agitd durante 3 minutos mas a 4 °C y se trasvaso la mezcla a un matraz
conteniendo 50 mL de HCl 0.05 M a 4 °C. Pasado un maximo de 2 minutos la agarosa activada (CDAP-
agarosa) se lavo rapidamente con 50 mL de agua destilada y se utilizo en forma inmediata para la

inmovilizacion de PNGasa F.
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2.4.2 Activacion del soporte Nanoparticulas magnéticas con CDAP

Todos los reactivos fueron previamente enfriados a 4 °C. Se tomaron 600 uL de suspensién de
nanoparticulas magnéticas (SIMAG-Hydroxyl, 50 mg/ml) y utilizando una gradilla imantada se separaron
las nanoparticulas magnéticas del sobrenadante. Luego, se lavaron las nanoparticulas con 5 ml de
amortiguador fosfato de sodio 0,1 M pH 7.5, 5 ml de acetona: agua (3:7) y 5 ml de acetona: agua (6:4). Se
separé el sobrenadante y se agregaron 300 pL de acetona: agua (6:4) en frio. Se agregaron 37.5 mg de
CDAP disueltos en 1 ml de acetona: agua (6:4) bajo constante agitacion manual en bafio con hielo durante
3 minutos. A continuacion, se agregaron 180 pL de solucion de TEA 0.2 M gota a gota durante un periodo
de 2 minutos maximo. Se agitd durante 3 minutos mas en bafio con hielo. Se separé el sobrenadante y se
agreg6 1 mL de HCl 0.05 M a 4 °C. El acido se separ6 inmediatamente y se lavaron las nanoparticulas con
5 mL de amortiguador fosfato de sodio 0,1 M pH 7.5 en 5 tandas de 1 mL. Las nanoparticulas activadas

(CDAP-nanos) se utilizaron en forma inmediata para la inmovilizacion de PNGasa F.

2.4.3 Inmovilizacién de PNGasa F sobre CDAP-agarosa

Se incubaron 200 mg de CDAP-agarosa con 400 pyL de PNGasa F (0,33 UE/pL) en amortiguador
Tris-HCI 20 mM pH 7.5; 50 mM NaCl; 5 mM EDTA durante 4 horas a temperatura ambiente bajo agitacién
suave. Se separo el sobrenadante y se guard6 para posterior evaluacion de actividad enzimatica. la
PNGasaF-agarosa se lavo con amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7.5; 50 mM NaCl; 5 mM EDTA y se guardd
a4°C

2.4.4 Inmovilizacion de PNGasa F sobre CDAP-nanos

Se incubaron 170 mg de CDAP-nanos con 2 mL de PNGasa F (0,065 UE/pL) en amortiguador
fosfato de sodio 0.1 M pH 7.5; 50 mM NaCl; 5 mM EDTA a temperatura ambiente bajo agitacion suave.
Luego de 4 horas, se agregaron 200 pyL de amortiguador Tris-HCl 2 M y se incubd otros 30 minutos con el
fin de bloquear los grupos cianato éster remanentes. De esta forma se intentd evitar la union multipuntual
de la proteina que pudiese generar entrecruzamiento entre las nanoparticulas imantadas generando la
agregacion de las mismas. A continuacion se removio el sobrenadante utilizando la gradilla imantada y se
almacend para posteriormente evaluar su actividad enzimatica. Seguidamente se lavo el derivado

PNGasaF-nanos con amortiguador 20 mM Tris-HCl pH 7.5; 50 mM NaCl; 5 mM EDTA y se registro la masa
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final de las nanoparticulas inmovilizadas (PNGasaF-nanos). Se agregaron 1.8 mL de este ultimo

amortiguador y se almaceno la suspension estandar en heladera a 4°C.

2.4.5 Evaluacién de la inmovilizacién de PNGasa F

Con el fin de evaluar la eficiencia de la inmovilizacion, se definieron el porcentaje de inmovilizacién

y el porcentaje de actividad enzimatica expresada segun:

(UE aplicadas — UE sobrenadante) * 100
UE aplicadas

% Inmovilizacion =
Siendo UE aplicadas la cantidad de Unidades de Enzima aplicadas al soporte y UE sobrenadante, las

Unidades de Enzima registradas en el sobrenadante

UE inmovilizado/mg * 100
UE aplicado/mg

% Actividad Enzimatica Expresada =

Siendo UE/mg aplicadas, las Unidades de Enzima aplicadas al soporte y UE/mg Inmovilizado, las Unidades
de Enzima expresadas en el inmovilizado por unidad de masa del soporte.

2.5 Deglicosilacién de proteinas modelo

Se prepararon soluciones de las siguientes glicoproteinas: RNasa B de pancreas bovino (0.146
mg/mL), B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (0.123 mg/mL), fetuina de suero fetal bovino (0.108
mg/mL), ovoalbumina (0.132 mg/mL) y lactoferrina bovina (0.148 mg/mL) en solucion de bicarbonato de
amonio 50 mM pH 7.8. Dichas soluciones fueron previamente gelfiltradas en columnas NAP5 (Sephadex
G25) para remover contaminantes de bajo peso molecular.

Se incubaron 40 uL o 600 uL de cada glicoproteinas con 4 uL de PNGasa F soluble (0.9 UE/uL) u 80
mg de PNGasaF-nanos (0.11 UE/mg) respectivamente durante 24 horas a 37° C bajo agitacion. A
continuacion se separ¢ el sobrenadante del derivado PNGasaF-nanos con ayuda de la gradilla imantada.
Se tomaron 40 ul del sobrenadante o de la mezcla de reaccidn con la enzima soluble, se le agregaron 20
uL de amortiguador de muestra y se calento a 100°C durante 5 minutos. Dichas muestras fueron evaluadas
por SDS-PAGE y se procedio a realizar el calculo de porcentaje de deglicosilacion.

En el caso de RNasa B, que tiene un Unico sitio de glicosilacion, el porcentaje de deglicosilacion se

calculé como:
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D.O PNGasa F =100
D. O blanco

% Deglicosilacion =

Siendo:

D.O PNGasa F= Densidad optica de la banda correspondiente a la glicoproteina deglicosilada tratada con
PNGasa F (soluble o inmovilizada)

D.O blanco = Densidad optica de la banda correspondiente a la glicoproteina glicosilada sin tratar con
PNGasa F.

En el caso de evaluar glicoproteinas con mas de un sitio de glicosilacion, se calculo el porcentaje
remanente de glicoporteina glicosilada segun:

D.OA
% Deglicosilacion total o parcial = 100 — (m) * 100
Siendo:

D.O A: Densidad optica de la banda correspondiente a la glicoproteina glicosilada remanente
luego del tratamiento con PNGasa F (soluble o inmovilizada)

D.O B: Densidad 6ptica de la banda correspondiente a la glicoproteina deglicosilada sin tratar con
PNGasa F.

Por otro lado se tomaron 500 plL del sobrenadante de la reaccion con PNGasaF-nanos y se gel
filtraron en columnas NAP5 (Sephadex G25) equilibradas en soluciéon de bicarbonato de amonio 50 mM
pH 7.8 a los efectos de separar las glicoproteinas deglicosiladas de los glicanos liberados. Se recogio la
fraccion correspondiente al volumen muerto (Vy), donde eluyen las glicoproteinas deglicosiladas y se
almacené para su posterior evaluacion por ensayos de reconocimiento por lectinas.

Para el caso de la PNGasaF-agarosa se incubaron 150 mg de PNGasaF-agarosa (0.074 UE/mg) con 240 pL
de RNasa (0.55 mg/ml) en solucién bicarbonato de amonio 50 mM pH 7.8 bajo agitacion a 37 °C por 24
horas. Se filtro el sobrenadante, se tomaron 150 pL, se agregaron 75 uL de amortiguador de muestra y se
calentaron 5 minutos a 100 °C. Posteriormente se analizaron las muestras por SDS-PAGE como se

describié anteriormente.
2.6 Ensayo de reconocimiento por lectinas

Se sensibilizaron placas de ELLA (NUNC MaxiSorp, Dinamarca) con 100 pL de solucién de
glicoproteinas tratadas (1 pg/mL) en amortiguador carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9.5 por

duplicado. Seguidamente, se almacenaron las placas durante 12 horas a 4°C. Luego se realizaron
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dos lavados con solucién de lavado (PBS y 0.1% Tween) y se bloqued con 200 uL de solucion de
bloqueo (PBS y 1% gelatina). Se incubaron las placas a 37 °C durante 1 hora. Después, se
efectuaron 3 lavados con solucién de lavado y se incubaron las placas con 100 pL de lectinas
biotiniladas en solucién PTG (PBS, gelatina 0.5% y 0.1% Tween) durante una hora a 37 °C. Las
lectinas utilizadas fueron: Sambucus nigra agglutinin (SNA, 1 ug/uL) y Concavalina A (ConA) de
Canavalia ensiformis (10 ug/uL). A continuacién se lavaron las placas 3 veces con soluciéon de
lavado y se sembraron 100 pyL de streptavidina conjugada a peroxidasa, diluido en PTG. Se
incubaron las placas por una hora a 37 °C, luego se lavaron 5 veces con solucion de lavado y se
realizo el revelado de las placas. Para ellos se prepard la solucién de revelado con 10 mg de OPD
(o-fenilendiamina), 20 mL de amortiguador fosfato/ citrato 0,1 M pH5 y 80 uL de perdxido de
hidrégeno (30%). Se sembraron 200 pL de solucién de revelado en cada pocillo y una vez que se
logré coloracion en la placa, la reaccion se detuvo con el agregado de 50 pL de HCl 3 N. El
desarrollo de color fue cuantificado mediante lector de placas midiendo la absorbancia 492 nm. A
partir de estos Ultimos datos, se procedio a calcular el porcentaje de reconocimiento remanente de

lectinas segun:

AbS495 nm PNGasaF — nanos * 100
AbS495 nm blanco

% Reconocimiento Remanente lectinas =

Siendo:

Abs 49, nm PNGasaF-nanos: Absorbancia a 492 nm de la glicoproteina tratada con PNGasaF-nanos, en el ensayo con
lectinas

ADbs 49 nm blanco: Absorbancia a 492 nm de la glicoproteina incubada con nanoparticulas magnéticas sin activar, en el
ensayo con lectinas.
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3. Resultados y discusion

3.7 Inmovilizacion de PNGasa F sobre agarosa y nanoparticulas magnéticas

La PNGasa F es una enzima ampliamente utilizada en el area glicdmica debido a su capacidad de
liberar N-glicanos de glicoproteinas [59, 60]. A los efectos de poder utilizar las glicoproteinas
deglicosiladas en ensayos funcionales es necesario remover la PNGasa F del medio de reacciéon lo que
implica un paso de purificacién posterior el cual puede ser complejo. Con el fin de facilitar este
procedimiento, se estudidé la inmovilizacion de la enzima PNGasa F sobre dos soportes: agarosa y
nanoparticulas de silica magnéticas activados con grupos cianato éster.

Para poder de evaluar la eficiencia del proceso de inmovilizacién, se puso a punto un ensayo de
actividad para PNGasa F utilizando RNasa B como sustrato. La RNasa B es una glicoproteina monomérica
con un Unico sitio de N-glicosilacién. En este ensayo se midi6 la velocidad con la que la PNGasa F libera el
glicano de la RNasa B desnaturalizada. Se desnaturaliz6 la RNasa B como forma de exponer los glicanos
para que sean mas accesibles al sitio activo de la enzima. La diferencia de peso molecular de la RNasa B
glicosilada (17 kDa) y deglicosilada (15 kDa) hace que la movilidad de las mismas sea diferente en un
proceso electroforético y se puede observar claramente la disminucion de la densidad éptica de la banda
correspondiente a la RNasa B y la aparicion de la banda de la RNasa B deglicosilada (Figura 3.1 A, By C).
Dicha densidad 6ptica se relaciona con la cantidad de nanomoles de RNasa B a los distintos tiempos. De la
pendiente del grafico de nanomoles de RNasa en funcién del tiempo (Figura 3.1D) puede obtenerse la
velocidad de la enzima la cual se expresa en unidades de enzima (UE) de acuerdo a la definicion planteada
en la Seccion 3.4 de Materiales y Métodos.

A continuacion, se exhibe a modo de ejemplo el proceso de la medida de actividad de PNGasaF-
agarosa, junto con el sobrenadante de la inmovilizacién en agarosa y la actividad de la PNGasa F previa a
su inmovilizacion (Figura 3.1). De la misma forma, se procedié a evaluar la actividad de PNGasaF-nanos, su

correspondiente sobrenadante y la actividad enzimatica inicial.
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Figura 3.1: Actividad enzimatica de PNGasa F sobre RNasa B. (A) Ensayo de actividad de PNGasa F inicial evaluado por SDS-
PAGE en gel de 15% entrecruzamiento. (B) Ensayo de actividad de PNGasaF-agarosa evaluado por SDS-PAGE en gel de 15%
entrecruzamiento (C) Ensayo de actividad del sobrenadante de la inmovilizaciéon de PNGasa F-agarosa evaluado por SDS-PAGE en
gel de 15% entrecruzamiento. Carriles: 1) Lisozima (14 kDa), 2) 0 minutos de ensayo de actividad, 3) 10 minutos de ensayo de
actividad, 4) 20 minutos de ensayo de actividad, 5) 30 minutos de ensayo de actividad, 6) 40 minutos de ensayo de actividad,
7) 50 minutos de ensayo de actividad, 8) 60 minutos de ensayo de actividad. La lisozima se utiliza como referencia del PM.
(D) Evaluacién de la velocidad de liberacion de glicanos de la RNasa B tratada con PNGasa F-agarosa.

Se definio el Porcentaje de Inmovilizacién como la diferencia entre las unidades de enzima (UE)
ofrecidas al soporte y a las recuperadas en el sobrenadante, expresadas como porcentaje de las unidades
iniciales y el Porcentaje de actividad enzimatica expresada que representa el porcentaje de enzima
activa unida al soporte en relacion a las UE ofrecidas al soporte (Seccion 2.4.5 de Materiales y Métodos).

Cuando la inmovilizacion se realizé sobre agarosa, se le ofrecieron 130 UE A 200 mg de agarosa-
CDAP y se obtuvieron porcentajes de inmovilizacion del 100% (Tabla 3.1) no observandose actividad en el
sobrenadante (Figura 3.1C). Sin embargo, cuando se evalu6 la inmovilizacion en funcion de la actividad
expresada, el rendimiento de actividad fue del 11% (Tabla 3.1), por lo que no toda la enzima inmovilizada
expresa su actividad. El bajo porcentaje de actividad en el soporte puede deberse a que parte de la
enzima haya quedado inmovilizada en el interior de los poros de agarosa lo que podria generar
problemas difusionales para el acceso del sustrato al sitio activo de la enzima, teniendo en cuenta el
caracter macromolecular del mismo [34, 49, 51]. En este caso se estaria subestimando la actividad del
derivado PNGasaF-agarosa. Por otra parte, también puede ocurrir que segun la orientacién en que se haya
realizado la unién de la enzima al soporte, el sitio activo puede haber quedado parcialmente bloqueado
[50,53], lo que también dificultaria el acceso del sustrato al sitio activo. Una estrategia para disminuir este
posible efecto podria ser el uso de brazos espaciadores con el fin de alejar a la enzima de la superficie de

la matriz, lo que dejaria el sitio activo mas accesible, ademas de beneficiar la movilidad de la proteina en el
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medio [48]. Otra explicacion para este resultado, podria ser que en las condiciones de inmovilizacion, la
PNGasa haya sufrido distorsiones en su estructura nativa que afectaran su actividad, especialmente si la
union al soporte se efectlo a través de uniones multipuntuales [51, 53]. También puede haber ocurrido
gue parte de las enzimas se hayan unido al soporte a través de lisinas ubicadas en su sitio activo o en
otros sitios esenciales para la actividad catalitica [34, 49, 51,53].

Por otra parte, al inmovilizar PNGasa F sobre nanoparticulas de silica magnéticas se le ofrecieron 130
UE a 170 mg de nanos-CDAP. En esta ocasion, no se logrd inmovilizar la enzima en su totalidad a pesar de
haber variado la relacion UE aplicadas/mg de soporte. Se obtuvo un porcentaje de inmovilizacion del 86%

y un porcentaje de actividad enzimatica expresada del 14% (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Evaluacién de la inmovilizacion de PNGasa F en soporte de agarosa.

UE aplicadas UE inmovilizado UE sobrenadante % % Actividad
(UE/mg de soporte) (UE/mg de soporte) (UE/mg de soporte) Inmovilizacion enzimatica

Inmovilizado

Agarosa 0.650+£0.010 0.074+0.001 0 100% 11%

Nanoparticulas
Magnéticas

0.740+0.110 0.104+0.018 0.11 £0.002 86% 14%

Las nanoparticulas son un soporte no-poroso, por lo que la enzima se inmoviliza sobre la superficie
de la matriz. Esto trae aparejado que la enzima esté en mayor contacto con el medio y no existan
problemas difusionales, por lo que seria de esperar que el porcentaje de actividad expresada aumente en
comparaciéon a la obtenida en la inmovilizacion sobre agarosa [51, 53, 54]. Sin embargo, solo se observo
un leve aumento del porcentaje de actividad enzimatica expresada (Tabla 3.1). Esto indicaria que la razén
de la baja actividad expresada luego de la inmovilizacion no se puede atribuir al tipo de matriz utilizada.
Como se menciond anteriormente, estos resultados se podrian deber a que algunos de los residuos de
lisina involucrados en la inmovilizacion a la matriz juegan un rol importante en la actividad enzimatica de
la PNGasa F o que se localicen cerca del sitio activo, bloqueandose parcialmente el sitio activo y
dificultando el acceso del sustrato. Otro posible motivo de dichos resultados, es que la enzima se vea
inactivada debido a distorsiones ocurridas a nivel de su sitio activo luego de la inmovilizacion [34, 49, 51,
53]. Es de destacar que ambos derivados enzimaticos mantienen el 100% de su actividad luego de 4

meses de almacenamiento a 4 °C.
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3.2 Deglicosilacién de RNasa B en condiciones nativas

A los efectos de poder utilizar la proteina deglicosilada en ensayos funcionales posteriores, es
necesario realizar la deglicosilacion en condiciones nativas a diferencia de las condiciones
desnaturalizantes en que se realiza el ensayo de actividad. Los ensayos de deglicosilacion en condiciones
nativas de RNasa B con PNGasa F inmovilizada y soluble, se realizaron a 37°C durante 24 horas. En la
Figura 3.2, se puede apreciar los resultados de la deglicosilacion por SDS-PAGE. Se observa la aparicion de
una segunda banda proteica en los carriles donde la glicoproteina fue tratada con PNGasa F (tanto soluble
como inmovilizada). Esta nueva banda, corresponde a la RNasa B deglicosilada.

PNGasaF-nanos PNGasa F
R .

B | R, < RNasaB

-| deglicosilada

PNGasaF —agarosa

Figura 3.2: Deglicosilacion de RNasa B en condiciones nativas. Ensayo de deglicosilaciéon de RNasa B evaluado por SDS-PAGE
con gel de 15% de entrecruzamiento. A) La deglicosilacién se realizd incubando 150 mg de PNGasaF-agarosa (0.074 UE/mg) con
240 pL de RNasa B 0.55 pg/ul (0.08 UE PNGasaF-agarosa/ug de RNasa B) a 37°C. Carriles: 1. blanco deglicosilacion 24 hs;
2. deglicosilacién 24 hs. B) La deglicosilacion se realizé incubando 80 mg de PNGasaF-nanos (0.104 UE/mg) con 600 uL de RNasa
B 0,146 mg/mL (0,09 UE PNGasaF-nanos/ug de RNasa B) a 37°C. Carriles: 1. Blanco deglicosilacién 24 hs; 2. deglicosilacion 24 hs.
C) La deglicosilacion se realiz6 incubando 4ul de PNGasa F soluble (0.9 UE /ul) con 40 pL de RNasa B 0,146 pg/ulL (0.6 UE PNGasa
F soluble/ug de RNasa B) a 37°C. Carriles: 1. Deglicosilacion 24 hs. La evaluacion de la deglicosilacién se llevd a cabo mediante
SDS-PAGE con geles de 15% de entrecruzamiento.

A partir de los resultados obtenidos en la Figura 3.2, se procedié a calcular los porcentajes de
deglicosilaciéon (Tabla 3.2) tal como se describe en la Seccion 2.5 de Materiales y Métodos. Con el derivado
de PNGasaF-agarosa se alcanzé un porcentaje de deglicosilacién en condiciones nativas del 7 % mientras
que con el derivado PNGasaF-nanos el mismo fue de un 19% (Tabla 3.2). En ningun caso fue posible la
deglicosilacién total. La relacién UE PNGasa/ug RNasa fue de 0.08 y 0.09 para las PNGasaF-agarosa y
PNGasaF-nanos respectivamente. Para poder aumentar esta relacion habria que utilizar mas unidades de
enzima y/o disminuir la cantidad total de RNasa. Aumentar las Unidades de enzima implicaria colocar mas

cantidad de derivado siendo necesario aumentar el volumen total del ensayo para permitir una buena
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agitacion lo que disminuiria la concentracion final de proteina dificultando el analisis final por
electroforesis. Disminuir ain mas la cantidad de proteina tendria el mismo efecto. Por otro lado, este
resultado era de esperar ya que normalmente la deglicosilacién enzimatica de glicoproteinas utilizando
PNGasa soluble se hace en condiciones desnaturalizantes de forma de exponer los glicanos y asi facilitar
su acceso al sitio activo de la enzima. Con el objetivo de comparar la funcionalidad de la enzima
inmovilizada con la enzima soluble se realizé una deglicosilacién de RNasa B en condiciones nativas con la
enzima soluble (Figura 3.2 C). El porcentaje de deglicosilacidon obtenido fue de un 25% adn cuando la

relacion UE PNGasa F soluble/ug de RNasa B fue de 0.6 (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Deglicosilacién de RNasa B en condiciones nativas

Porcentaje de UE PNGasa F/

deglicosilacion (%) ug RNasa B®
PNGasaF-agarosa 7007 0.08
PNGasaF-nanos 19.1 £44 0.09
PNGasa F soluble 250+ 1.8 0.60

a: UE de enzima PNGasa F por unidad de sustrato RNasa B

Esto pone de manifiesto que aun con la enzima soluble es dificil de obtener altos porcentajes de
deglicosilaciéon en condiciones nativas. Por otro lado, pareceria ser que aun aumentando la relacidon
enzima/sustrato no se logran aumentar los porcentajes de deglicosilacion. Los ciclos de deglicosilacidn se
extendieron a 48 horas sin lograr aumentos significativos en los porcentajes de deglicosilacién (datos no
mostrados).

Es de destacar que existe una diferencia de casi tres veces mas en los porcentajes de
deglicosilacién obtenidos con la PNGasaF-nanos y la PNGasaF-agarosa. Esto podria deberse a la diferencia
entre las caracteristicas de ambos soportes. La agarosa es un soporte poroso por lo cual la PNGasa puede
inmovilizarse tanto en la superficie de la matriz como en el interior de sus poros. Esto dificultaria el acceso
del sustrato al sitio activo de la enzima, sobre todo teniendo en cuenta su caracter macromolecular, lo cual
también justificaria su baja actividad expresada. En el caso de las nanoparticulas magnéticas la PNGasa
solo puede inmovilizarse sobre su superficie eliminando los problemas difusionales. Esto resultados

descartan el uso de la PNGasaF-agarosa en procesos de deglicosilacion.
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Si bien el desempefio del derivado PNGasaF-nanos no es equivalente al de la enzima soluble
permite la deglicosilacion de la PNGasa F teniendo como ventaja su facil remocién del medio de reaccién
al igual que su reuso. Por lo cual se continu6 trabajando con el derivado PNGasaF-nanos.

Una estrategia alternativa para evaluar la efectividad de la deglicosilacion enzimatica es determinar
si se genera una pérdida de reconocimiento de las glicoproteinas por lectinas especificas como
consecuencia de la deglicosilacién. Por lo cual, se realizaron estudios de reconocimiento de la RNasa B
deglicosilada por ConA, una lectina que reconoce en forma especifica manosa y N-glicanos con alto
contenido de manosa [42-44]. Al sobrenadante de la reaccion de deglicosilacion de RNasa B con
PNGasaF-nanos se le realizd una cromatografia de exclusién molecular de forma de separar la RNasa B
deglicosilada y la RNasa nativa remanente, de los glicanos liberados. El estudio de reconocimiento con
lectinas se realiz6 con la fraccién proteica. Como se puede apreciar en la Figura 3.3, luego de 24 horas de
tratamiento con PNGasaF-nanos a 37° C, el porcentaje de reconocimiento remanente fue del 20+6%

confirmando que efectivamente se produjo deglicosilacién.
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Figura 3.3: Ensayo de reconocimiento de RNasa B por ConA. Se realizd un ensayo tipo ELLA donde se sensibilizaron pocillos
con RNasa B deglicosilada enziméaticamente y el blanco correspondiente y posteriormente se incub6 con ConA biotinilada. A
continuacién, se incubd con Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano picante y se reveld o-fenilendiamina y peréxido de
hidrogeno midiendo absorbancia a 492 nm. Para el célculo del porcentaje de reconocimiento, se establecié como 100% el valor de
absorbancia del blanco a 492 nm (%). B RNasa B: RNasa B incubada con nanoparticulas magnéticas sin activar por 24 horas a
37°C; N RNasa B: RNasa B incubada con PNGasaF-nanos por 24 horas a 37 °C. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (**** p <0,0001).

Sin embargo, la evaluacion mediante SDS-PAGE indicaba un porcentaje de deglicosilacion
del orden de 20% mientras que el ensayo con lectinas indicaria que la deglicosilacion seria cercana al 80%.
La diferencia entre estos resultados podria deberse a que se estan midiendo fenomenos diferentes.
Cuando se evalla la deglicosilacién por electroforesis se esta determinando una pérdida de peso
molecular generada por la liberacion del N-glicano. Esto permite evaluar qué porcentaje de la proteina
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nativa se deglicosilo. Por otro lado, cuando se realizan ensayos de reconocimiento por ConA, lo que se
evalla es si las modificaciones realizadas a la proteina generan un cambio en el reconocimiento por ConA.
Por lo cual la relacion entre el porcentaje de deglicosilacion y la pérdida de reconocimiento no tienen que
ser necesariamente lineal. Otro posible motivo de la diferencia de resultados entre ambas técnicas, podria
ser que la modificacién en las glicoproteinas luego del tratamiento con PNGasaF-nanos afecte su
capacidad de union a la placa.

Hay que tener en cuenta que las glicoproteinas presentan isoformas, lo cual quiere decir que el
patron de glicosilacion de cada una de las moléculas no es idéntico. De hecho la RNasa B puede contener
glicanos con alto contenido de manosa de entre 5 y 9 manosas siendo mayoritarios los Man5 y Man6
[17,34-36]. Gutiérrez Gallego y colaboradores, demostr6 ,mediante una técnica que combina resonancia
plasmddica de superficie (SPR) y HPLC de fluorescencia, que ConA tiene una mayor afinidad por N-
glicanos de RNasa B con alto contenido de manosa que contengan entre 7 y 9 residuos de manosa, que
aquellos N-glicanos conteniendo 5 y 6 residuos de manosa [17]. A su vez dentro de los glicanos con 7
manosas la isoforma Man7 tendria mas afinidad por ConA que las Man 7' y Man7" (Figura 1.6). Este
resultado podria explicar la diferencia en los resultados observados en la evaluacion por SDS-PAGE y por
reconocimiento con lectinas. La ConA podria estar perdiendo fuertemente el reconocimiento por RNasa B
si la PNGasaF-nanos deglicosilara N-glicanos de alta afinidad para la lectina a pesar de que aun hubieran
presentes en la muestra N-glicanos de menor afinidad. Esto podria dar como resultado grandes
porcentajes de deglicosilacion evaluados por ensayos de reconocimiento con lectinas con bajos

porcentajes de deglicosilacion evaluador por electroforesis.

3.3 Re-utilizacion de la PNGasa inmovilizada

Otros de los objetivos buscados al inmovilizar glicosidasas de interés en glicobiologia, es su
reutilizacion. Por lo cual es importante evaluar la actividad remanente de la PNGasa F en funcion del
numero de reusos en condiciones nativas. A los efectos de estudiar si los derivados mantenian su
actividad enzimatica luego de varios usos, se midi6 la actividad residual de PNGasaF-agarosa luego de 5
usos y de PNGasaF-nanos luego de 7 usos. En derivado PNGasaF-agarosa mantuvo el 100% de la
actividad, mientras que el derivado PNGasaF-nanos solamente conservd el 40% de su actividad inicial
(datos no mostrados). Existen reportes que indican que la PNGasa podria no ser estable a 37°C por
tiempos prolongados [36]. El hecho de que ambos derivados conserven actividad en los reusos aunque
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sea en forma parcial apuntaria al hecho de que la inmovilizacion estaria estabilizando la enzima. Garcia-
Galan y su grupo de trabajo, reportd que en el caso de soportes inertes, la union multipuntual puede
ayudar al replegamiento de proteinas que han perdido su actividad debido a pequefios cambios
conformacionales generados por exposicion a la temperatura [50]. Los grupos involucrados en la unién al
soporte actian como puntos de referencia durante el replegamiento, permitiendo la recuperacién de la
actividad enzimatica perdida una vez que se vuelve a temperatura ambiente. A su vez, la alta porosidad
de la agarosa permite que la enzima sea inmovilizada en el interior de los poros protegiéndola de agentes
desnaturalizantes como la temperatura [52]. Esto podria explicar que el derivado mantenga 100% de su
actividad luego de varios reusos a diferencia del derivado PNGasaF-nanos que va perdiendo su actividad.
Esta propiedad constituye una ventaja de los soportes porosos, sin embargo no es de utilidad en este caso
particular porque los problemas difusionales impiden a la enzima actuar sobre el sustrato en condiciones

nativas.

En contraparte, el soporte de nanoparticulas de silica magnéticas no presenta las dificultades
difusionales que cuenta el soporte de agarosa pero no parece ser tan efectivo a la hora de proteger a la

enzima del medio ya que luego de 7 usos, el derivado perdi6 el 60% de su actividad.

Dado que el derivado PNGasaF-nanos es estable cuando se almacena en frio entonces la
disminucién de la actividad puede deberse o bien a la exposicién de la PNGasa F a 37°C o al uso de las
mismas. Aunque la pérdida de actividad se debiera a su exposicién a 37°C, este es un parametro que no
se podria modificar ya que la misma es muy poco activa a temperatura ambiente (datos no mostrados). A
pesar de la pérdida de actividad en funcién del nimero de usos, la inmovilizacién sobre nanoparticulas es
la mejor opcion ya que permite porcentajes de deglicosilacion que se asemejan a las de la enzima soluble

con la ventaja de poder reutilizarla y separarla del producto final.

3.4 Extension de la funcionalidad de la PNGasaF-nanos a la
deglicosilacién de otras glicoproteinas

Una vez confirmada la funcionalidad de las PNGasaF-nanos con RNasa B, se continu6 el estudio de
su funcionalidad con otras glicoproteinas modelo como la fetuina de suero fetal bovino, la
B-galactosidasa de Aspergillus oryzae, la ovoalbumina y la lactoferrina bovina. Luego de la deglicosilacion

enzimatica, las glicoproteinas tratadas fueron evaluadas mediante SDS-PAGE y ELLA. Para este ultimo
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ensayo, se evalud el reconocimiento de las glicoproteinas por una serie de lectinas tal como WGA, PNA,
HPA, ECA, ConA y SNA (datos no mostrados). De esta lista, fueron seleccionadas la lectina ConA ya que fue
capaz de reconocer RNasa B, ovoalbumina, B-galactosidasa y lactoferrina bovina; y la lectina SNA por
reconocer fuertemente a la fetuina. La lectina ConA tiene gran afinidad por N-glicanos de alto contenido
de manosa y la lectina SNA es capaz de reconocer acido sialico presente en N-glicanos complejos o

hibridos [42-46].

La fetuina de suero fetal bovino, a diferencia de la RNasa B tiene 3 sitios O- glicosilacion y 3 sitios
de N-glicosilacion del tipo glicanos complejos. En relacion a estos ultimos, Green et al. (1988) reporto la
identificacion de hasta 23 isoformas diferentes [20].

En la figura 3.4 A se puede apreciar la evaluacién por SDS-PAGE del ensayo de deglicosilacién de
fetuina bovina con PNGasaF-nanos. Se observa un cambio en el patrén de las bandas, apareciendo nuevas
bandas que corresponden a la fetuina con diferentes grados de deglicosilacién. Se puede visualizar
también que en el carril correspondiente al tratamiento de fetuina con PNGasa soluble aparecen mayor
cantidad de bandas de menor peso molecular en comparacion al carril que contiene la muestra de fetuina

tratada con PNGasaF-nanos.
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Figura 3.4: Deglicosilacion de fetuina bovina con PNGasaF-nanos y PNGasa F soluble. A) Ensayo de deglicosilacion de fetuina
de suero bovino evaluado por SDS-PAGE con gel de 12% de entrecruzamiento. LMW: marcador de bajo PM, B Fet: Blanco del
ensayo que consiste en la incubacion de fetuina con nanoparticulas sin activar durante 24 hs a 37 °C. N Fet: Fetuina bovina
incubada con PNGasaF-nanos durante 24 hs a 37 ° C, S Fet: Fetuina bovina incubada con PNGasa F soluble por 24 horas a 37 °C.
En el ensayo con la PNGasa soluble se observa la banda correspondiente a la PNGasa con un PM aproximado de 36 kDa (#). B)

Porcentaje de fetuina deglicosilada parcial o totalmente. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(** p <0,01).
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En la figura 3.4 B, se muestra el porcentaje de deglicosilacion parcial o total de la fetuina, evaluada
a partir del gel de SDS-PAGE. La PNGasa F soluble fue capaz de deglicosilar 84+9% de la fetuina bovina en
al menos en un sitio de deglicosilacion. Sin embargo, PNGasaF-nanos solamente logré deglicosilar parcial
o totalmente el 42+2% de Fet. Esto implicaria que al igual que cuando se utilizé la RNasa B como
sustrato, si bien la PNGasaF-nanos es capaz de deglicosilar, la enzima soluble sigue siendo mejor.

En la Figura 3.5 se puede apreciar la evaluacion de la deglicosilacion de fetuina bovina mediante
ensayo de reconocimiento con la lectina SNA, especifica para reconocimiento de acido sialico presente en
los N-glicanos complejos de esta glicoproteina. En los resultados se puede percibir un porcentaje de
reconocimiento remanente de 41+19% luego del tratamiento con la PNGasaF-nanos, reafirmando los

resultados observados en el gel de electroforesis.
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Figura 3.5: Ensayo de reconocimiento de fetuina bovina por lectina SNA (%). Se realizé un ensayo tipo ELLA donde se
sensibilizaron pocillos con el blanco y la fetuina deglicosilada enzimaticamente y se incubd con SNA biotinilada. Posteriormente se
incub6 con Streptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano picante y se revel6 con o-fenilendiamina y peréxido de hidrégeno
midiendo absorbancia a 492 nm. Para el célculo del porcentaje de reconocimiento, se estableci6 como 100% el valor de
absorbancia del blanco a 492 nm. B Fet: Fetuina Bovina incubada con nanoparticulas magnéticas sin activar por 24 horas a 37° C;
N Fet: Fetuina bovina incubada con PNGasaF-nanos por 24 horas a 37 °C. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (**** p <0,0001).

Debido a que la B-galactosidasa es otra glicoproteina muy bien estudiada, se seleccion6 para
proceder en la evaluacion de la funcionalidad del derivado. Maksimainen y colaboradores, lograron
obtener la estructura cristalografica de B-galactosidasa de A. oryzae, donde se identificaron seis sitios de
N-glicosilacién [19]. De los seis N-glicanos, tres resultaron ser de alto contenido de manosa y tres de bajo

peso molecular (Figura 1.7).

En la figura 3.6 A se muestra la evaluacién por SDS-PAGE del ensayo de deglicosilacion llevado a

cabo para la f-galactosidasa con PNGasaF-nanos y PNGasa F soluble. En este caso, se esta trabajando con
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un extracto enriquecido en B-galactosidasa pero que contiene otras proteinas de menor peso molecular.
Como se puede apreciar en la figura, a simple vista no se observa cambio en el patrén de corrida de la -
galactosidasa sin tratar y la tratada con PNGasaF-nanos pero si se aprecia un cambio en la movilidad de la
banda correspondiente a la glicoproteina tratada con PNGasa F soluble. Este resultado es corroborado en
la Figura 3.6 B. En dicho grafico, se aprecia que no se produjeron cambios significativos en la
deglicosilacién de la glicoproteina tratada con PNGasaF-nanos, pero si se produjo un cambio significativo
en el grado de deglicosilacion de -galactosidasa cuando fue tratada con PNGasa F soluble. Este resultado

seflala que la enzima soluble fue mas eficaz que la enzima inmovilizada en cuanto a la remocién de N-

glicanos.
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Figura 3.6: Deglicosilacion de B-galactosidasa con PNGasaF-nanos y PNGasa F soluble. A) Ensayo de deglicosilacién de (-
galactosidasa evaluado por SDS-PAGE con gel de 7% de entrecruzamiento. HMW: Marcador de alto peso molecular,
B B-gal: Blanco del ensayo que consiste en incubar B-galactosidasa con nanoparticulas magnéticas sin activar por 24 horas a
37°C; N B-gal: B-galactosidasa incubada con PNGasaF-nanos por 24 horas a 37 °C: S B-gal: B-galactosidasa incubada con PNGasa
F soluble por 24 horas a 37 °C. B) Porcentaje de [B-galactosidasa deglicosilada parcial o totalmente. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (* p <0,05).

Sin embargo, cuando la muestra de B-galactosidasa deglicosilada con PNGasaF-nanos se somete
al ensayo por reconocimiento de lectinas, ConA solamente es capaz de reconocer el (49+13) % de la

glicoproteina tratada (Figura 3.7).
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Figura 3.7: Ensayo de reconocimiento de B-galactosidasa por ConA (%). Se realizé un ensayo tipo ELLA donde se sensibilizaron
pocillos con B-galactosidasa y B-galactosidasa deglicosilada enzimaticamente y se incub6 con ConA biotinilada. Posteriormente se
incubd con Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano picante y se revelé con o-fenilendiamina y peréxido de hidrégeno
midiendo absorbancia a 492 nm. Para el célculo del porcentaje de reconocimiento, se estableci6 como 100% el valor de
absorbancia del blanco a 492 nm. B B-gal: B-galactosidasa incubada con nanoparticulas magnéticas sin activar por 24 horas a 37°
C; N B-gal: B-galactosidasa incubada con PNGasaF-nanos por 24 hs. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (**** p <0,0001).

Debido a que la glicoproteina modelo adquirida no esta en estado puro sino junto con otras
proteinas, podia suceder que la pérdida de reconocimiento observado en el ensayo de reconocimiento
por lectinas hubiese sido causa de la deglicosilacion de otra glicoproteina contaminante. Por este motivo,
se realizd una segunda corrida electroforética de las muestras pero con un gel de mayor entrecruzamiento
(12%) con el fin de poder observar si existia alguna otra glicoproteina de menor peso molecular que

cambiara su movilidad debido a la accién de la PNGasa (Figura 3.8).
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Figura 3.8: Ensayo de deglicosilaciéon de B-galactosidasa. La evaluacidn se realizd a través de SDS-PAGE en geles de 12% de
entrecruzamiento. LMW) Marcador de alto peso molecular; B B-gal) B-galactosidasa incubada con nanoparticulas magnéticas por
24 horas a 37 °C; N B-gal) B-galactosidasa incubada con PNGasaF-nanos por 24 horas a 37 °C; S B-gal) B-galactosidasa incubada
con PNGasa F soluble por 24 horas a 37 °C.

49



Si bien no se observaron cambios en el patron de bandas en la SDS-PAGE para el extracto tratado
con PNGasaF-nanos (Figura 3.6A y Figura 3.8), existe una pérdida significativa de reconocimiento por
ConA. Este resultado podria estar indicando que la B-galactosidasa (o alguna otra glicoproteina del
extracto) sufridé deglicosilacion, pero la diferencia de peso molecular no pudo ser apreciada por
electroforesis. Una posible explicacion de que se observe una pérdida de peso molecular en la -
galactosidasa tratada con PNGasa F soluble (Figura 3.6 A), podria ser que en este ensayo se efectuo la
deglicosilacién total de la glicoproteina en solucién. En cambio con la enzima inmovilizada, si la
deglicosilaciéon solo fue capaz de realizarse en un Unico sitio de glicosilacion, quiza la diferencia en el peso
molecular no pueda ser apreciable en la electroforesis.

La ovoalbumina (OVA) es una glicoproteina con un peso molecular de aproximadamente 45 kDa y
en su forma nativa solo contiene un Unico sitio de N-glicosilacién en Asn 292 que puede ser de alto
contenido de manosa o del tipo hibrido [24]. Por otra parte, si la Ovoalbumina es expresada de forma
recombinante en Pichia Pastoris se puede encontrar di-N-glicosilada en Asn 292-Asn 311 y cuenta con un
peso molecular de 47 kDa aproximadamente [25-27]. En la Figura 3.9, se muestran los resultados del

analisis por SDS-PAGE correspondientes a la deglicosilacion de la OVA con PNGasaF-nanos.
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Figura 3.9: Deglicosilacién de Ovoalbiimina con PNGasa F-nanos y PNGasa F soluble. A) Ensayo de deglicosilacion de
Ovoalbimina evaluado por SDS-PAGE en gel de 12% de entrecruzamiento. LMW : Marcador de bajo peso molecular, B OVA:
Ovoalbumina incubada con nanoparticulas magnéticas sin activar por 24 horas a 37 °C, S OVA: Ovoalbimina incubada con
PNGasa F soluble por 24 horas a 37 °C; N OVA: Ovoalbumina incubada con PNGasaF-nanos por 24 horas a 37 °C. En el ensayo
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con la PNGasa soluble se observa la banda correspondiente a la PNGasa con un PM aproximado de 36 kDa (#). B) Porcentaje de
OVA deglicosilada.
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La figura 3.9A no se observa un cambio en el patréon de migracién de la OVA tratada con
glicosidasa. Este resultado es corroborado por el resultado de la Figura 3.9B, donde no se detectan
cambios significativos en el porcentaje de deglicosilacion de Ovoalbumina tanto con PNGasa F soluble
como inmovilizada. A pesar de este resultado, existen reportes que indican que la movilidad de OVA
deglicosilada es levemente mayor que OVA sin deglicosilar, por lo que cabia la posibilidad de que la
escision del N-glicano no fuese detectable por electroforesis [25,61].

Se procedié a analizar la muestra de OVA sin tratar y tratada con PNGasaF-nanos mediante ensayo

de reconocimiento con ConA y el resultado se muestra en la Figura 3.10.
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Figura 3.10: Ensayo de reconocimiento de Ovoalbiimina por ConA (%). Se realizd un ensayo tipo ELLA donde se sensibilizaron
pocillos con OVA y OVA deglicosilada enzimaticamente y se incubd con ConA biotinilada. Posteriormente se incub6 con
Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano picante y se revelé con o-fenilendiamina y peréxido de hidrégeno midiendo
absorbancia a 492 nm. Para el célculo del porcentaje de reconocimiento, se estableci6 como 100% el valor de absorbancia del
blanco a 492 nm. B OVA: OVA incubada con nanoparticulas magnéticas sin activar por 24 horas a 37° C; N OVA: OVA incubada
con PNGasaF-nanos por 24 horas a 37 °C. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (**** p <0,0001).

La deteccion de OVA por ConA luego del tratamiento de deglicosilacion fue significativamente
menor, resultando en porcentaje remanente de reconocimiento de 58+17%. Este resultado indicaria que
PNGasaF-nanos logré deglicosilar la glicoproteina, a pesar de no haber sido visualizado en el gel de
electroforesis.

De acuerdo a lo reportado por Suzuki y colaboradores, la Ovoalbimina de gallina se encuentra di-
N-glicosilada en Asn 292 y Asn 311, pero una vez en el oviducto una PNGasa la deglicosila en la posicion
Asn 311 [25]. Esta observacidon sugiere por lo tanto, que el N-glicano en posicién Asn 292 es estable
frente a la deglicosilacién por PNGasa de gallina en condiciones nativas. Sin embargo, en su trabajo

también enfatiza que a pesar de haber observado que el N-glicano en posicidn Asn 292 era resistente a la
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deglicosilaciéon por PNGasa del oviducto, por el contrario este glicano era labil frente a la PNGasa F de

bacteria. Esta observacién coincidiria con los resultados obtenidos en esta tesina.

La lactoferrina bovina (LF) es una glicoproteina cuyo peso molecular es aproximadamente de 80
kDa. En su estructura puede contener 4 sitios (LF-b) o 5 sitios (LF-a) con N-glicanos de alto contenido de
manosas, hibridos y complejos (Figura 1.10), aunque la presencia de LF-b en la leche bovina es
predominante frente la forma LF-a. La lactoferrina-b tiene un peso molecular cercano a los 80 kDa y LF-a
tiene un peso molecular de aproximadamente 84 kDa [30-32].

En la figura 3.11, se puede apreciar la evaluacion por SDS-PAGE de las muestra de lactoferrina
deglicosilada con PNGasaF-nanos y PNGasa F soluble. Como se puede ver, los dos primeros carriles
corresponden a la lactoferrina incubada con nanoparticulas sin activar y con PNGasaF-nanos. En estos
carriles no se observan la bandas, mientras que en el carril correspondiente a la lactoferrina tratada con la
enzima soluble se observan dos bandas de aproximadamente 77 kDa y 74 kDa que probablemente
correspondan a formas deglicosiladas de lactoferrina ya que el peso molecular de la lactoferrina nativa es
cercana a los 80 kDa. Estos resultados harian pensar en interaccién inespecifica entre la lactoferrina y las

nanoparticulas.
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Figura 3.11: Ensayo de deglicosilacion de lactoferrina con PNGasaF-nanos y PNGasa F soluble. Ensayo de deglicosilacion de
lactoferrina evaluado por SDS-PAGE en gel de 7% de entrecruzamiento. HMW: Marcador de alto peso molecular; B L: Lactoferrina
incubada con nanoparticulas magnéticas sin activar por 24 horas a 37 °C; N L : Lactoferrina incubada con PNGasaF-nanos por 24
horas a 37 °C, S L: Lactoferrina incubada con PNGasa F soluble por 24 horas a 37 °C.
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La lactoferrina es una transferrina que une dos atomos de hierro con alta afinidad y se encuentra
en diversos fluidos de forma semisaturada [29]. Esto haria pensar que el hierro unido a la proteina pudiera
estar de alguna forma interaccionando con las nanoparticulas de forma que la lactoferrina quedara unida
a las mismas (tanto a las nanoparticulas sin activar como a las PNGasaF-nanos), motivo por el cual no se

detectaria lactoferrina en el sobrenadante.

Para verificar esta hipotesis se prepar6 una solucién de lactoferrina y se le cuantificé concentracion
de proteina. Se incubd dicha solucion con nanoparticulas sin activar, se separ6 el sobrenadante con la
ayuda de una gradilla imantada o mediante centrifugacion y se cuantificd la concentracién de proteinas en
el sobrenadante. Por otro lado, como forma de ver si la lactoferrina quedaba unida al iman se colocé un
tubo Eppendorff con solucion de lactoferrina en la gradilla imantada, se retird la solucién de lactoferrina y
se le midié concentracion de proteinas. En la Tabla 3.4 se puede ver que cuando la lactoferrina se pone en
contacto con las nanoparticulas independientemente de si el sobrenadante se separa mediante el uso de
un iman o por centrifugacion, la lactoferrina queda unida a las nanoparticulas ya que la concentracién de

proteina en el sobrenadante es menor.

Tabla 3.4: Cuantificacion de lactoferrina mediante la técnica de Acido Bicinconinico (BCA)

Concentracion proteica
Muestra
(mg/ml)
LF 0.87+0.16
LF + gradilla imantada 0.79+0.06
LF + nanos 0.09+0.03
LF + nanos + iman 0.13+0.01

LF: Lactoferrina; LF + gradilla imantada: Lactoferrina expuesta a la accién de un imén; LF+ nanos: Lactoferrina incubada en tubo
Eppendorf con nanoparticulas magnéticas y luego separada de las mismas mediante  centrifugacion;
LF+ nanos+ iman: Lactoferrina incubada en tubo Eppendorf con nanoparticulas magnéticas y luego separadas de las mismas
mediante gradilla imantada.

Por lo expuesto anteriormente no es viable el uso de PNGasaF-nanos para la deglicosilacion de
lactoferrina. Como se vio en la Figura 3.11 la deglicosilacion con la PNGasa soluble es viable por lo cual se
deberia seleccionar otro tipo de soporte para la inmovilizar la PNGasa de forma de poder utilizarla para la

deglicosilacién de lactoferrina.
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4. Conclusiones

Los glicanos tienen un rol preponderante en la biologia de los organismos. Estan involucrados en
una inmensa cantidad de funciones estructurales, modulatorias y de sefalizacién. Ademas, los
carbohidratos también pueden estar involucrados en procesos patolégicos como en el desarrollo de
cancer o de infecciones. Por este motivo, es de gran importancia elucidar las estructuras y funciones que
tienen los glicanos en la naturaleza. Debido a la diversidad y complejidad estructural que presentan los
carbohidratos el estudio de los mismos es complejo. El uso de glicosidasas inmovilizadas puede ser una
excelente herramienta que posibilite desentrafiar las funciones bioldgicas de los glicanos ya que permite la
remocion de los mismos sin alterar el esqueleto proteico ni contaminar el producto final. Por lo cual las
glicoproteinas deglicosiladas pueden ser utilizadas en ensayos biolégicos que permitan determinar si la

remocion de los glicanos altera alguna respuesta.

En esta tesina de grado se inmovilizo exitosamente PNGasa F sobre agarosa y nanoparticulas
magnéticas de silica activadas con grupos cianato-éster. Se obtuvieron rendimientos de inmovilizacion del
100% y del 86 % para la inmovilizacién sobre agarosa y nanoparticulas respectivamente. Sin embargo, los
porcentajes de actividad enzimatica expresada fueron del 11% y 14% para agarosa y nanoparticulas
magnéticas respectivamente. El bajo porcentaje de actividad se puede deber a distorsiones sufridas por las
enzimas una vez unidas al soporte, por el bloqueo parcial de sitios activos o por problemas difusionales en

el caso de la agarosa.

Por otra parte, se estudid la funcionalidad de PNGasaF-nanos y PNGasaF-agarosa como
herramienta para deglicosilar glicoproteinas en condiciones nativas, utilizando RNasa B como sustrato.
Con la PNGasaF-nanos se obtuvieron porcentajes de deglicosilacion del 19% al cabo de 24 horas a 37°C.
Estos resultados son cercanos a los obtenidos con la PNGasa soluble (25% de deglicosilacion). Por el
contrario, con el derivado PNGasaF-agarosa solamente alcanzaron porcentajes de deglicosilacion del 7%
en 24 horas. Esta diferencia en los porcentajes se puede deber a la naturaleza porosa de la agarosa, que
dificulta la difusion del sustrato al sitio activo de enzima si la misma se inmoviliza dentro del soporte. En
contraposicion, las nanoparticulas magnéticas solamente son capaces de inmovilizar enzima en su
superficie, lo cual permite una mayor movilidad de la enzima en la solucion reactiva y no tiene asociados

problemas difusionales.
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Se extendid el uso del derivado PNGasaF-nanos a otras glicoproteina como fetuina de suero
bovino, B-galactosidasa de A. oryzae, ovoalbumina y lactoferrina bovina. Se obtuvieron resultados exitosos
con la fetuina, la B-galactosidasa y la ovoalbumina. En el caso de la fetuina, la deglicosilacidn se evidencio
por un cambio en el patrén de bandas en la SDS-PAGE observandose bandas de menor peso molecular. A
su vez se verifico una pérdida de reconocimiento del 59% por la lectina SNA como consecuencia de la
deglicosilacién. Por otra parte, la deglicosilacion de B-galactosidasa no se pudo corroborar mediante
SDS-PAGE, pero si se observd una pérdida de reconocimiento del extracto por la lectina ConA de un 51%
luego de la deglicosilacién. Este resultado indicaria que en el caso de B-galactosidasa hubo deglicosilacion
pero si la misma fue parcial (solo se deglicosilaron algunos sitios) la diferencia en el peso molecular podria
no observarse en la SDS-PAGE. Igualmente, no se puede afirmar que la perdida de reconocimiento se
debe exclusivamente a la deglicosilacién de [ —galactosidasa, ya que la muestra cuenta con la presencia de
otras proteinas desconocidas que también pueden contar en su estructura con N-glicanos. En el caso de la
ovoalbumina, existian reportes previos que indicaban que el cambio de peso molecular luego de la
deglicosilacién no era notorio, por lo cual la deglicosilacion se pudo evidenciar Unicamente mediante ELLA
y no asi, mediante SDS-PAGE. Se detectd una pérdida de reconocimiento por ConA del 42% hacia OVA
luego de haber sido tratada con PNGasaF-nanos. En el caso de la lactoferrina se comprobo que la misma
se unia en forma inespecifica a las nanoparticulas no siendo posible utilizar las PNGasaF-nanos para su
deglicosilacién, si bien la misma es posible con la enzima soluble. Estos resultados ponen de manifiesto

que ninguna herramienta es universal y tiene sus limitaciones.

Finalmente, se estudio la capacidad de reusos de los derivados. Para PNGasaF-agarosa, la actividad
remanente fue del 100% luego de 5 usos y para la PNGasaF-nanos del 40% luego de 7 usos. Nuevamente,
la diferencia en estos resultados podria deberse a la estructura de los soportes. La agarosa al ser un
soporte poroso, puede inmovilizar proteina en su interior, lo cual la protegeria de agentes
desnaturalizantes como por ejemplo la temperatura. Sin embargo, al no ser eficaz deglicosilando sustratos

macromoleculares, su uso para este tipo de ensayos es inviable.

Estos resultados demuestran la viabilidad del uso de las PNGasa F inmovilizada a nanoparticulas
magnéticas de silica como herramienta biotecnoldgica en la deglicosilacion de glicoproteinas nativas. Por
lo cual se va a extender su aplicacion a sistemas bioldgicos como deglicosilacion de lisados del helminto

Fasciola hepatica con el objetivo de evaluar el rol de los glicanos en la evasion de la respuesta inmune del
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hospedero. Otro sistema bioldgico al que se va a aplicar es a la deglicosilacion de la glicoproteina gp51

del virus de Leucosis Bovina a los efectos de determinar el rol de los glicanos en su antigenicidad humoral.

Aunque todavia queda mucho camino por avanzar en esta area, los resultados obtenidos son
bastante esperanzadores en cuanto a la aplicaciéon de glicosidasas inmovilizadas en la elucidacion de la

funcién bioldgica de los glicanos.
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