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RESUMEN




Resumen

La capa laminar (CL) de la hidatide, correspondiente al estadio larvario del cestodo Echinococcus
granulosus es una estructura acelular rica en glucidos que define la interfaz parasito-hospedero. La CL,
ademas de actuar como barrera para el pasaje de células del sistema inmune, contribuye al control ejercido

por el parasito sobre la respuesta inflamatoria del hospedero.

Resultados precedentes revelaron que la CL contiene una serie de O-glicanos mucinicos relacionados
entre si, principalmente cores mucinicos 1 y 2 desnudos y glicanos pequeiios derivados de la elongacion
sobre el residuo de Gal(B1-3) de estos cores con mas residuos de Gal(B1-3), y la posibilidad de decoracién en
la posicién 4 del residuo de GIcNAc del core 2 con el disacarido Galp(al-4)Galp(B1-). La elucidacion de las
posibilidades estructurales de glicanos de la CL no estaba completada, ya que se habian encontrado glicanos
mayores analizados anteriormente solo por MS', con hasta 4 residuos de HexNAc, los cuales no quedaban

contemplados dentro del repertorio estructural hallado hasta el momento.

Otra interrogante pendiente del trabajo precedente surge del hecho que la cepa en estudio del parasito
(G1), no estd bien adaptada al hospedero bovino, del cual se obtuvieron las muestras analizadas
originalmente. Esto planteaba la posibilidad que dichas muestras no fuesen representativas de la biologia de

la hidatide en términos de los glicanos presentes.

En primer lugar se compararon los resultados de las muestras provenientes del hospedero bovino contra
muestras del hospedero ovino, en el cual la hidatide se desarrolla normalmente. La comparacién entre las
muestras provenientes de ambos hospederos, en términos de distribuciéon de tamafios por gel-filtracion,
perfiles cromatograficos por HPLC, y secuencias (de aproximadamente 30 glicanos individuales) revelé solo
diferencias triviales entre los mismos, lo que valida el uso de material de origen bovino para elucidacién

estructural.

En segundo lugar, mediante analisis de metilacién se determind que en los glicanos mas largos no
elucidados previamente existian ramificaciones sobre la posicidon 6 de residuos de Gal; el primer residuo de
la rama corresponde a GIcNAc, terminal o sustituida en posicion 4. Se determinaron las anomericidades y se
confirmaron las configuraciones y posiciones de sustitucion mediante 1H-NMR, 2D-COSY, 2D-TOCSY, 2D-
ROESY de 6 nuevos glicanos, compuestos por 6 a 8 residuos. Se determind la identidad de las ramificaciones
como GIcNAcp(B1-6) y su derivado Galp(al-4)Galp(B1-4)GIcNAcp(B1-6). Estos motivos, junto con los
previamente conocidos, parecen alcanzar para explicar todos los componentes del glicoma de la CL,

detectados a nivel de MS? y/o estudiados a nivel de MS?, tanto en esta Tesis como en el trabajo



precedente. En suma, es probable que se haya completado la descripcion del repertorio de motivo

estructurales de los O-glicanos mucinicos de la CL.

Finalmente, se determind la especificidad, dentro de la CL, del anticuerpo monoclonal E492, generado
por colaboradores contra otra estructura del parasito (protoescdlices). El anticuerpo reconoce el motivo del
grupo sanguineo P1, Galp(al-4)Galp(B1-4)GIcNAcp(B1-6), identificado en la CL originalmente como formado
a partir del residuo de GIcNAc del core 2, e identificado en esta Tesis ademas como formando ramificaciones

del esqueleto principal de Gal(B1-3).

Estos resultados, en conjunto los del antecedente directo a esta Tesis, constituyen el trabajo mas
exhaustivo de elucidacién estructural formal de glicidos de cestodos, y sienta las bases para responder
preguntas histdricas sobre los determinantes antigénicos de la CL, sus propiedades mecanicas, su biosintesis

y su interaccién con el sistema inmune innato del hospedero.
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1. Introduccién

1.1 Zoonosis causadas por el género Echinococcus

La equinococosis es una enfermedad zoonética causada por parasitos cestodos del género
Echinococcus, pertenecientes a la familia Taeniidae, orden Cyclophyllidea. Tradicionalmente, se
reconocian cuatro especies: Echinococcus granulosus, E. multilocularis, E. vogeli, E. oligarthrus,[1];
recientemente se incorporaron a este género cuatro especies mas: E. equinus, E. ortleppi, E.
shiquicus y E. felidis, habiendo sido las primeras dos previamente consideradas cepas dentro de la

especie E. granulosus [2-4].

La equinococosis quistica, la forma mas comun de la enfermedad en personas y animales
domésticos, es ocasionada por Echinococcus granulosus. Esta enfermedad estd globalmente
distribuida, con particular endemicidad en el cono sur de América latina, el norte de Africa y el
litoral mediterraneo, y zonas a lo largo de Asia central (Figura 1). Las larvas de este organismo se
desarrollan como vesiculas uniloculares independientes llenas de liquido (liquido hidatico), lo que lo
hace la forma menos grave y de mas facil tratamiento. No obstante, hidatides multiples pueden
producir dafo irreversible a los érganos, y la ruptura o perforacién de la hidatide puede sembrar
de larvas a varios érganos (hidatidosis secundaria) y/o causar reacciones anafilacticas. Por lo
general, la sintomatologia en seres humanos surge muchos afios luego de establecida la infeccién.
La mayoria del ganado muere antes de que la larva se desarrolle lo suficiente como para causar
signos clinicos, pero el ciclo se perpetua si sus visceras crudas se utilizan para alimentar perros.
Ademas, la equinococosis quistica provoca pérdidas econdmicas por el decomiso de los érganos
internos en la inspeccién de la carne. En algunos casos, también puede ocasionar una disminucion

en la produccién de carne y leche, o una disminucién del valor del vellén a causa del debilitamiento.

Tradicionalmente, la especie E. granulosus ha sido dividida en cepas, denominadas G1 a G10,
gue presentan diferente especificidad de hospedero. Las cepas pueden diferenciarse en su
morfologia, grado de desarrollo, virulencia, alcance geografico y otros factores. Dos cepas, la cepa
Gl-oveja y la cepa de Tasmania G2-oveja, utilizan principalmente a las ovejas como su hospedero
intermediario, pero también pueden infectar a otras especies. La cepa G1 es la mds ampliamente
distribuida en todos los continentes y es prevalente en nuestro pais (Gustavo Mourglia,

comunicacion personal), en tanto que la cepa G2 se ha encontrado en Australia y Tasmania. La cepa



G3 infecta bufalos y se transmite por el agua, y se ha registrado en Asia del sur. La cepa G4, que
solo utiliza équidos como hospederos intermediarios, no madura en medios que estimulan el
crecimiento de las cepas de ovejas, no parece ser zoondtica, y en la clasificacion actual mas
moderna se la considera una especie, E. equinus, ya nombrada. Su distribucidn se limita al
Mediterraneo y a regiones de Sudafrica. A la cepa de bovinos, G5, también se ha designado como
una nueva especie, Echinococcus ortleppi, ya nombrada; se encuentra en los cinco continentes y es
inusual que infecte a seres humanos. Las restantes cepas no estan bien diferenciadas entre si, pero
son claramente distintas de la cepa de oveja-G1; estas comprenden a la cepa camello G6, de cerdo
G7, una cepa pobremente definida G9, y 2 cepas de cérvido, G8 y G10. Solamente se ha informado
la cepa G9 en casos de humanos en Polonia, y algunos autores consideran que es una variante de la

cepa cerdo G7.
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Figura 1: Distribucién geografica de zonas endémicas para E. granulosus. Adaptado de [4]

La equinococosis alveolar, causada por E. multilocularis (la especie mas cercanamente
emparentada a E. granulosus), de distribucién geografica mas restringida, es mas grave vy dificil de
tratar. Las larvas de este organismo se extienden como una red de vesiculas conectadas, que, a
partir del sitio de instalacidon primario, el higado, no solo invaden este érgano sino que pueden

diseminarse a lugares del cuerpo alejados, como el cerebro. La equinococosis poliquistica, por lo



general causada por Echinococcus vogeli en humanos, es intermedia a las anteriormente

mencionadas con respecto al crecimiento de las larvas.

1.2 Generalidades sobre Echinococcus granulosus

El ciclo de vida de E. granulosus involucra un hospedero definitivo (canido) en cuyo intestino
delgado se encuentra la forma adulta, y hospederos secundarios (generalmente ungulados) en
cuyas visceras se desarrolla la forma larvaria (metacestodo o hidatide). Los hospederos definitivos
se infectan cuando ingieren hidatides de los tejidos del hospedero intermediario infectado (Figura
2). El estadio adulto hermafrodita se desarrolla y reproduce en el intestino delgado; sus proglétidas

gravidas liberan huevos embrionados que se eliminan en las heces del perro, e inmediatamente son

infecciosas para los potenciales hospederos secundarios.
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Figura 2: Ciclo de vida de Echinococcus granulosus Las flechas celestes indican la
progresion entre los distintos estadios del paréasito; las flechas rojas muestran la alternancia
entre hospederos, y la flecha verde indica diferenciacion reversa que da lugar a infeccion

secundaria en el hospedero intermediario. Adaptado de www.cdc.gov/parasites/
echinococcosis/ biology.html

10


http://www.cdc.gov/parasites/

Los hospederos intermediarios comprenden un gran numero de animales silvestres vy
domésticos, en especial herbivoros, y accidentalmente el ser humano. Si un hospedero
intermediario ingiere los huevos, estos eclosionan y se liberan las oncosferas, las cuales penetran la
pared del intestino, y son transportadas por el torrente sanguineo o la linfa a los érganos blanco.
Los parasitos pueden desarrollarse a hidatides en distintos drganos, pero se encuentran con mayor
frecuencia en el higado y en segundo lugar en los pulmones [5]. Las hidatides se desarrollan
lentamente por crecimiento concéntrico. Las mismas estan rodeadas por la reaccion del hospedero,
denominada capa adventicia; en su conjunto, la hidatide mds la capa adventicia se denomina quiste
hidatico. La hidatide esta delimitada por una pared que consta de dos capas ambas provenientes
del pardsito: capa exterior laminada, Ilamada la capa laminar (CL) y una capa interior denominada
capa germinativa (Figura 3A) [1]. La capa germinativa es la parte celular viva del parasito, que

sintetiza a la CL hacia el exterior y al liquido hidatico hacia el interior.
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Figura 3: Estadios larvarios de E. granulosus (A) Esquema de las estructuras que
componen al metacestodo de E. granulosus. (B) Mecanismo propuesto de generacién de
vesiculas hijas.

A partir de la capa germinativa se desarrollan vesiculas proligeras, que contienen protoescélices
y eventualmente pueden dar lugar a vesiculas hijas dentro de la hidatide principal por ruptura,

inversidn y sintesis de CL propia (Figura 3B). Las vesiculas y los protoescélices flotan libremente en
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el liquido hidatidico o se adhieren a la pared a través un pedunculo. Si un quiste se rompe, los
protoescolices libres pueden sufrir diferenciacidén reversa hacia nuevas hidatides, lo que se conoce

como infeccion secundaria (Figura 2, flecha verde).

Tipicamente, cuando el pardsito estd bien establecido y tiene la respuesta inflamatoria del
hospedero bajo control, la capa adventicia que rodea a la hidatide es de coldgeno y no estd
infiltrada con células del sistema inmune. Asimismo, estas hidatides suelen ser fértiles, es decir que
contienen protoescdlices y eventualmente vesiculas hijas. Sin embargo, algunas hidatides son
estériles (nunca producen vesiculas con protoescdlices) o se vuelven estériles después de una
infeccion bacteriana o calcificacion. El porcentaje de hidatides estériles varia con el hospedero
intermediario y su susceptibilidad a una cepa particular. Visto de otro modo, probablemente
depende de cuan eficaz sea esa cepa del pardsito en controlar la respuesta inmunolégica de ese
hospedero intermediario [6]. Es preciso aclarar que una hidatide puede no ser fértil simplemente
porque el metacestodo no se ha desarrollado lo suficiente aun para albergar protoescélices, no
siendo esto indicativo del grado de adaptacién de esa cepa particular al hospedero. También se
pueden observar hidatides con distintos estatus de fertilidad en un mismo dérgano para un
hospedero dado, expresando niveles diferenciales de antigenos parasitarios (antigeno B, fosfatasa
alcalina [7, 8]. Esto sugiere que el control inmunoldgico podria ser un fendmeno local que pareceria
involucrar un mayor nivel de apoptosis en hidatides infértiles [9, 10]. aunque los mecanismos

precisos no estan del todo claros.

Desde el punto de vista de la interaccidn parasito-hospedero, la hidatide se caracteriza por
control inmunoldgico y resolucidn de la respuesta inflamatoria local cuando la cepa se desarrolla en
el hospedero al cual esta adaptada. En estos casos, se genera en torno al metacestodo la capa
adventicia compuesta de coldgeno, que no esta infiltrada con leucocitos. Por el contrario, cuando el
hospedero no es el indicado, el metacestodo no es capaz de ejercer el mismo control sobre la
inflamacién del hospedero, por lo que en lugar de la capa de coldgeno del hospedero se encuentra
una reaccion inflamatoria activa, generalmente de tipo granulomatoso [11]. En estos casos se
observan células gigantes multinucleadas (macréfagos especializados) y células epitelioides en
empalizada circunvalando a la hidatide en contacto directo, seguidas mas externamente, por un
infiltrado de células mononucleadas interdigitadas por fibroblastos y capas de colageno [11, 12]. Se
encuentran eosinofilos pero estos no son dominantes, y la reaccién granulomatosa es dependiente

de células T CD4", como se ha demostrado al menos para la infeccién con E. multilocularis [13].
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Estos dos escenarios se observan para la cepa en estudio, G1, en el hospedero ovino (resolucién de

la inflamacidn) y en el hospedero bovino (granuloma)[6].
1.3 Generalidades de la capa laminar de Echinococcus granulosus

La CL es una estructura acelular rica en glicidos de hasta varios milimetros de espesor. Dentro
del género Echinococcus esta estructura esta particularmente desarrollada en E. granulosus, en
donde puede alcanzar unos pocos milimetros de espesor [14, 15]. Macroscépicamente, la CL es un
gel hidratado cohesivo (no es fluido pero si deformable) de gran resistencia mecanica, lo cual, junto
con la presion hidrostatica que ejerce el liquido hidatico hacia afuera, le confiere turgencia a la
hidatide. Esto probablemente es crucial para permitir el desarrollo concéntrico del metacestodo, en
oposicidn a la resistencia que ofrece tejido circundante del hospedero (parénquima hepdtico o
pulmonar). La CL es un elemento central en la interaccidon pardsito hospedero ya que, si bien es
permeable a biomoléculas solubles (como inmunoglobulinas y seroalbumina, por ejemplo),
constituye una barrera para el pasaje de células del sistema inmune innato, no activa el sistema de

complemento [16], y su formacidn coincide con la resolucién de la inflamacién inicial [16].

A nivel de microscopia electrdnica de transmision, la CL de E. granulosus se compone de dos
tipos de estructuras bien diferenciadas: un entramado de tridimensional fibrillas altamente
hidratadas, de aproximadamente 10 nm de didmetro, y granulos densos a los electrones, ya sea

dispersos o en racimos (Figura 4) [17].

~

FY

-~
P

Figura 4: Micrografia electrénica de
transmision de la CL de E. granulosus. Se
indican las fibrillas (F) y granulos densos a
* | los electrones (G). Figura tomada de [18]
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Nuestro grupo determiné que los granulos estan compuestos por depdsitos de la sal calcica de
myo-inositol hexakisfosfato (InsPg cdlcico) [19, 20]. El InsPg se caracterizé inicialmente en vegetales,
en los cuales fue denominado 4acido fitico, siendo la principal reserva de fésforo en semillas, aunque
también se acumula en polen, raices y tubérculos [21, 22]. Posteriormente se demostré que el InsPg
es ubicuo en eucariotas y es de hecho el inositol fosfato mas abundante en las células [23].
Curiosamente, excepto por E. granulosus, la localizaciéon del InsPgs es intracelular (nuclear o

citosdlica) [21], lo que hace que su funcidn bioldgica en la CL sea mas enigmatica.

Dado que los granulos estan compuestos por depdsitos insolubles de InsPg calcico, se desprende
gue la parte de la CL que contiene macromoléculas (de naturaleza glucidica al menos en parte) es la
red de fibrillas, lo que coincide con datos reportados anteriormente [24]. Los antecedentes
histéricos a nuestro trabajo [25-28] demostraban que los monosacaridos constituyentes de la CL
eran galactosa, N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina (en una relacidon aproximada de
9:3:1), que la CL poseia una porcién proteica rica en treonina, y que las porciones glucidica y
proteica no se podian separar por métodos bioquimicos que no implicaran ruptura de enlaces
covalentes [25, 26, 28]. Estos hallazgos son compatibles con la hipdtesis que el componente
principal de la capa laminar es de tipo mucinico. Las mucinas son proteinas altamente O-
glicosiladas, cuyos glicanos pueden contener galactosa (Gal), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-
acetilglucosamina (GIcNAc), fucosa (Fuc), acido sialico, pero no manosa (Man) ni glucosa (Glc) [29].
La usencia de niveles detectables de Man implica que la CL no contiene cantidades apreciables de
N-glicanos, ya que estos contienen a este residuo en su secuencia core (Man(al-6)Man(al-3)

Man(B1-4)GIcNAc(B1-4) GIcNAc(B1-))[30].

La composicion de monosacdaridos de la CL es incompatible también con glicosaminoglicanos
(GAGs) del tipo queratdn sulfato |, que se unen a sus respectivos esqueletos peptidicos mediante
core de N-glicanos y por lo tanto contienen Man, o del tipo heparan sulfato, condroitin sulfato y
dermatdn sulfato los cuales estan unidos a la apoproteina por residuos de xilosa. Sin embargo, la
composicidon de la CL no es estrictamente incompatible con la posibilidad de glicosaminoglicanos
del tipo queratdn sulfato Il (KS 1), que estan unidos a los esqueletos peptidicos del proteoglicano
mediante un core mucinico 2 y por lo tanto contienen GalNAc, GIcNAc y Gal. De todos modos, este
GAG contiene residuos monosulfatados (Gal6S y GIcNAc6S) que conforman la cadena caracteristica

de poli-N-acetilactosamina sulfatada [31], y que no se hallaron en la CL. Ademds, como se
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comentard en la seccion 1.7, los glicanos de la CL contienen unos pocos residuos de longitud, a

diferencia de los GAGs, cuya naturaleza es polisacaridica, lo que descarta esta posibilidad.

1.4 Consideraciones para la elucidacion de oligosacaridos

Antes de comentar nuestro enfoque a la glicobiologia de la CL, primero es necesario introducir
cudles son las particularidades y dificultades de elucidar estructuras glucidicas, y cudles son las
herramientas experimentales que se han disefiado para sortear estos obstaculos. La diversidad
estructural de los carbohidratos es sustancialmente mayor a la de otras biomoléculas como

proteinas y acidos nucleicos.

Por un lado los “bloques de construccion” mismos, los monosacdridos, pueden ser
estructuralmente muy diversos. En principio los monosacdridos son cadenas de unidades quirales
de hidroximetileno, terminadas en un grupo hidroximetilo en un extremo, y en el otro en un grupo
aldehido (aldosas) o en un grupo a-hidroxicetona (cetosas). Los monosacaridos en solucién
tipicamente existen como un equilibrio entre la forma aciclica y formas ciclicas, originadas por la
condensacién del grupo carbonilo con un hidroxilo del propio monosacdrido, formando un
hemiacetal. Esto da lugar a anillos, generalmente de 5 0 6 miembros, que poseen un nuevo centro
quiral, el centro anomérico. Asimismo, los monosacaridos pueden tener una variedad de grupos
funcionales distintos al grupo hidroxilo, particularmente el grupo acetamido [32]. En organismos
procariotas es posible encontrar una enorme diversidad de monosacdaridos con grupos funcionales
y configuraciones inusuales [33]. Sin embargo, en eucariotas superiores el panorama es mas
restringido; particularmente, a los efectos de esta Tesis es pertinente acotar que en parasitos
helmintos no se encuentran las rutas biosintéticas del acido sialico (al igual que en el resto de los
invertebrados), por lo que la presencia del mismo en muestras de glicanos de muestras parasitarias

suele ser indicativo de que provienen del hospedero.
En resumen, la diversidad estructural de monosacaridos abarca diferencias en:

e el niumero de atomos de carbono,

e |a posicién del grupo carbonilo (aldosa o cetosa)

e |a configuracion del residuo, que involucra la serie (D o L dependiendo de la
configuracion absoluta del centro estereogénico mas alejado del grupo carbonilo), y las

las relaciones estereoquimicas entre los centros quirales (por ejemplo: Gluco, Galacto,
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Mano, Alo, Altro, Gulo, Talo e Ido para monosacaridos de 6 dtomos de carbono, véase
Figura 5).

e El numero de atomos del anillo (formas furanosa o piranosa, por analogia a los oxo-
heterociclos furano y pirano)

e El centro anomérico (a si el hidroxilo en posicion 1 posee igual orientacion al grupo
terminal en el monosacdrido ciclado, o B si la orientacién es opuesta)

e Los grupos funcionales que presente el monosacdrido (grupos hidroxilo libres o
metilados, acetilados, sulfatados, fosfatados; grupos amino libres o N-acetilados;

posiciones deoxigenadas, etc)

H_ O H_ 0

N H\/o \q/ B 22 H\q/ (O My 20 B 20
H—(~OH HO—C-H H—-(—OH HO—(—H B GiEO 4 H B e =
H—C—OH H—C—OH HO—C—H HO—C—H —OH: H —OH HO—c—H HO—c—-H

H—C-OH H—(C-OH H—(—OH H—-C—OH Ho, ~H HO—(C—H HO-{¢-H HO-&-H
H—C—OH H-C~OH H~C~OH H~C~OH H-{(-OH H~(~OH H-&~OH H-&~OH
H,OH H,OH H,OH H,OH H,OH H,OH H,OH H,OH

DAIosa D-Altrosa  D-Glucosa D-Manosa D-Gulosa D-ldosa D-Galactosa D-Talosa

Figura 5: Configuraciones de (+)-D-hexosas. Proyecciones de Fischer de las formas aciclicas
de D-hexosas

Por otro lado, en carbohidratos existe posible diversidad de unién entre los mondmeros. A
diferencia del enlace peptidico o el enlace fosfodiéster, en proteinas y dacidos nucleicos
respectivamente, para los cuales usualmente solo existe una posibilidad de union entre dos
mondmeros; el enlace glicosidico se da entre la posicidn anomérica de un residuo ciclado vy
cualquiera de los hidroxilos libres de otro residuo. Mas aun, a diferencia de las otras biomoléculas
mencionadas, los carbohidratos presentan la posibilidad de que mas de un monosacarido forme

enlace glicosidico con hidroxilos de un mismo monosacarido, dando asi lugar a ramificaciones.

El orden en que se disponen los residuos dentro del glicano, considerando la presencia de
ramificaciones, lo denominaremos de ahora en mas como la secuencia del glicano. Al igual que las
proteinas y acidos nucleicos poseen una direccionalidad, de amino a carboxilo y de 5" a 3’
respectivamente, la secuencia de carbohidratos se puede definir desde extremo no-reductor a
extremo reductor, si bien es opuesta a la direccion de biosintesis. En principio, el extremo reductor
es aquel residuo que esta en equilibrio con su forma abierta reductora; aunque por extension se

denomina extremo reductor aun cuando esté formando un enlace glicosidico con otra molécula
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(aglicona) o esté reducido (alditol), en cuyo caso el extremo carece de poder reductor. Nétese que
un glicano puede contener mas de un extremo no reductor (en caso de ramificaciones), pero solo

un extremo reductor [34].

Todos los factores antedichos conducen a que la elucidaciéon completa de un oligosacdrido sea
una tarea mucho mas ardua que la secuenciacién de proteinas, o acidos nucleicos, ya que el
alfabeto de los carbohidratos es mas flexible, existe diversidad de unién entre los mondmeros, no
se puede asumir que exista linealidad en la secuencia, y no existe un cddigo (como en cdédigo
genético) que correlacione en forma directa el lenguaje de los carbohidratos con el de otras
macrobiomoléculas. Tampoco es posible incrementar la cantidad de muestra disponible, como en
el caso de proteinas (por clonado y expresién transgénica) o en acidos nucleicos (por PCR) ya que su
biosintesis no es dependiente de un modelo o molde (template) y generalmente depende de
numerosas actividades enzimaticas concertadas. La implicancia practica de todo esto es que la
elucidacién total de un glicano debe recurrir al uso de muchas herramientas experimentales en
combinacién y aplicarlas a muestras purificadas a partir del material biolégico nativo. Se debe
destacar ademas que, dentro del universo de los glicidos, los oligosacdridos suelen ser mas

complejos que los polisacaridos, que estan compuestos por unidades repetitivas.

Una de las herramientas mds utiles para este fin es la espectrometria de masas (MS), que
permite determinar el niumero de residuos de un glicano, el nimero de atomos de carbono vy
grupos funcionales de sus monosacdridos, y la secuencia de los residuos. Usualmente se derivatiza
el glicano en estudio (por permetilacién) para obtener una fragmentaciéon mds predecible en torno
a los enlaces glicosidicos, casi sin fragmentacidon de los monosacdridos mismos. Estos fragmentos
corresponden a las series B y C desde el extremo no reductor, e Y y Z desde el extremo reductor
(véase en mas detalle en Materiales y Métodos). La informacién surge entonces de la masa del ién
pseudomolecular y del patrén de fragmentacion del mismo. Si bien es una técnica destructiva, la
espectrometria de masas posee una gran sensibilidad, permitiendo el uso de pequefisimas
cantidades de muestra. La desventaja para aplicar en carbohidratos es que no provee ninguna
informacién estereoquimica. La existencia de fragmentos minoritarios generados por rupturas a
través del anillo (fragmentos crossring) permite hacer inferencias sobre las posiciones de
sustitucidon de cada residuo, pero las mismas no son del todo rigurosas, ya que muchas veces se
apoyan en la ausencia de un fragmento, el cual podria simplemente no haberse detectado ya que

son sefiales débiles, salvo en condiciones experimentales particulares [35].
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Es por esto que se han desarrollado métodos para determinar las posiciones de sustitucién de
los glicanos, que se basan en la derivatizacién de los grupos hidroxilo libres en el glicano nativo,
seguida de escision de los enlaces glicosidicos y una nueva derivatizacidn, con otro agente, de los
grupos hidroxilo previamente comprometidos en estos enlaces. Usualmente se eligen métodos que
produzcan derivados volatiles, a fin de analizar la muestra por cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas. La comparacion con estandares y confirmacion por el espectro de
fragmentacion simultdaneamente permite identificar las posiciones sustituidas (diferencialmente
derivatizadas) y la configuracidn relativa de los residuos, ya que esta ultima también influye sobre la
presién de vapor del derivado y por consiguiente, en el tiempo de retencién en cromatografia

gaseosa [36].

Otra técnica ampliamente utilizada en la elucidacidon de carbohidratos es la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear. Los ndcleos magnéticos que se utilizan son el protén *H y carbono
3¢, tanto en experimentos monodimensionales como bi- y multi-dimensionales, que pueden ser
homo- o heteronucleares. Conociendo los grupos funcionales presentes en el glicano (hidroxilo,
acetal, acetamido, metilo, etc) y los entornos quimicos de cada nucleo magnético, es posible
determinar todos los parametros de un glicano, incluyendo las configuraciones relativas vy
particularmente las anomericidades de los residuos, lo cual la convierte en la herramienta
espectroscépica mdas completa para el estudio de carbohidratos. Es importante mencionar que
varias de las deducciones que surgen de este tipo de experimentos se apoyan en el hecho que los
anillos de piranosa poseen una conformacion preferencial (para configuraciones gluco y galacto
corresponde al conférmero denominado “silla *Cy”), en las que se minimizan las interacciones
transdiaxiales. Ya que los equilibrios conformacionales se encuentran muy desplazados, se pueden
asumir relaciones espaciales entre los protones del oligosacarido, despreciando las contribuciones
de las otras conformaciones (en las sillas 'C,, las posiciones axiales y ecuatoriales estan invertidas
respecto a las correspondientes sillas “Cy, véase Figura 6 ). Una de las ventajas es que no implica
derivatizacién de la muestra y no es un método destructivo, lo que permite utilizar la muestra para
otros ensayos. En contrapartida, su sensibilidad es muy inferior a la de la espectrometria de masas
y, ya que la mayoria de los grupos funcionales en un glicano tipico son hidroxilos, los

desplazamientos quimicos suelen presentar considerable superposicion [37].
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Finalmente, ninguno de los métodos comentados permite determinar la configuracién absoluta
de los monosacaridos. Para esto es necesario conjugar cada residuo una sustancia
enantioméricamente pura de configuraciéon conocida (usualmente se forman glicésidos de alcohol
isobutilico enantioméricamente puro, ya sea R o S [36]) y comparar contra la pareja diasteromérica

de estandares de la sustancia enantioméricamente pura unida al residuo L- o D- .

Existen infinidad de otros métodos quimicos para la elucidacion de carbohidratos (degradacion
de Smith, hidrdlisis parciales, acetdlisis, etc) que han caido en desuso por ser mas trabajosas,
utilizar demasiada muestra o no ser tan informativas como los métodos descritos arriba. También
se pueden utilizar tratamientos secuenciales con combinaciones de exoglicosidasas y/o
endoglicosidasas, reconocimiento por lectinas especificas, o especificidad de las enzimas utilizadas
para liberar los glicanos, por ejemplo el caso de la PNGasa F, que no es capaz de liberar N-glicanos
a-fucosilados en la posicion 3 del primer residuo de GIcNAc del core de quitobiosa. Estas
aproximaciones experimentales son Utiles para determinar la presencia de motivos particulares o
confirmar la configuracién, posiciones de sustitucién y anomericidad de residuos concretos en un
glicano, pero son menos versatiles, algunos de ellos son destructivos (glicosidasas), y generalmente

consumen mayor cantidad de muestra.
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1.5 Principales clases de glicanos en animales

El universo de carbohidratos en la naturaleza es extremadamente diverso, abarcando
estructuras independientes y sub-estructuras en el contexto de glicoconjugados. En esta Tesis se
utilizard el término glicano para englobar todos aquellos polimeros de carbohidratos,
especialmente oligosacdridos. En esta seccidn se describiran muy brevemente algunas de las clases

de glicanos relevantes en esta Tesis.
1.5.1 Glicanos conjugados a proteinas

En organismos eucariotas se encuentran tres grandes grupos de glicanos unidos covalentemente
a proteinas, los N-glicanos, los O-glicanos y los glicosaminoglicanos (GAGs, esta denominacién

abarca también al hialuronano, que es una molécula libre).

Los N-glicanos son carbohidratos unidos a proteinas generalmente por un enlace N-glicosidico
entre un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y un residuo de asparagina. Existe una secuencia
peptidica consenso para la N-glicosilacidn, dada por Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser, en principio,
cualgquier aminodcido. Todos los N-glicanos poseen un core compartido conteniendo MansGIcNAc,,
esquematizado en la Figura 7. La decoracion subsiguiente de este core da lugar a tres tipos de N-
glicanos: (i) de alta manosa u oligomanosa, en los cuales solo existen residuos de manosa unidos al
core, (ii) complejos, en los que las “antenas” comienzan por un residuo de GlcNAc, e (iii) hibridos,
en los que la rama de Man(al1-6) del core estd decorada exclusivamente con residuos de manosa,
mientras que la rama de Man(al-3) puede portar una o dos antenas de tipo complejo (Figura 7).
Este tipo de glicanos se encuentra muy distribuido en glicoproteinas eucariotas, y cumple funciones
muy variadas, incluyendo contribuir a la estructura espacial de la glicoproteina, disminuir su
susceptibilidad a proteasas, y modular la interaccidon con otras proteinas [30]. La biosintesis de N-
glicanos comienza en la cara citoplasmatica del reticulo endoplasmadtico con la adicion de un
residuo de GIcNAc a un precursor lipidico, el dolicol fosfato (Dol-P), dando lugar a dolicol
pirofosfato GIcNAc (GIcNAc-PP-Dol). Este precursor es luego elongado secuencialmente hasta
MansGIcNAc,-PP-Dol, el cual es luego translocado a través de la membrana el reticulo
endoplasmatico para quedar orientado hacia el lumen del mismo, donde su biosintesis continua
hasta la formacién de GlcsMangGIcNAc,-PP-Dol. Este precursor es transferido al residuo de

asparagina del polipétido naciente, y es luego procesado desde el reticulo endoplasmatico hasta el
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aparato de Golgi, por remocién y agregado de residuos monosacaridicos, hasta generar el glicano

definitivo.
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Otro gran grupo lo constituyen los glicanos O-GalNAc o glicanos de tipo mucinico. Estos glicanos
se unen al esqueleto peptidico mediante un enlace O-glicosidico a entre el residuo de GalNAc y un
residuo de serina o treonina, y pueden encontrarse en glicoproteinas poco glicosiladas o muy
altamente glicosiladas; estas ultimas se denominan mucinas. A diferencia de los N-glicanos, no
existe una secuencia consenso perfectamente definida para los sitios aceptores de O-glicosilacién,
aunque en las mucinas suelen existir regiones de repetidos en tandem de nimero variable (VNTRs)
ricas en sitios aceptores de serina y treonina. Los glicanos mucinicos se basan en estructuras
prototipicas o cores; se han identificado 8 de estas estructuras, de los cuales los cores 1 a 4 son los
mas comunes (Figura 7). Muchas mucinas se encuentran revistiendo epitelios, por su capacidad de
hidratarse extensamente y protegerlos. Los O-glicanos mucinicos, a diferencia de los N-glicanos, se
sintetizan directamente sobre el polipéptido aceptor, por la acciéon secuencial de
glicosiltransferasas distribuidas a lo largo del aparato de Golgi. El primer paso de esta sintesis es

realizado por UDP-GalNAc polipéptido-N-acetilgalactosaminiltransferasas (pp-GalN-Ts). Luego
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actuan enzimas especificas de la sintesis de los cores. Las decoraciones ulteriores se deben en parte
a glicosiltransferasas especificas de O-glicanos y en parte a glicosiltransferasas que participan en la
biosintesis de otras clases de glicanos. Existen otros tipos de O-glicosilacién con funciones muy
distintas a las de los glicanos O-GalNAc; particularmente cabe destacar la glicosilacién en
compartimientos nuclear o citoplasmatico del tipo O-GIcNAc, que desempefia funciones similares a

la fosforilacidon de proteinas, y que escapan al foco de esta Tesis.

Finalmente existe otro tipo de carbohidrato, de tipo polisacaridico, unido a proteinas conocido
como glicosaminoglicanos (GAGs). Los GAGs forman parte de proteoglicanos y estan constituidos
por unidades repetitivas conteniendo residuos de Gal, GalNAc, GIcNAc y/o acidos urdénicos, muchos
de los cuales presentan sulfatacion. La unién de los GAGs a la proteina usualmente es a través de
un residuo de B-xilosa unida a residuos de serina, aunque hay ejemplos de uniones a través del core

de N-glicanos (queratan sulfato |) o de cores mucinicos (queratan sulfato Il).
1.5.2 Glicanos conjugados a lipidos

Los glicolipidos se encuentran en la monocapa externa de las membranas plasmaticas de las
células, donde pueden mediar interacciones célula-célula, y se estima que componen mas de un
80% de los glicoconjugados del organismo. El primer glicolipido caracterizado fue la
galactosilceramida, que consiste en un Unico residuo de galactosa unido por enlace B al hidroxilo en
C1 de ceramida (la cual estda compuesta por un aminoalcohol de larga cadena hidrocarbonada, la
esfingosina, formando una amida con un acido graso), y es una de las moléculas mas abundantes en
el cerebro (Figura 8A). Los glicolipidos que tienen ceramida por porcion lipidica se conocen como
glicoesfingolipidos. Otra clase de glicolipidos, menos abundante, la componen glicanos unidos al

hidroxilo en C3 de diacilglicerol (Figura 8A), lamados glicoglicerolipidos.

A pesar que las variaciones en el grupo ceramida aportan diversidad a los glicoesfingolipidos, la
principal clasificacion estructural y funcional se basa tradicionalmente en la porcién glucidica. Las

estructuras de los cores neutros mas representativos en mamiferos se muestran en la Figura 8B.
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Estos cores pueden extenderse dando sub-familias de glicoesfingolipidos (Figura 8B), cuya

expresion es especifica de tejido.

Otro gran grupo de glicolipidos corresponde a las anclas de glicofosfatidilinositol (GPI). Estos

glicanos se unen al extremo C-terminal de proteinas, sirviendo de anclas a la membrana plasmatica

de modo que la proteina queda orientada hacia el medio extracelular. Las anclas GPI poseen una

estructura general compartida, que incluye un residuo de fosfoetanolamina que hace de puente

entre la proteina y la porcion glucidica del ancla GPI (Figura 8C). Esta porcién glucidica esta

compuesta por Man(al-2)Man(al-6)Man(a1-4)GIcN(B), unida al hidroxilo en posicién 6 de un

residuo de myo-inositol. Este a su vez esta unido mediante un grupo fosfato en posicién 1 al lipido,

el cual usualmente es un diacil- o acilalquil- glicerol [38]. Las anclas GPl pueden presentar gran

diversidad estructural, incluyendo esterificacion del hidroxilo en C2 del residuo de myo-inositol con
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un acido graso, y decoraciones adicionales de la porcién glucidica con oligosacdridos o

fosfoetanolamina sobre el primer residuo de manosa.
1.6 Glicobiologia de cestodos ciclofilideos

Para poner en contexto los hallazgos estructurales de carbohidratos de la CL, es preciso revisar
brevemente algunas de las estructuras glucidicas relevantes de los fila relacionados y del propio E.
granulosus. Dentro de la Glicobiologia de pardsitos helmintos, Schistosoma mansoni es sin lugar a
dudas la especie que mds atencidn ha recibido, ya que sus glicoconjugados se han relacionado a
fendmenos de mimetismo molecular y evasion o polarizacidon de la respuesta inmune, como se
comentard mas adelante en la seccion 5.3. Sin embargo, la clase Cestoda no ha recibido tanto
interés por parte de los investigadores, a pesar de que algunos de sus miembros, como E.
granulosus sean notables ejemplos de pardsitos que exponen en forma masiva estructuras
glucidicas al hospedero sin por eso ser controlados efectivamente por el sistema inmune. Los N-
glicanos y glicolipidos probablemente sean los carbohidratos mejor caracterizados en cestodos,

probablemente por su facilidad de obtencién/liberacion.
1.6.1 N-glicanos

Las primeras estructuras elucidadas parcialmente de la pared de la hidatide de E. granulosus
fueron N-glicanos (EG1 a EG3 en la Figura 9) [39]. Los mismos se liberaron de muestras de pared
de la hidatide mediante PNGasa F y se estudiaron por electroforesis de carbohidratos asistida por
fluoréforo (FACE) sobre glicanos enteros para determinar aproximadamente el nimero de residuos
y luego sobre sus hidrolizados para identificar sus monosacaridos constituyentes. La secuencia de
estos glicanos se obtuvo mediante fast atom bombardment (FAB) MS, y algunas posiciones de
sustitucion y anomericidades se dedujeron por tratamientos con a y B galactosidasas
(exoglicosidasas) y tomando en cuenta la especificidad de PNGasa F como se anteriormente. Se
hallé una coleccién de N-glicanos relacionados, todos fucosilados en el core a excepcion del mas
pequeiio, y ninguno de ellos del tipo de alta manosa. Es interesante destacar que en los extremos
reductores se hallaron dos motivos, GalBGIcNAc y GalaGalBGIcNAc (ambos en EG3, Figura 9), que
podrian corresponder respectivamente al motivo N-acetilactosamina (Gal(B1-4)GIcNAc) y al motivo
P1 (Gal(al-4)Gal(B1-4)GIcNAc, un antigeno del grupo sanguineo P, presente en glicolipidos de

eritrocitos en algunos seres humanos, aunque sin conocer las posiciones de sustitucion no es
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Figura 9. Resumen estructural de N-glicanos de E. granulosus, T. crassiceps y T. solium. Las estructuras presentadas son un resumen de los
N-glicanos de estos tres cestodos; en algunos casos representan mas de una posibilidad estructural, en términos de decoraciones terminales,
indicadas como llaves (la decoracién puede estar presente en alguna de las diferentes posiciones abarcadas por la llave) o indicadas como = (la
decoracion puede estar presente o ausente). Estos cestodos presentan similitudes en cuanto a la posibilidad de fucosilacién del core, residuos
terminales de B-GlcNac (EG1, EG2, TC3, TC5-TC8, TS1 y TS2; excluyendo residuos de GlcNac bisectantes) o a-Gal (EG2, EG3, TC4, TCé6, TCS,
TCY9 y TS2). Como caracteristicas salientes, E granulosus presenta un glicano, obtenido de un antigeno de liquido hidético, (EG4) con
decoracién con fosforilcolina en los extremos no reductores [40], y glicanos de la CL (representados en conjunto como EG3) con posibles
motivos P1 (Galp(al-4)Galp($1-4)GlcNAcp) [39]. En T. crassiceps se destaca la posibilidad de fucosilacién periférica de las antenas (TC5 y TC7?)
y la presencia de cores truncados (TC3) [41]. Finalmente en T solium se observa la existencia del motivo terminal LacDiNAc (GalNAcp([31-
4)GIcNAcp, TS2) [42]. No se presentan los glicanos hallados conteniendo acido sidlico, los cuales fueron considerados provenientes del
hospedero por los autores de estos trabajos. Se utiliz6 la nomenclatura del CFG (Consortium for Functional Glycomics), presentada en el
recuadro negro [29].
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posible asegurarlo. Este segundo motivo, en trabajos previos, habia sido inmunolocalizado en la CL

asi como en el liquido hidatico y el tegumento de protoescélices [28, 43-46].

Mas recientemente, se caracterizd un glicano presente en el antigeno 5, un antigeno soluble del
liquido hidatico, de aplicaciéon en inmunodiagnéstico de equinococosis (EG4 en la Figura 9) [40].
Este glicano, también fucosilado en el core, presenta la particularidad de estar decorado en sus
extremos no reductores con fosforilcolina, siendo este el primer glicano de este tipo reportado en
cestodos. La decoracidn con fosforilcolina ya ha sido descrita en varios nematodos y reviste interés

por estar asociada al sesgo de las respuestas inmunes hacia Th2 y efectos antiinflamatorios [47-49].

Por otro lado, se han descrito N-glicanos del género Taenia que presentan algunas similitudes
con los N-glicanos de E. granulosus. Tanto en T. crassiceps como en T. solium se encontraron
estructuras con presencia (o ausencia) de fucosilacidn del core y con extremos no reductores de -
GlcNac o a-Gal (Figura 9). Estos extremos no reductores de galactosa, estan en configuracién a, y
por lo tanto no forman parte de motivos N-acetilactosamina terminales (Gal(f1-4)GIcNAc), como
pareceria ser el caso en E. granulosus [39]. En ambas especies de Taenia se encontraron ejemplos
de N-glicanos de alta manosa (TC1), aparentemente ausentes en E. granulosus; en T. crassiceps se
destacan los glicanos truncados (TC3) y fucosilacién periférica (TC5 y TC7). En un trabajo reciente
sobre glicanos del gusano adulto de E. multilocularis también se ha descrito al menos un glicano
gue podria contener residuos de fucosa periférica, si bien solo se dispone de datos de secuencia
[50]. Para T. solium se hallé el motivo LacDiNAc (GalNAc(B1-4)GIcNAc) en glicanos de tipo complejo

minoritarios (TS2).

Para ninguno de estos cestodos se encontrd el motivo Lewis* (Gal(B1-4)[Fuca(1-3)]GIcNAc(B1-) o
el motivo pseudo Lewis' (Fuc(al-3)Gal(B1-4)[Fuc(al-3)]GIcNAc(B1-), determinantes antigénicos
relacionados a grupos sanguineos que han sido descritos en todos los estadias de Schistosoma
mansoni (en N-glicanos y glicolipidos) y que parecen estar vinculados a modulacion de la respuesta
inmune del hospedero [51-53]. Por lo tanto, la evasidon/modulacién del sistema inmune en cestodos
podria involucrar la participacién de determinantes antigénicos glucidicos esencialmente distintos

al de los congéneres trematodos.
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1.6.2 Glicolipidos

El segundo grupo de glicanos que se ha estudiado corresponde a los glicolipidos neutros
provenientes de metacestodos de E. multilocularis [54, 55], Taenia crassiceps [56], y Taenia solium
[57], asi como de adultos de Metroliasthes coturnix [58)]. Estos organismos expresan casi
exclusivamente carbohidratos de la serie neogala (Gal(B1-6)Gal(B1)), elongados con unidades de
Gal(B1-6) y conjugados a ceramida (glicolipidos 5 a 7, Figura 10). Al igual que en N-glicanos de
cestodos, se encuentran ejemplos de a-Gal terminal (glicolipidos 3 y 4 subrayados en violeta,
Figura 10), en un contexto que se asemeja mas al de N-glicanos de E. granulosus, que a los N-
glicanos conocidos de Taenia (véanse EG2, EG3, TC4, TC6, TC8, TC9 y TS2 en la Figura 9). En el
caso de E. multilocularis, existe ademas decoracién por a-fucosillacién en posicion 3 del segundo
residuo de galactosa el core de neogala (glicanos 8 y 9, Figura 10). Se ha encontrado que uno de
estos glicanos fucosilados, el glicano 9, presenta potencial en inmunodiagndstico para diferenciar

casos de equinococosis alveolar de equinococosis quistica [59].
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Figura 10: Glicoesfingolipidos de cestodos ciclofilideos. Se indican con superindices las
especies en las que se describié cada glicano, utilizando el cédigo de letras indicado en el
recuadro inferior. También se subraya en linea violeta punteada el motivo Gal(al-4)Gal(1-),
que también se encuentra en O-glicanos de la capa laminar elucidados antes de esta Tesis,
ya sea en el extremo no reductor del esqueleto principal (cap) o en decoraciones del residuo
de GlcNAc del core (ver seccion 1.7 a continuacion). Se utilizé la nomenclatura del CFG
(Consortium for Functional Glycomics), presentada en el recuadro inferior izquierdo [29].
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Los glicolipidos de E. granulosus no se han elucidado formalmente, pero si se han estudiado sus
caracteristicas de serorreactividad cruzada con otras helmintiasis (por F. hepatica, T. crassiceps, T
solium, S. mansoni, S. haematobium y E. multilocularis) y su reactividad con sueros anti-P1 [45]. Los
autores de este ultimo estudio concluyeron que los glicolipidos (de protoescdlices y capa
germinativa) corresponden también a la serie neogala, con decoraciones con unidades de Gal(pf1-
6), y que presentan también el determinante antigénico P1 (lo que es consistente con la
inmunolocalizacion de este motivo al tegumento de protoescolices [44]). Adicionalmente, se podria
inferir que estos glicolipidos probablemente no presentan fucosilacion, como se desprende del

parrafo anterior.
1.6.3 O-glicanos

Comparado con los grupos anteriores de carbohidratos, los O-glicanos han sido menos
estudiados en cestodos. Los primeros reportes de O-glicanos en cestodos se realizaron en base a

reactividad con lectinas vegetales, para discriminar los posibles monosacdridos constituyentes.

Un trabajo pionero realizado sobre el recubrimiento de los huevos de Hymenolepis microstoma
es consistente con una composicion de O-glicanos [60]. En este trabajo se determind que los
monosacaridos constituyentes de la cubierta de los huevos y los glébulos de vitelocitos
(estructuras que dan origen a esta cubierta) eran galactosa, N-acetilglucosamina y N-
acetilgalactosamina, en tanto que fucosa, manosa y glucosa no eran detectables por las lectinas
utilizadas. Particularmente, se demostrd la presencia de unidades de lactosamina (Gal(f1-4)GIcNAc)
mediante el marcado con la lectina de Erythrina cristagalli, especifica de este motivo.
Curiosamente, solo los glébulos de los vitelocitos mostraron una unién marginal por la lectina PNA,
lo que sugiere la presencia del antigeno T (core mucinico 1 Gal(B1-3)GalNAc desnudo) en estadios
tempranos de la sintesis de la cubierta del huevo. La ausencia de tincién por un colorante catidnico
se considerd indicativa de que estos glicanos no correspondian a GAGs, en tanto que la poca tincién
por acido periddico, indicativa de escasez de dioles vecinales, podria ser atribuible a predominancia

de enlaces glicosidicos 1-3 entre residuos pirandsicos.

En el caso de E. granulosus, las primeras evidencias de O-glicanos de tipo O-GalNAc también se
basaron en la reactividad con lectinas vegetales, particularmente la presencia del antigeno Tn

(GalNAc al-Ser/Thr) en protoescdlices y en gusanos adultos y sus productos de excrecién-secrecion
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[61]. A partir de protoescélices se purificé una fraccion de glicoproteinas con reactividad para

lectinas que reconocen al antigeno T (Gal(B1-3)GalNAc al-Ser/Thr) o core 1 desnudo.

Un punto clave para confirmar la existencia de O-glicanos convencionales en cestodos era
demostrar la existencia y actividad de algin miembro de la familia de enzimas que realiza el primer
paso de la sintesis de los O-glicanos, conocidas como UDP-GalNAc:polipéptido-N-
acetilgalactosaminiltransferasas (pp-GalNAcTs). Se demostré la actividad de esta enzima en
extractos de helmintos de taxones diversos, particularmente cestodos (E. granulosus,
Mesocestoides corti y Taenia hydatigena) [62]. También se identificé el antigeno Tn, producto
directo de la actividad de estas enzimas, en estos parasitos mediante un anticuerpo monoclonal,
83D4, que reconoce clusters de al menos dos antigenos Tn sobre aminoacidos consecutivos [63].
Poco después, se clond y caracterizd una pp-GalNAc-T de la capa germinativa de E. granulosus, que
se denomind Eg-pp-GalNAc-T1; esta enzima posee un dominio de lectina inusual,
considerablemente mas largo que el de otros miembros de la familia, y un fragmento con similitud

a un dominio especializado en la unién de fosfatos orgdnicos [64].

En lo que hace a la CL de E. multilocularis, fue la reactividad con lectinas vegetales especificas lo
gue sugirio por primera vez que la CL de E. multilocularis estaba compuesta por O-glicanos de en
lugar de N-glicanos [65], lo que se confirmd posteriormente por métodos quimicos y
espectroscopicos por Hilsmeier et. al [66]. En ese ultimo trabajo se purific, por afinidad con un
anticuerpo con reactividad por carbohidratos de la CL de E. multilocularis (anticuerpo monoclonal
G11), un antigeno caracterizado como mucina (denominado Em2G11), por su alto contenido de
treonina y por el perfil de glicanos que presentaba, constitutivo de la CL de E. multilocularis. Los
glicanos se liberaron por B-eliminacién reductiva y se analizaron por espectrometria de masas en
forma conjunta, sin aislarse glicanos individuales ni elucidarse las anomericidades de los residuos. El
panorama estructural hallado consistié en dominancia de los cores 1y 2 sin decorar (glicanos (2) y
(4) respectivamente en la Figura 11), habiendo ademas glicanos relacionados de mayor nimero de
residuos, presentando decoraciones que incluyen la adicidon de un residuo de Gal(1-4) sobre la Gal
de los cores (glicanos (3) y (5)), y la introduccion de Gal(1-4) o Gal(1-4)Gal(1-4) sobre el residuo de
GlcNAc del core 2 (glicanos (6) y (7)). También se encontrd GalNAc sin decorar correspondiente al

antigeno Tn (glicano (1)).
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Basdndose en estos resultados, Koizumi et al sintetizaron un panel de 6 oligosacaridos con un
grupo trimetilsililetilo (TMSEt) como aglicona [67, 68]. En un principio, dado que el trabajo de
Hiilsmeier no incluia las anomericidades de los residuos, se sintetizaron compuestos con extremos
de Galp(B1-4) sobre el residuo de Gal del core, y con el motivo Galp(B1-4)Galp(B1-4)GIcNAcp(B1-6);
estos motivos no serian los esperados asumiendo que las anomericidades en glicanos de E.
multilocularis son analogas a las halladas en E. granulosus. (véase la seccion 1.7, a continuacién).
Posteriormente, a raiz de informacion brindada por nuestro grupo, el grupo mencionado sintetizé
los glicanos con extremos de Galp(al-4) sobre el residuo de Gal del core, y el motivo Galp(al-
4)Galp(B1-4)GIcNAcp(B1-6), como a-glicdsidos como portando una aglicona formada por una
molécula de biotina y un brazo espaciador [15]. Estos reactivos fueron utilizados en la presente

Tesis.

Todos los ejemplos anteriores se enfocaron en O-glicanos del tipo mucinico, es decir, con
extremos reductores GalNAc a1-Ser/Thr, sin embargo un trabajo reciente sobre el gusano adulto de
E. multilocularis reveld la presencia de O-glicanos inusuales, con uniones Gal-Ser/Thr [50]. Estos
glicanos estaban decorados con 1 a 4 residuos de BHexNAc, (sensibles a degradacion por la B-N-

acetilgalactosaminidasa de Jack Bean), que posiblemente corresponden a GIlcNAc, dada la alta
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abundancia de este residuo en el andlisis composicional de los glicanos. La expresion del antigeno
gue contiene estos glicanos, caracterizada por tincién por inmunofluorescencia con el anticuerpo
monoclonal EmAY, pareceria estar regulada en el desarrollo de los estadios larvarios, ya que se
detectd en toda la superficie de los gusanos adultos, pero solo en las cabezas de protoescdlices

estimulados con pancreatina.

Las funciones biolégicas de los O-glicanos en cestodos siguen siendo elusivas, si bien a nivel de
hipdtesis se han postulado diversos papeles en la interaccién parasito hospedero incluyendo
reconocimiento por el hospedero, adhesién a tejidos del hospedero, proteccién de estructuras
tegumentarias vitales y evasion inmunoldgica, segun la fase del ciclo de vida en la que se expresan

[69].
1.7 Glicanos mucinicos de la capa laminar de Echinococcus granulosus

Los trabajos comentados en la seccidn anterior tomados en conjunto con antecedente histéricos
(seccion 1.3), aportaron algunos indicios, que si bien eran inconexos y heterogéneos en cuanto a
sus aproximaciones experimentales, apuntaban a que la CL de E. granulosus podria de hecho estar

compuesta por mucinas.

Dada la dificultad que plantea realizar estudios de tipo protedmico sobre proteinas tan
densamente glicosiladas, el trabajo de nuestro grupo se ha centrado en los glicanos, los cuales
representan al menos un tercio de la masa seca total de la CL, y son en principio los primeros
candidatos a ser reconocidos por receptores del sistema inmune innato y consecuentemente
contribuir al control de la respuesta inmunitaria antes mencionado. En el trabajo que constituye el
antecedente directo de la presente Tesis [70], se liberaron los O-glicanos de la CL cruda por B-
eliminacién reductiva, y se purificaron por gel filtraciéon seguida por HLPC sobre columna de
carbono poroso grafitizado [71]. Se enfocd en esa etapa sobre los glicanos de menor tamafio
molecular y mds abundantes. Se identificaron asi algunos de los glicanos mayoritarios de la CL,
demostrandose que efectivamente corresponden a O-glicanos mucinicos, basados en los cores 1y 2
convencionales de los O-glicanos animales (ver la Figura 7). Si bien la estrategia de [-eliminacién
reductiva implica que en la practica los residuos de GalNAc reductores terminales se recuperan en
forma alditol, se acepta, dados los muy extensos antecedentes bioldgicos [29], que se trata
efectivamente de residuos de GalNAcpol-Ser/Thr, es decir de los puntos de insercién en los

esqueletos peptidicos.
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Las estructuras mds abundantes encontradas corresponden entonces a los cores 1y 2 desnudos,
asi como glicanos cortos generados por decoracién de estos cores con Galp(B1-3). Los glicanos de
tamafio creciente son progresivamente menos abundantes, y sus estructuras se basan en
combinaciones de motivos de un repertorio estructural acotado que incluye: lo que denominamos

III

un “esqueleto principal” de unidades repetidas de Galp(B1-3), incluyendo al residuo de Galp(31-3)
del core 1 o 2 al que estd unidas; la adicién de un extremo Galp(al-4) (actuando como “cap”) al
esqueleto principal mencionado; la decoracidn del residuo de GIcNAc del core 2 con el disacarido
Galp(a1-4)Galp(B1-4); la introduccion de ramificaciones HexNAc sobre el esqueleto principal, y
decoracion de las mismas con un disacarido Hex-Hex ([70] y Alvaro Diaz, resultados no publicados).
Cabe acotar que el trisacarido formado por la decoracion del residuo de GlcNAc del core 2 por
Galp(al-4)Galp(B1-4) genera el motivo P1 (Galp(a1-4)Galp(B1-4)GIcNAc) [70]. Esto es consistente
con los reportes de reactividad en materiales de la CL con anticuerpos anti-P1 [28]. Las
ramificaciones de HexNAc sobre el esqueleto principal de Galp(B1-3), tanto decoradas con el
disacarido Hex-Hex como no decoradas, solo fueron estudiadas por espectrometria de masas
MALDI-TOF-TOF (MS?), método por el cual solo es posible deducir la secuencia del oligosacarido,

pero no asi la configuracidn de sus residuos, sus posiciones de sustitucidn, ni la anomericidad de sus

enlaces glicosidicos.

Al contrastar estos resultados con los glicanos de la mucina purificada de la CL de E.
multilocularis, descritos en la seccion 1.6.3 (los cuales no necesariamente representan la totalidad
del glicoma de la CL), surgen 4 diferencias significativas: (i) el enmascaramiento de algunos motivos
expuestos en E. multilocularis (GalNAc sin decorar o antigeno Tn; Gal(1-4)GIcNAc, potencialmente
una unidad terminal de N-acetil lactosamina, Gal(f1-4)GIcNAc, representados como los glicanos 1y
6 en la Figura 11), (ii) la ausencia de decoracion con Gal(1-4) directamente sobre el residuo de Gal
de los cores , (iii) la existencia de glicanos mayores a 5 residuos (aparentemente ausentes en la
mucina de E. multilocularis), e (iv) la presencia de ramificaciones sobre el esqueleto principal de

Galp(B1-3), (no reportadas en la mucina de E. multilocularis).

En la Figura 12 se muestra un resumen de la diversidad estructural de glicanos de CL de E.
granulosus basado en los datos previos a esta Tesis, es decir basado en estructuras totalmente
elucidadas de glicanos de hasta 6 residuos monosacaridicos y en datos de secuencia obtenidos por
MS? de glicanos mayores. Es importante aclarar que el trabajo citado se realizdé exclusivamente

sobre hidatides provenientes de hospedero bovino. Como se comentd en la seccion 1.2 la cepa G1,
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la mas prevalente mundialmente asi como en nuestro pais, adaptada al hospedero ovino, no es
capaz de controlar la respuesta inflamatoria en el hospedero bovino [6, 11]. Existe entonces la
posibilidad de que el repertorio estructural de carbohidratos observado esté influenciado por el
entorno inflamatorio, potencialmente por impedimento de la capacidad biosintética del parasito o

por modificaciones extracelulares que podrian sufrir los glicanos en tal contexto.

1.8 Posibles esqueletos peptidicos de las mucinas de la CL

Habiendo determinado la estructura de los O-glicanos mucinicos principales de la CL, quedaria
pendiente la ardua tarea de elucidar la identidad de la(s) apomucina(s). No obstante, el material de
la CL es dificil de solubilizar [72] y como se comentard en la seccion 3.1 en Materiales y Métodos, la
de liberacion de los O-glicanos no es lo suficientemente efectiva para remover todos los glicanos,
debido al altisimo grado de glicosilacién que poseen estas glicoproteinas. Tampoco es posible
remover los O-glicanos por B-eliminacidn sin provocar ruptura sustancial de los esqueletos
peptidicos. Al no poder generar esqueletos peptidicos lo suficientemente desnudos solubles, estos
no son pasibles de separar por métodos bioquimicos convencionales (separaciones
cromatogréficas, electroforesis en geles de poliacrilamida), ni de secuenciar por degradacién de
Edman o analizar por herramientas protedmicas de espectrometria de masas (digestidon triptica
seguida del analisis espectrométrico y comparacidn contra bases de datos conteniendo secuencias

proteicas de apomucinas traducidas in silico).

En cambio, los datos que poseemos sobre las apomucinas de la CL son indirectos, como la
composicion de aminodcidos o datos transcriptomicos. El transcriptoma de la capa germinativa
(http://www.compsysbio.org/partigene) contiene numerosas secuencias de apomucinas, algunas
de las cuales se encuentran en la capa germinativa pero no en otros tejidos que no participan en la
biosintesis de la CL (por ejemplo protoescdlices) y por tanto son buenas candidatas a ser
apomucinas estructurales de la CL. Estas comprenden a los clusters EGC0O000317, EGC0004254,
EGC0002904 y EGC0005092, que son las mas expresadas por la capa germinativa (Figura 13) [73].
Como se aprecia en la figura, la mayor parte estas secuencias estd formada por residuos de
treonina que podrian estar glicosilados. Esto deja solo unos tramos relativamente cortos en los
extremos N-terminales no glicosilados, que podrian participar en asociaciones entre mucinas (por
enlaces disulfuro por ejemplo, para ECG04254 y EGC02904), responsables, al menos en parte, de la
cohesividad de la CL [72].
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Si se pudiera confirmar que algunas de estas secuencias corresponden a apomucinas
estructurales de la CL, surgirian nuevas interrogantes sobre la organizacién de los O-glicanos sobre
los esqueletos peptidicos, tales como cuadl es la ocupacidn de sitios de glicosilacion
(macroheterogeneidad), y cuales glicanos se encuentran en cada sitio (microheterogeneidad). Mas
aun, surgiria la posibilidad de que exista segregacién de determinados grupos de glicanos (o grupos
de motivos estructurales) hacia determinadas apomucinas, tal vez confiriéndole propiedades

fisicoquimicas y/o inmunoldgicas distintivas a cada molécula de mucina.

Por ultimo, cabe acotar que los extremos C-terminales de estas apomucinas se encuentran
sefiales posibles de incorporacion de anclas GPI, lo que abriria la posibilidad de que las mucinas
fuesen sintetizadas de forma asociada a la membrana plasmatica de las células sinciciales de la capa
germinativa, y fuesen luego liberadas por una actividad fosfolipasa C o D. Sin embargo, el andlisis
composicional de monosacdridos de la CL no mostré cantidades detectables de manosa, vy el
tratamiento de la CL con acido fluorhidrico (que escinde el ancla por hidrdlisis de sus dos grupos
fosfato), seguido de purificacién de posibles glicanos del tipo GPI liberados, arrojé resultados
negativos (A. Diaz, comunicacién personal), por lo cual, de existir dichas anclas en la CL como tal, su

abundancia seria despreciable.
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Figura 12: Estructura de los glicanos de la CL de E. granulosus conocidos previamente al comienzo de esta tesis. (A) Glicanos
plenamente elucidados (B) Estructura general propuesta de los glicanos de CL, contemplando productos parcialmente elucidados
por MS2. No todos los motivos estructurales esquematizados en la figura necesariamente se encuentran en un glicano dado, sino
cada glicano representa una combinacién de motivos entre todos los posibles. Noétese que la deduccion de ramificaciones sobre el
esqueleto principal de Galp(31-3), surge de glicanos mayores a los de la parte A, para los cuales solo se dispone de informacién de
secuencia (es decir por MS?). Los motivos estructurales no elucidados al comienzo de esta tesis se subrayan en rojo punteado;
debido a la ausencia de otras hexosas detectables en la CL, se infiere que el dimero Hex-Hex corresponde a Gal-Gal. Se utiliz6 la
nomenclatura del CFG (Consortium for Functional Glycomics), indicadas en la esquina superior izquierda [29]. Figuras adaptadas de

[18].
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Figura 13: Secuencias de posibles apomucinas de la CL: A la izquierda se presentan en el c6digo de una letra, y a la derecha en
forma de diagrama. Los residuos acidos se muestran en azul, los basicos en rosado, los puntos de glicosilacién predichos en verde
(Net-O-Glyc) y los residuos de cisteinas desapareadas en naranja, sobresaliendo hacia abajo. Los péptidos N-terminales no
glicosilados se recuadran en gris. Solo se muestran secuencias maduras, es decir luego de la eliminacion de la secuencia del
péptido lider y sefales posibles de incorporacién de anclas GPI. La porcién C-terminal de la secuencia de EGC05092 se desconoce.
Notese que los péptidos N-terminales de ECG04254 y EGC02904, que portan residuos de cisteina desapareados, son idénticos, y
que el de EGC05092 también es homodlogo pero carece del residuo de cisteina. Dos tipos de repetidos (R1: XAPMTTXATT; R2:
TTTTPTTEA; dénde X es un residuo acido o basico) aparecen en EGC05092. Adaptado de [73]
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1.9 El anticuerpo monoclonal E492 y su aplicacion en el estudio de la capa laminar de E.
granulosus

Colaboradores de nuestro laboratorio habian generado un anticuerpo monoclonal denominado
E492, empleando como inmundgeno protoescélices [74]. Se encontré reactividad del anticuerpo
con muestras de antigenos solubles de protoescélices, con preparaciones de la pared hidatidica
(conteniendo la CL), con el liquido hidatico, y en menor medida con productos de
secrecion/excrecidn de protoescolices [74]. Se habia determinado que el epitope que reconocia era
de naturaleza glucidica, mediante el uso de m-periodato para oxidar selectivamente azlcares de
materiales crudos de E. granulosus. Se observd la inhibicién de la unién al antigeno por el
disacdrido sintético Galp(a1-4)Galp, pero no por Galp(al-6)Glcp ni Galp(B1-4)Glcp [74]. El
determinante antigénico Galp(a1-4)Galp estd presente en mas de uno de los motivos estructurales
de la CL resumidos anteriormente, asi como en N-glicanos de protoescélices y capa germinativa

(Figura 9), y probablemente en glicolipidos de protoescdlices [45].

Utilizando este anticuerpo, se aisl6 una fraccién a partir de protoescélices, denominada E4*, que
presentd actividades relacionadas a la modulacién de la respuesta inmune, como la induccién de la
expresion de IL-10 por esplenocitos de ratones infectados, inhibicion de respuestas
linfoproliferativas inducidas por Concavalina A (ConA) [75], asi como ser inmunogénico y contener
antigenos T-independientes [76]. Con los resultados obtenidos hasta la fecha, no es posible
discriminar si estos efectos son atribuibles al determinante antigénico reconocido por el anticuerpo

0 a otro, presente sobre la misma molécula.

Por otro lado, se demostrd que este anticuerpo reconoce a la CL y periferia de vesiculas
proligeras de E. multilocularis [77]. A partir de metacestodos de E. multilocularis se obtuvo una
fraccion (que se denomind Em492), de manera similar a la obtencién previa del antigeno Em2G11,
de la cual se caracterizaron sus O-glicanos, como se comenté en la seccion 1.6.3. La fraccién
Em492 es reconocida por la lectina vegetal jacalina, lo que revela que también porta al antigeno T o
core 1 desnudo. De manera similar a la fraccidn de protoescélices de E. granulosus, esta fraccion de
E. multilocularis, Em492, inhibe respuestas linfoproliferativas frente a estimulacion antigénica o con

mitogenos [77]. De modo curioso, el anticuerpo E492 reconoce a la fraccion purificada de la CL por
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el anticuerpo G11, pero no a la inversa [77], lo que llevd a los autores a sugerir que “son epitopes

distintos pero que estan inmunolégicamente relacionados”.

En base a lo antedicho, y a los datos explicados en la seccion 1.7 sobre los glicanos de la CL de E.
granulosus se pueden postular, a nivel de hipétesis, dos posibles determinantes que podrian ser
reconocidos por el anticuerpo E492: (i) el cap sobre el esqueleto principal (Galp(a1-4)Galp(B1-3)) o
(i) el disacarido de galabiosa presente en el antigeno P1 (Galp(a1-4)Galp(B1-4)). Cabria la
posibilidad que la especificidad del anticuerpo abarcara monosacaridos adicionales hacia el
extremo reductor en ambos casos. En cuanto al antigeno mucinico de la CL de E. multilocularis,
como se menciond purificable por el anticuerpo G11 pero reconocido también por el anticuerpo
E492 [77], el mismo contiene también extremos de Galp(1-4) tanto como decoracidn sobre el
residuo de Gal del core y como en el contexto del posible motivo P1; asi, a nivel de disacaridos,
pareceria contener epitopes candidatos a ser reconocidos por el anticuerpo E492 idénticos a los de

E. granulosus.

En suma, la determinacidn de la especificidad fina del anticuerpo E492 sobre la CL es necesaria
para definir con mas precision la naturaleza de los antigenos glucidicos de relevancia inmunolégica,
y podria adicionalmente ser de gran utilidad como herramienta inmunoquimica para elucidar los

extremos no reductores de glicoconjugados de estos parasitos.
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2.  Objetivos

» Comparar el perfil de O-glicanos de hidatides de origenes de hospedero ovino y bovino, es

decir hospederos permisivos y no permisivos para la cepa mdas comun del parasito.

» Completar el panorama de motivos estructurales del glicoma de la CL de Echinococcus
granulosus, elucidando completamente nuevos glicanos purificados de la CL, de 6 a 8 residuos,
con énfasis en determinar la estructura de las ramificaciones sobre el esqueleto principal de

Galp(B1-3),, presentes en algunos de los mismos.

» Dilucidar la especificidad del anticuerpo monoclonal E492 y evaluar su aplicabilidad como
herramienta complementaria a la elucidacién por métodos quimicos y espectroscépicos

convencionales.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Material parasitario

Se obtuvieron quistes hidaticos provenientes higado y principalmente de pulmdn de hospederos
bovinos, de mataderos uruguayos. Se puncionaron los quistes para liberar el liquido hidatico, lo que
provoca el colapso del quiste, permitiendo remover facilmente la pared hidatica utilizando férceps.
No se hizo ningln intento de separar la capa laminar de la germinativa, ya esta ultima es
despreciable en masa frente a la CLy la separacidn no es sencilla en este material. La pared hidatica
se escurrio bien sobre papel de filtro, se registré la masa himeda inicial y se incubé con EDTA 25
mM en buffer Tris-HCI 150 mM pH 7,5; 2 M NaCl (20 mL/g de masa humeda inicial), por 2 h a
temperatura ambiente con agitacidn. Esta incubacion permite remover gran parte de las proteinas
adsorbidas a la CL mediante la alta fuerza idnica, y disolver los depdsitos de InsPg célcico mediante
la quelacion de calcio. La remocién de InsPg calcico se evidencia claramente ya que la pared
hidatica, originalmente blancuzca, se vuelve traslicida. El material resultante se escurri, se
descarto el sobrenadante, se lavd con agua destilada (20 mL/g de masa himeda inicial) y se reservé

liofilizado hasta su uso.

Las hidatides provenientes de hospedero ovino fueron gentilmente cedidos por la Dra Mara
Rosenzvit (Departamento de Parasitologia, Instituto Nacional de Enfermedades, Buenos Aires,

Argentina) y se procesaron de igual manera a las hidatides de origen bovino.

Es importante destacar que en esta Tesis no se verific6 experimentalmente el estatus
inflamatorio en que se hallaban las muestras. Sin embargo, en la experiencia de nuestro grupo de
investigacidn, las muestras de origen uruguayo o de la provincia argentina de Buenos Aires de
material bovino siempre tienen inflamacién granulomatosa local, mientras que las muestras de

origen ovino muestran resolucién total o casi total de la inflamacidn [78].

42



3.2 Glicanos de la Capa laminar y glicanos sintéticos

Los glicanos se liberaron de los esqueletos peptitdicos en forma de oligasacaridos-alditoles,
mediante la B-eliminacion reductiva de la pared hidatidica realizada durante 135 horas a 452C en
0,1M NaOH (10 mL/g de masa himeda inicial) con el agregado de 0,3M NaBH,, para prevenir la
formacién de productos de degradaciéon o peeling [79] (Figura 14). El tiempo de B-eliminacién
reductiva para esta muestra es particularmente largo debido a que el material no se disuelve en la
mezcla de reaccion, y aun después de este periodo de tiempo, si el residuo insoluble se vuelve a
someter a otra ronda de B-eliminacidn reductiva, libera glicanos con un perfil idéntico al del primer
tratamiento (A. Diaz, observaciones no publicadas). La reaccidn se detuvo con acido acético 10%,
hasta pH 6 al cual ya no se observa desprendimiento de hidrégeno gas. La muestra se centrifugd
(durante 30 minutos a 10.000g y 49C), se descartd el material insoluble y se liofilizé. Luego se
eliminé el borato proveniente de la neutralizacion de NaBH,; agregando metanol (5 mL/g de masa
himeda inicial) y rotavaporando a sequedad tres veces. El material se reconstituyé en agua
destilada (10 mL/g de masa humeda inicial) y se centrifugé para eliminar remanentes insolubles.
Los cationes Na* se removieron mediante una columna de intercambio Dowex (Dow. Chemical Co.,
4 mL de resina empacada/g de masa himeda inicial) en su forma H".

Los glicanos se fraccionaron (sin derivatizacién previa) por gel-filtracion en las siguientes

condiciones cromatograficas:

Columna: Marca: BioGel P4, BioRad
Relleno: poliacrilamida
Dimensiones: 1,6 cm de diametro interno, 100 cm de largo, 200 mL
Tamaiio de particula: 45-90 um
Rango de fraccionamiento: 800 a 4000 Da

Flujo: 26 mL/h

Volumen de inyeccion: 1 mL (conteniendo aproximadamente 100 a 150 mg de masa seca)
Detector: Detector de indice de refraccion 133, Gilson

Fase movil: acido acético 0,2% en agua desionizada

Este trabajo se realizé en el Laboratorio de Carbohidratos y Glicoconjugados, Facultad de

Quimica, Udelar.

Las fracciones de gel-filtracion recogidas se sub-fraccionaron por HPLC en columna de carbono

poroso grafitizado (PCG) [71]. Para las muestras de origen bovino, el trabajo se realizé en el



laboratorio de Glicobiologia, UFRJ, Rio de Janeiro, con las siguientes condiciones cromatograficas

(como se describié anteriormente [36] y como se detalla debajo en la Tabla 1):

Equipo: HPLC Akta purifier (GE)

Columna: Marca: Hypercarb, ThermoFischer Scientific
Relleno: carbono poroso grafitizado - PGC
Dimensiones: 4,6 mm didmetro interno, 20 cm largo
Tamaiio de particula: 7 um

Temperatura: Ambiente

Flujo: 1 mL/min

Deteccion: uv, 214 nm

Volumen de inyeccion: 100 pL

Fase movil: A: agua desionizada + 0,05% TFA.

B: acetonitrilo + 0,05% TFA

Tabla 1: Gradientes utilizados para el sub-fraccionamiento de material de origen bovino

en PGC-HPLC
FraccionesCyD Fraccion E Fraccion F Fraccion G FraccionesHe lJ
- - Tiemoo - -
T|erT|po %B Tlerrlpo %B i . p %B T|erflpo %B Tlen.'lpo %B
(min) (min) (min) (min) (min)
0 0 0 0 0
—_— —_— —X1 6,5 ,
3 0 3 5 3 3 6,5 3 10
40 15 24 10 32 15 36 20 40 22

Los nombres de fracciones, correspondientes

oligosacdridos-alditoles, se explican mas adelante

a fracciones de gel-filtracion de los

La purificacién de los glicanos de quistes hidaticos fértiles de origen ovino fue similar a lo antes

descrito, con la diferencia de que se utilizé una columna Hypercarb de 15 cm en lugar de 20 cm, en

un equipo HPLC 1100 (Hewlett Packard), a una temperatura de 30£119C y utilizando los gradientes

detallados en la Tabla 2. En todos los casos (para el material de ambos hospederos) se lavd la

columna durante al menos 5 minutos con 40% de fase mdvil B antes de re-equilibrarla. Todo el

trabajo de cromatografia en esta Tesis, asi como la permetilacién de glicanos, se realizd en el

Laboratorio de Carbohidratos y Glicoconjugados, DQO/Facultad de Quimica y DPDB/Instituto de

Higiene, UdelaR.
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Tabla 2: Gradientes utilizados para el sub-fraccionamiento de material de origen ovino

en PGC-HPLC
FraccionesCyD Fraccion E Fraccion F Fraccion G FraccionesHe lJ
T|erT1po %B TIEITIpO %B Tlen'1po %B T|en'1po %B Tlerripo %B
(min) (min) (min) (min) (min)
0 0 0 0 0
5
1 0 3 0 3 3 10 5 8
31 15 23 15 23 15 23 20 40 28

Los nombres de fracciones, correspondientes a fracciones de gel-filtracion de los
oligosacaridos-alditoles, se explican mas adelante

Las fracciones de gel-filtracion de materiales de ambos origenes de hospedero se identificaron

con letras de A a la M, en orden creciente de tamafios. A las sub-fracciones obtenidas por HPLC se

les identificd por la letra de la fraccidn de gel-filtracion de partida seguida de un nidmero para cada

pico glucidico importante (escogido para posterior andlisis), en orden creciente seglin tiempos de

retencién. Finalmente, a cada glicano detectable e identificable por MS* y MS? de cada sub-fraccién

se lo denomind con la letra de la fraccion, el nimero de sub-fraccién y una letra en subindice (A, B,

C, etc), en orden de intensidad del idn pseudomolecular en el analisis por espectrometria de masas.

Asi, el glicano correspondiente al idn mas intenso en Ms? presente en la sub-fraccién 3 de la

fraccion H se denomind H3,, por ejemplo.
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Figura 14: Reaccion de p-eliminacion reductiva. El producto de la reaccion de -
eliminacion deja el extremo reductor libre, en equilibrio con la forma aciclica, la
cual es susceptible de P-eliminar sustituyentes en posicién 3, lo que se previene
por reduccién con borohidruro de sodio. Adaptado de [80].

3.3 Glicanos de sintesis

Los glicanos de sintesis, tanto en forma de glicdsidos marcados con biotina (aglicona
conteniendo biotina y un brazo espaciador) o trimetilsililetil glicdsidos (TMSEt) fueron gentilmente
provistos por el Dr. Noriyashu Hada, Faculty of Pharmacy, Keio University, Japén [68]. Sus

estructuras se muestran en la Figura 15.
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3.4 Andlisis de glicanos permetilados por espectrometria de masas

Las sub-fracciones purificadas se permetilaron segin el método de Hakomori [81], que emplea
CHsl en DMSO, generandose el carbanion metilsulfinilo, que es el verdadero agente metilante. El
objeto de la permetilacion es aumentar la sensibilidad del método y generar patrones de
fragmentacion que facilitan la interpretacién [80]. La permetilacién de los glicanos obtenidos por
Alvaro Diaz fue realizada por Humberto Gonzélez (LCG, Facultad de Quimica, Udelar). Los glicanos
permetilados se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF MS' en modo reflector
positivo para determinar su composicidn en términos de nimero de hexosas y N-acetilhexosaminas
y por MALDI-TOF-TOF MS? para elucidar su secuencia. Se empled el equipo Applied Biosystems
4800 (Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas, Institut Pasteur Montevideo) con el apoyo
técnico de Madelén Portela. Se resuspendieron los glicanos permetilados en 20 uL de agua:

metanol (1:1 v/v), se colocd 1 pL de muestra en la placa de MALDI junto con 1 plL de acido a-ciano-



4-hidroxicinamico (CHCA) como matriz disuelta en metanol:acetato de sodio 1 mM (1:1 v/v). Luego

de secas, las muestras se recristalizaron sobre la placa con 0,5 uL etanol:agua (1:1).

Se interpretaron los espectros de masa simples y de fragmentacién (MS?) de las sub-fracciones
permetiladas [82] mediante el software Glycoworkbench [83]. Algunos espectros de fragmentacion
de muestras de origen bovino fueron calibrados haciendo coincidir la sefial del pico principal con el
valor calculado por el programa (fragmentacidn in silico). Se utilizé la herramienta Glycopeakfinder
para hallar los iones pseudomoleculares en espectros de MS simples. En cuanto a los espectros de
fragmentacidn, para cada espectro se obtuvo una lista de picos preliminar, que se depuré mediante
la herramienta Glycopeakfinder de forma de contener exclusivamente fragmentos de glicanos
permetilados con extremo reductor reducido, de modo de excluir sefiales provenientes de

contaminantes no glucidicos.

Luego se propuso una coleccién de estructuras posibles utilizando la herramienta Glycanbuilder
[84], a las cuales se le realizé fragmentacion in silico, para luego anotar los valores de m/z predichos
contra la lista de picos depurada [83]. Esto permitié seleccionar la estructura que mejor representa
a los valores m/z del espectro, en base al factor de cobertura del espectro, definido como el
porcentaje de los picos que corresponden a la estructura propuesta, ponderados por su intensidad.
Se tomaron en consideracidn los iones de fragmentos provenientes de la ruptura de un Unico
enlace glicosidico (series B, C, Y & Z véase Figura 16) [85], asi como iones de fragmentos derivados
de la ruptura de dos enlaces glicosidicos (BY, CZ, YY, ZZ, etc), tomando aquellos picos cuya
intensidad fuera de al menos un 3% de la del fragmento principal, y con una relacién sefal/ruido
mayor a 10. En el caso de hallarse fragmentos mutuamente incompatibles derivados de un mismo
ion pseudomolecular, se considerd la fraccidn como una mezcla. En los casos que aparentaba

tratarse de mezclas binarias sencillas, se propusieron los posibles componentes de dichas mezclas.
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Figura 16: Nomenclatura de Domon y Costello para fragmentacién de oligosacaridos [85].
El residuo superior izquierdo muestra la numeracién de los enlaces del anillo de piranosa
escindidos en fragmentos “cross-ring” en rojo.

3.5 Analisis de posiciones de sustitucion (analisis de metilacion)

Se determinaron las posiciones de sustitucién de 7 sub-fracciones de HPLC seleccionadas,
mediante el método de los metilglicésidos parcialmente metilados y acetilados. Brevemente, se
permetilaron las muestras mediante el método de Hakomori (ver seccion 3.4), se realizd
metanolisis (700 uL de 0,5 M HClI en MeOH anhidro, a 802C por 18 horas) y finalmente se
peracetilaron los grupos hidroxilo liberados durante la metandlisis (100 pL de anhidrido
acético:piridina, 9:1 vol/vol, a 372C por 18 horas).

Las muestras se llevaron a sequedad y se retomaron en 30 uL de MeOH y se analizaron por
cromatografia gaseosa acoplada a un detector de espectrometria de masa por ionizacién quimica
(CG 17A Gas Chromatograph, GC-MS-QP5050A Gas Chromatograph Mass Spectrometer, Shimadzu;
en columna DB1 de 0,25 mm x 30 m y 0,25 um de espesor del recubrimiento, con una rampa de
temperatura de 210 a 2402°C, a 2°C/minuto). Dado que la reaccion de metandlisis produce una
mezcla racémica de a y  -metilglicdsidos para cada residuo de los glicanos, se utilizaron mezclas de
a-metilgalactdsidos y B-metilgalactosidos parcialmente metilados y acetilados como estandares de

referencia para los tiempos de retencidn, y se confirmo la identidad de cada pico por su espectro de
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fragmentacion, siguiendo el algoritmo de interpretacion de espectros de metilglicdsidos
parcialmente metilados y acetilados propuesto por Fournet et. al [86]. Este analisis se realizé en el
Laboratorio de Glicobiologia, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil,

con la ayuda del Prof. Jose O. Previato.

3.6 Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

Se analizaron los sub-fracciones seleccionadas de PGC-HPLC en espectrémetros Bruker DRX 400
MHz, Bruker DRX 600 MHz y Bruker Avance Il 800 MHz (Centro Nacional de Ressonancia Magnetica
Nuclear, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil), con la colaboracién de la Dra. Adriane Todeschini y el Dr.
George L. Neves, del Laboratorio de Glicobiologia del IBCCF de dicha Universidad. Los espectros se
obtuvieron en D,0 a 252C, utilizandose TMS como referencia para los desplazamientos quimicos de
'H. Se determinaron los desplazamientos quimicos de protén, asi como su conectividad y
posiciones de sustitucion mediante espectros 1D-'H, asi como experimentos bidimensionales
homonucleares: 2D—1H—COSY; 2D—1H—TOCSY; 2D-'H-ROESY. Los desplazamientos de Be se
obtuvieron mediante 2D-HSQC utilizando los desplazamientos de protén y carbono del grupo N-
acetamido (2,07 ppm y 22,7 ppm respectivamente) para la calibracién. Los espectros se analizaron
utilizando el software NMRnotebook 2.60 (NMRtech).

Se determiné la anomericidad de cada residuo a partir del desplazamiento quimico de su protén
anomérico (~5 ppm para protones anoméricos a y <4,80 ppm para protones anoméricos f), su
constante de acoplamiento H;-H, (~4,0 Hz para protones anoméricos a y 7,0-8,0 Hz para protones
anoméricos B, en residuos de configuracién gluco o galacto en los que el protén H, es axial), y su
desplazamiento quimico de carbono (100-102 ppm para carbonos anoméricos a y >102 ppm para
carbonos anoméricos B). La determinacién de la configuracién de cada residuo (gluco o galacto) se
basé en la comparacién de los desplazamientos de protén contra datos tabulados
(Glycosciences.de, anteriormente SweetDB [87, 88]) y reportados para productos relacionados [70],
y en particular en base al desplazamiento quimico del protén H, (el subindice indica la posicién del
proton dentro del residuo), ecuatorial en los residuos de configuracién galacto (4.00-4.40 ppm), y
en cambio axial en los residuos de configuracion gluco (~3.70 ppm). Asimismo, se verifico la
posicién axial de protones Hs y Hs por correlaciones Hq(B)-Hs, Hi(B)-Hs o Hs-Hs en los respectivos

espectros de ROESY.
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La asignacion del grupo acetamido a su respectivo residuo monosacaridico se basé en el
desplazamiento de *C del carbono en posicién 2 (¥55 ppm para animoazucares libres o acetilados y
69-72 ppm para hexosas [89]). Las posiciones de sustitucion de cada residuo se determinaron
mediante acoplamientos por efecto Overhauser (Nuclear Overhauser effect, NOE) entre el protdn
anomérico de un residuo y los protones la posicion sustituida en el residuo contiguo, asi como
mediante el incremento del desplazamiento de **C del carbono de la posicién sustituida (entre 8 y
10 ppm). Finalmente los desplazamientos del residuo de N-acetilgalactosaminitol son
caracteristicos por tratarse de un residuo reducido y por lo tanto en forma aciclica. Esto se ve
reflejado en sefales de 2 protones H; que acoplan con una sefial caracteristica de ~4,40 ppm del
protén H,. Todos los glicanos de la CL estudiados poseen una sustitucion de este residuo en
posicidn 3 por derivarse de los cores mucinicos 1 o 2; la diferencia entre glicanos derivados en uno
u otro core se encuentra en la sustitucién en posicion 6, que redunda en sefiales de C¢ de ~63,1
ppm para glicanos basados en core 1, 0 71,0 - 71,7 ppm para los basados en core 2. Otros detalles
se dan en Resultados.

Hecha la elucidacion, se contrastaron los desplazamientos quimicos asignados con los estimados
por Glycosciences.de [88]. Estas estimaciones corresponden a los promedios de los
desplazamientos de motivos iguales o similares reportados en la base de datos. En los casos en los
gue el motivo entero no esta reportado, la herramienta utiliza residuos con entornos quimicos
similares; por ejemplo, el protén Hg de una galactopiranosa 3,6 disustituida puede estimarse
mediante el desplazamiento del protén Hg de una galactopiranosa 3 monosustituida. Por lo tanto,
la exactitud de la estimacidén depende del nimero de entradas de la base de datos consideradas
para realizarla y la similitud de los entornos quimicos de los residuos de la base de datos y los

entornos quimicos de los residuos en estudio.

3.7 Estrategia general de elucidacion de nuevos O-glicanos de la CL

En vista de los resultados del trabajo previo, la CL de Echinococcus granulosus presenta un alto
nimero de O-glicanos cercanamente emparentados que abarcan un espectro de tamafios
moleculares que va desde 2 residuos monosacaridicos hasta al menos 18 residuos [70]. Como se
menciond en la introduccidn, la abundancia de estos glicanos disminuye a medida que aumenta el

numero de residuos por glicano, lo que hace que los glicanos mayores a 5 residuos, que son el foco
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de esta Tesis, se puedan obtener en un tiempo razonable solo en el orden de unos pocos cientos de
microgramos. Esto, combinado con la necesidad de aplicar toda la bateria de experimentos descrita
para elucidar todos los aspectos de un nuevo oligosacarido, hace impractico pretender purificar y
elucidar completamente todos los nuevos componentes detectados.

Por ende, esta Tesis se centré en los principales glicanos presentes en el material de origen
bovino de las sub-fracciones H e IJ de gel-filtracion (véase Figura 17 en la seccion 4.1.1), los cuales
no habian sido descritos en el trabajo precedente, pero al mismo tiempo poseian un nimero de
residuos manejable (entre 6 y 8). Todas las sub-fracciones principales de HPLC-PCG provenientes de
las fracciones H e 1) mencionadas se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF MS', para
determinar las masas moleculares de los glicanos que las componian. No se re-cromatografio
ninguna sub-fraccién, aun cuando fuera heterogénea por MS®. Todos los componentes principales
de las sub-fracciones se analizaron por MS2. De las subfracciones, se seleccionaron para andlisis de
posiciones de sustitucién y NMR aquellas con cantidad de material suficiente (por lo menos 100 ug)
y que presentaran en el espectro de MS una Unica sefial o una sefial con intensidad mucho mayor
a la de los demas. De esta manera se esperaba obtener resultados de MS?, analisis de metilacién y
NMR en los que las sefiales correspondiesen a un Unico glicano, o en las que las sefiales de los
glicanos contaminantes fuesen despreciables. Esta estrategia no eliminaba la posibilidad de
encontrar glicanos isébaros compartiendo la misma sub-fraccion, posibilidad que se verific6 como

realidad en algunos casos.

3.8 Determinacion de la especificidad del anticuerpo monoclonal E492

Se dilucido el epitope de la CL reconocido por el anticuerpo E492 (IgG3 de ratdon) mediante
inmunoensayos directos y de competencia con glicanos de sintesis. Para ello en primer lugar se
sensibilizaron placas de ELISA con estreptavidina 5 pg/mL en buffer fosfato salino (PBS), seguido
por incubacién con una solucién de bloqueo libre de carbohidratos (CarboFree™, Vector Labs), y
luego un segundo paso de sensibilizacién con glicanos sintéticos marcados con biotina (Figura 15A)
[68] en concentracion 2 uM en PBS. Se incubd con el anticuerpo E492 en un rango de
concentraciones de 1,25 pug/mL a 10 pug/mL y se revelé mediante un anticuerpo anti-IgGs de ratén

acoplado a peroxidasa (Sigma).
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En una segunda etapa, se verificd la especificidad realizando ELISA de competencia, para lo cual
se realizaron los mismos pasos de sensibilizacion (empleando solamente el glicano 5 mostrado en la
Figura 15A) y de revelado descritos, y se emplearon como competidores a glicanos solubles en
forma de a-glicésidos de TMSEt (Figura 15B) [68], en un rango de concentraciones de 1,6 pg/mL a
200 pg/mL. Se realizé el revelado mediante el anticuerpo anti-IgGs de raton acoplado a peroxidasa

(Sigma).

En todos los casos se utilizéd un anticuerpo 1gG3 de ratén de especificidad irrelevante (Sigma)

como control isotipico, Unicamente a la mayor concentracién del ensayo (10 pg/mL).

3.9 Corroboracién inmunoquimica de estructuras utilizando el anticuerpo monoclonal
E492

Se corrobord la presencia del motivo estructural reconocido por el anticuerpo E492 en glicanos
provenientes de las dos fracciones de gel-filtracion que contienen a los glicanos en estudio (fraccidn
H vy fraccién 1). Se realizé un ensayo de competencia analogo al descrito anteriormente, ensayando
las sub-fracciones obtenidas por PGC-HPLC de hidatides de hospedero ovino, en un rango de
concentraciones aproximado de 0,5 pg a 100 pg. La concentracién de carbohidratos en cada sub-
fraccidén se estimé mediante el método del orcinol sulfdrico [90], utilizando para cada una un
estdndar compuesto por una mezcla de galactosa y N-acetilglucosamina en la misma proporcién

gue la presente en el glicano predominante de cada sub-fraccién.

Las concentraciones se expresaron en términos de masa y no en concentracién molar ya que se
utilizaron para la inhibicidn sub-fracciones completas, que en algunos casos estan compuestas por

mas de un glicano detectable (de distinta masa molar).
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4. Resultados

4.1 Comparacion de O-glicanos de la capa laminar de hidatides de hospedero bovino y
ovino.

Como primer interrogante a responder, nos planteamos si el panorama estructural descrito
previamente para los O-glicanos presentes en el material de origen bovino es comparable o no al
de los O-glicanos en el material de origen ovino, tomando en cuenta que el ovino es un hospedero
permisivo para la cepa comun de este pardsito en tanto que el bovino no lo es. Existia entonces la
posibilidad que lo hallado anteriormente en el bovino fuese consecuencia de la interacciéon

pardsito-hospedero desfavorable para la hidatide, mds que un reflejo fidedigno de su biologia.

En efecto, a nivel de hipdtesis, la falta de adaptacién al hospedero bovino podria tener
repercusiones sobre la capacidad biosintética de E. granulosus, lo que podria redundar en

alteraciones en la estructura de sus glicanos tales como:

e Los glicanos no alcanzan su tamano definitivo
e Algunos motivos estructurales estan ausentes o pobremente representados

e Las estructuras glucidicas son aberrantes

La primera posibilidad podria ser una explicacién de la dominancia de estructuras cortas (cores
desnudos o decorados con 1 solo residuo). Mas alla de los tamafios, si en el material de hospedero
ovino se encontrara un repertorio estructural significativamente diferente al hallado en el de origen
bovino, la elucidacién de nuevas estructuras deberia centrarse en los glicanos provenientes de

origen ovino.

4.1.1 Purificacion por gel-filtracién y analisis por MS! de O-glicanos de la capa laminar de
hidatides de hospedero bovino y ovino.

En términos de distribucién de tamafios determinada por gel-filtracion, los glicanos de la CL de

hidatides ovinas resultaron muy similares a los glicanos provenientes de quistes bovinos (Figura

17). Para ambos hospederos, las fracciones dominantes son las denominadas C, D y E, que
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corresponden a glicanos de 2, 3 y 3-4 residuos respectivamente (Tabla 3, Figura 17). La
abundancia de los demads glicanos de la CL disminuye a medida aumenta el tamafio, hasta culminar
en la fraccion M, la exclusidon, que probablemente consista en glicopéptidos sin B-eliminar o
parcialmente B-eliminados (A. Diaz, observaciones no publicadas). Cabe aclarar que las fracciones
de elucién mas tardia, denominadas A y B, estdn compuestas por productos que presumiblemente
derivan de reacciones de peeling secundarias a la -eliminacién, dadas las condiciones drasticas
utilizadas para la liberacidon de los glicanos [70]. Para todas las fracciones analizadas (C a J), la

composicion de glicanos a nivel de MS® resulté igual o similar para el hospedero ovino que para el

hospedero bovino, analizado previamente a esta Tesis (Tabla 3).

e Hospedero bovino
— Hospedero ovino

Sefal de indice de Refraccion

o M L s J|I |[HIG|F| E |D C B A

Volumen de elucién (mL)

Figura 17: Perfiles de gel-filtracién de O-glicanos de la CL de hidatides de hospedero bovino y
ovino. Para ambos hospederos existe predominancia de estructuras pequefias (fracciones Cy D) y
abundancia decreciente de estructuras de mayor nimero de residuos (F a L). En verde estin
sombreados las fracciones correspondientes a productos de degradacién, en beige las fracciones
estudiadas en detalle previamente solo para el hospedero bovino [70], y estudiadas en esta Tesis
para el material de origen ovino, y en celeste las fracciones analizadas en detalle en esta Tesis; en
rosado se indican las fracciones cuyos productos componentes no se han analizado.
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Tabla 3: Caracterizacién por MALDI-TOF MS! de las fracciones de gel-filtracién de los
hospederos bovino y ovino

m/z experimental
Fraccion Hospedero Hospedero m/z tedrico Composicion

bovino ovino

C 534,26 534,28 534,29 HexHexNAc-ol

D 738,46 738,38 738,39 Hex,HexNAc-ol

£ 779,46 779,40 779,42 HexHexNAcHexNAc-ol
942,44 942,48 942,49 HexsHexNAc-ol

F 983,46 983,44 983,52 Hex,HexNAcHexNAc-ol
1146,59 1146,49 1146,59 Hex;HexNAc-ol

G 1187,57 1187,52 1187,52 HexsHexNAcHexNAc-ol
1350,65 1350,59 1350,59 HexsHexNAc-ol

H 1391,69 1391,69 1391,71 HexsHexNAcHexNAc-ol
1554,75 - 1554,79 HexgHexNAc-ol
1432,76 1432,71 1432,74 HexsHexNAc,HexNAc-ol

| 1595,82 1595,78 1595,81 HexsHexNAcHexNAc-ol
1758,91 - 1758,89 Hex;HexNAc-ol
1963,02 - 1962,99 HexgHexNAc-ol
1636,82 1636,79 1636,84 HexsHexNAc,HexNAc-ol

I 1799,90 1799,86 1799,91 HexgHexNAcHexNAc-ol
2004,01 2003,95 2004,01 Hex;HexNAcHexNAc-ol
2045,03 2044,96 2045,04 HexgHexNAc,;HexNAc-ol

Los nombres de las fracciones son los que se indican en la Figura 17. Todos los valores de m/z
corresponden a aductos de sodio monoisotopicos de glicanos permetilados. Las sefiales que se
encuentran en mas de una fraccién se presentan exclusivamente en la fraccion en la que poseen
mayor intensidad relativa en el material bovino. Los datos del material proveniente de hospedero
bovino fueron tomados de [70].

4.1.2 Analisis por HPLC y MS? de O-glicanos de la capa laminar de hidatides de hospedero
bovino y ovino

Las fracciones C a G, que fueron centro del trabajo que es precedente directo a esta Tesis, se
sub-fraccionaron por HPLC y se estudiaron por MS* y MS?, ahora para el hospedero ovino. Se
observé que los productos principales previamente elucidados para el hospedero bovino se
encuentran también estaban presentes en el material de origen ovino (Figura 18 A y B; los datos
de MS? se presentan solo en el Anexo porque son cualitativamente idénticos a los del hospedero
bovino, ya reportados). En cuanto a los resultados cromatograficos, es importante tener presente
gue dada la deteccidon por UV a 214 nm del sistema de HPLC, que aprovecha por cromdforo al

grupo acetamido de GlcNAc y GalNAc-ol, el drea de cada pico depende tanto de la abundancia del
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glicano correspondiente como del nimero de residuos de HexNAcHexNAc-ol presentes en la
molécula. Por lo tanto, un glicano con dos residuos de HexNAc tendrd aproximadamente el doble
de factor de respuesta en la deteccién que un glicano con un Unico residuo de HexNAc (por

ejemplo, E1, respecto a E3,, Figura 18A).

Mas en detalle, las primeras dos fracciones Cy D, presentan un componente principal cada una,
el core 1 desnudo y el core 1 decorado con un residuo Galp(B1-3), respectivamente. En estas
fracciones, cada sub-fraccidon se corresponde con un Unico glicano detectable. Ndtese que en el
hospedero bovino, la fraccién C presenta al glicano de la fraccion D como componente secundario,
en tanto que para el hospedero ovino sucede lo inverso (Figura 18A), lo que se debe a pequefias
diferencias en la recoleccién de las fracciones en cada caso. La fraccién E, en ambos casos, presenta
como componente principal al core 2 desnudo (E1,, Figura 18A), seguido en abundancia aparente
por Galp(al-4)Galp(B1-3)Galp(B1-3)GalNAc-ol (E3,),luego el glicano de la fraccién D (E25 = D1,4) v
finalmente el core 2 decorado con Galp(B1-3) (el glicano principal de la fraccién F, ver mas
adelante). Estas tres fracciones representan la gran mayoria de los O-glicanos de la CL de E.

granulosus, y no presentan variaciones entre los dos hospederos estudiados.

Las siguientes fracciones, F y G, presentan glicanos de 4 a 6 residuos, y también son
practicamente iguales en composicién entre los dos hospederos (Figura 18B). Se observan
diferencias entre los cromatogramas debido a que se utilizaron columnas distintas y se inyectaron
distintas cantidades de muestra para el analisis de material proveniente de uno y otro hospedero,
lo que se refleja en diferencias en tiempos de retencion y en resolucion de los picos, pero no en el
orden de elucién de los oligosacdridos. Solo dos glicanos (G4g y G6g) se detectan en el hospedero
bovino pero no en el ovino, aunque sus estructuras no revelan diferencias biolégicas demostrables
(G4g es igual en secuencia a G3,4, aunque por su tiempo de retencion debe tener diferencias en
alguna de sus posiciones de sustitucidén y/o anomericidad; sin embargo este glicano no se estudié
por NMR; G6gz es un producto relacionado G6,, conteniendo un residuo mas de hexosa).
Globalmente surgen pocas diferencias entre los hospederos, y estas son probablemente atribuibles

a diferencias en abundancias relativas, mdas que a contrastes con relevancia bioldgica.
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La presente Tesis se centrd principalmente en las fracciones denominadas H, | y J, que como se
mencioné anteriormente contienen glicanos con las estructuras aun no elucidadas en el trabajo
anterior; las fracciones | y J se juntaron generando una Unica fraccion”l)”. No se podia esperar que
la similitud en composicién en materiales de los dos origenes de hospedero observada para las
fracciones C a G se mantuviera necesariamente para las fracciones H e lJ, en las que se esperaba
una mayor diversidad, ya que al haber mas residuos surgen mas posibilidades de combinarlos entre

si, aun estando restringido a un grupo acotado de posibilidades biosintéticas.

Las fracciones H e 1) se sub-fraccionaron por PGC-HPLC, se permetilaron y se analizaron por
MALDI-TOF Ms! y MALDI-TOF-TOF MSZ. Las mismas son complejas, ya que estdn compuestas por 8
a 10 sub-fracciones cada una, y cada sub-fraccién puede contener hasta 4 componentes (Figura
20). Excepto por el glicano H2,, no existen estructuras particularmente dominantes dentro de estas
fracciones, lo que apoya la tendencia previamente observada que el tamano de glicano creciente se
ve acompafiado de mayor complejidad combinatoria, sin haber vias biosintéticas preferenciales que
sesguen hacia un determinado tipo de estructura dominante. Las fracciones H de hospederos
bovino y ovino (Figura 20 A y B) presentan similitud en cuanto al perfil cromatografico y las
secuencias de los glicanos presentes (Tabla 4 y Tabla 5). En cambio, la fraccidén IJ presenta
diferencias considerables en las abundancias relativas de sus componentes entre los materiales de

ambos hospederos.

La asignacion de los espectros de MS? de estos nuevos productos mas complejos que los
analizados en el trabajo precedente [70], se realizdé con la ayuda del software Glycoworkbench
como se ejemplifica para el producto H1, (Figura 19). Ademas de los fragmentos principales
derivados de la ruptura de un Unico enlace glicosidico, se consideraron por ser informativos los
aquellos que surgen de la ruptura de dos enlaces glicosidicos, en los casos que tenian una
intensidad superior al 3% de la del pico principal. La nomenclatura adoptada se comenta en la
Figura 19; por ejemplo, el fragmento con m/z = 653,33 C3,xY2y proviene de la ruptura de dos

enlaces glicosidicos y corresponde a la interseccion del idon 912,44 C3, con el idon 1117,54 Y,
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Figura 19: Ejemplo de espectros de MS2 MALDI-TOF-TOF. Ejemplo de fragmentacién del
glicano H1a. Se indican los fragmentos que surgen de la escisién de uno o dos enlaces
glicosidicos. Se utiliz6 la nomenclatura de Domon y Costello [85], asignandole el subindice
1 al residuo de alditol. En el caso de fragmentos de doble escicion, los mismos se indicaron
como la interseccion de los dos fragmentos un corte mediante “x”. En el caso de existir mas
de un posible fragmento para un valor de m/z dado, se indicaron todas las posibilidades,
separadas por “/”, sin ningin orden particular. Los fragmentos de las series Y y C se
indican con “0” sobre el enlace escindido. Se aplican ademas todas las consideraciones de la
Tabla 4.

La primera sub-fraccion que se observa en material de ambos hospederos, H1, estd compuesta
por un Unico glicano, H1, (Figura 20 A y B, Tabla 4 y Tabla 5), que es triantenario y presenta 6
residuos monosacaridicos. La sub-fraccion H2, idéntica en ambos hospederos, también esta
compuesta por un Unico glicano, H2,, cuya secuencia es igual a la del glicano G3,, descrito
anteriormente [70], y presumiblemente se trate de la misma estructura, considerando que los
espectros de MS? arrojan idénticos resultados. H2, es el glicano mas abundante de la fraccion H.
Las siguientes sub-fracciones, H3 a H5, contienen glicanos biantenarios de 6 o 7 residuos, en los que
una antena consiste en Hex-Hex-HexNAc (m/z=690,3, Tabla 4 y Tabla 5), lo que explica en parte

gue posean similares tiempos de retencién. Una observacidon relevante es que la sub-fracciéon H5

contiene un glicano con extremo reductor hexitol, que podria ser un producto de una reaccion de
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peeling. Este tipo de glicanos se encuentra, en baja proporcién, en varias sub-fracciones (indicados

en la Figura 20 con f).

Las sub-fracciones H3 a H5 se corresponden en tiempos de retencidn entre los dos hospederos, y
sus glicanos componentes son muy similares, salvo por dos estructuras adicionales en la sub-
fraccion H3 de origen bovino (H3g' y H3¢), y por el extremo reductor hexitol en el glicano H5," de
origen ovino. Por otra parte los glicanos H64 y H7, (Tabla 4), componentes Unicos de sus
respectivas sub-fracciones, son glicanos biantenarios de 6 residuos en los cuales, a diferencia de los
glicanos de las sub-fracciones H2-H5, una antena corresponde a un unico residuo HexNAc
(m/z=282,2), por lo que el largo total de la cadena principal es mayor, lo que se correlaciona con un
mayor tiempo de retencién (ver discusidn sobre tiempos de retencién mds abajo). Ambos glicanos

poseen idénticos espectros de fragmentacion en los dos hospederos (Tabla 4 y Tabla 5).

La ultima sub-fraccién estudiada en la fraccién H del hospedero bovino, H8, estd compuesta por
un unico glicano monoantenario de 6 residuos, que consistentemente con las tendencias discutidas
mas adelante, posee mayor tiempo de retencion que las estructuras anteriormente mencionadas
(Figura 20A). Su contraparte en el hospedero ovino no es un pico bien definido (Figura 20B), y
estd compuesto por un glicano con extremo reductor de HexNAc-ol de 7 residuos con una
ramificacion Hex,HexNAc sobre el esqueleto principal de hexosas (H8g), y un glicano con el extremo
reductor de Hexitol decorado con una ramificacion Hex,HexNAc (H8¢). Finalmente en el hospedero
ovino se estudid una sub-fraccién que se denomind H9, de la cual se pudo identificar un glicano
triantenario basado en core 2, cuya ramificaciéon por sobre el esqueleto principal se encuentra

decorada con 2 hexosas.

Las siguientes dos fracciones de gel-filtracion, 1 y J, como se menciond antes se analizaron como
una unica fraccién. Es importante destacar, que dada la enorme complejidad de la muestra, las
fracciones de gel-filtracion no estdn resueltas, por lo que existen algunas sub-fracciones, como lJ1 e
113, que se corresponden con las subfracciones H1 y H3. Para la fraccion 1), la complejidad impide
una sistematica tan clara como para la fraccion anterior, y las comparaciones entre los materiales
provenientes de dos hospederos son menos evidentes. En efecto, existe una gran variedad de
picos, de los cuales ninguno es particularmente dominante, y que presentan variaciones

significativas en abundancia relativa entre distintas muestras, incluso para un mismo hospedero
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(datos no mostrados). De esta fraccidn se resaltan las sub-fracciones 1J3, 1J6, 1J8, 1J9 e 1J10, por ser
las mas abundantes de esta fraccidn presentes en el material del hospedero bovino (Figura 20C).
En el hospedero ovino, las sub-fracciones 1J3, 1J8 e 1J10 también son abundantes, pero los
equivalentes de las sub-fracciones 1J6 e 19 no estds presentes (Figura 20D); cabe acotar que en
otras muestras bovinas la fraccion 1J9 también esta ausente (datos no presentados), por lo que es

posible que esta sub-fraccion sea una particularidad de esta muestra bovina en concreto.

Los componentes de la primera sub-fraccidn, 1J3, se corresponden con los ya descritos de la sub-
fraccién H3, con la cual se corresponden en tiempos de retencidén segun andlisis hechos para los dos
hospederos. La siguiente sub-fraccién, 1J4, es en el material de origen bovino una mezcla de 2
glicanos de 7 residuos (lJ4¢, triantenario e 1J4g, biantenario) y uno de 8 residuos (lJ4,, triantenario),
todos ellos portando una ramificacion de HexHexHexNAc sobre el residuo de Hex del core (Tabla 5,
Figura 20C). En el hospedero ovino solo se hallé el glicano triantenario de 8 residuos (1J4,).
Curiosamente, a nivel de la secuencia de hexosas y N-acetilhexosaminas, este glicano coincide con
el componente elucidado en la sub-fraccién H9, ovina; a nivel de hipdtesis, la notoria diferencia en
los tiempos de retencidon de ambas sub-fracciones se deba a diferencias en la posicion de
sustitucién y/o anomericidad de los residuos terminal y sub-terminal del esqueleto principal de
hexosas (segun exista o no un cap), redundando en una distinta capacidad de adsorcién a la fase

estacionaria.

La sub-fraccidn 1J5, purificada solo en material bovino, se diferencia de las anteriores y las
siguientes por contener un unico glicano cuyos 2 residuos de N-acetilhexosamina se encuentran sin
decorar con HexHex. En cambio, las sub-fracciones 1J6 e 1J7 en el material de origen bovino estan
compuestas por glicanos que en todos los casos portan ramas decoradas (HexHexHexNac). Notese
qgue 165 se corresponde con un homdlogo elongado de 1J3,, mientras uno de los glicanos de la
fraccién 1J7, 1J75 corresponde con 1J65 pero con extremo hexitol en lugar de HexNAc-ol. En el
material ovino, las sub-fracciones 1J5 e 1J6 son menos predominantes (Figura 20D), por lo que no
se analizaron, en tanto que la sub-fraccidon 17 estd compuesta un glicano (lJ7g) de igual secuencia
gue el presente en la sub-fraccién 1J5 en el material bovino (1J54), y su homélogo con extremo
reductor hexitol (1J7,). La discordancia en los tiempos de retencién podria deberse nuevamente a
diferencias en posiciones de sustitucion y/o anomericidades, las cuales no se ven reflejadas en el

espectro de MS2.
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La primera de las sub-fracciones principales de la fraccion 1J, en el material de origen bovino es
118, que se encuentra asimismo en el material de origen ovino; esta sub-fraccién contiene como
componente principal un glicano biantenario de 8 residuos, 1J8,, en el que una antena consiste en
una ramificacion sobre el esqueleto principal cuya secuencia es Hex-Hex-HexNAc (m/z = 690,3), el
motivo estructural de mayor interés en este trabajo. La sub-fraccién, en el material de origen
bovino, presenta ademads otros dos glicanos: un homaélogo del producto principal pero basado en
core 2 (1J8g), y otro producto (1J8¢) con extremo reductor hexitol, ramificado con HexHexHexNAc,
luego dos residuos Hex sin ramificar y luego un residuo Hex (el sub-terminal) ramificado
nuevamente con HexNAc. Esto es anémalo después de analizar todas las estructuras, tanto por
poseer un extremo reductor reducido de hexitol como por presentar una ramificacion de HexNAc
sub-terminal, con dos hexosas sin decorar de por medio. En el material ovino, el glicano principal de
esta sub-fraccidn es idéntico al presente en el material bovino (1J8, en ambos casos); los otros tres
glicanos encontrados corresponden a un analogo a este producto con extremo hexitol (1J8p), y dos
productos relacionados a los dos glicanos de la sub-fraccidn 1J7 ovina, pero con decoracién de la
ramificacidon sobre el esqueleto principal (1J8g e 1J8). De estos glicanos minoritarios de la sub-

fraccion 18, solo 1J8g se corresponde con un glicano (homdnimo) del material bovino.

La siguiente sub-fraccién, 1J9, solo se encontrd en algunas muestras de origen bovino, y el
espectro de MS? (Tabla 4) de su principal senal de ms? presenta dos fragmentos mutualmente
incompatibles, lo que sugiere una que se trata de una mezcla de isémeros. Por un lado, se propuso
la secuencia de un glicano monoantenario (lineal), que presentaria un trisacdrido Hex-Hex-HexNAc
en posicion terminal, es decir el equivalente a las ramificaciones observadas en las demads
fracciones, pero sobre el ultimo residuo del esqueleto principal de hexosas, lo que es atipico, como
se discute mas adelante, dentro de las estructuras observadas. El otro componente de la mezcla
podria tratase de un glicano con una ramificacion subterminal no decorada, lo cual también se aleja
de las tendencias observadas. Estos resultados son consistentes con el andlisis de metilacién de

esta fraccién, que presenta senales que sugieren la presencia de mds de una
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Tabla 4: Analisis por MALDI-TOF-TOF de oligosacaridos alditoles
permetilados, provenientes de las fracciones H e IJ de hidatides de origen

bovino.

Fraccion

m/z

lones de Fragmentos

Secuencia/Nombre

H1/u1

1432.7

2822 (Biy/Big; 4,1%), 463.2 (Caq;4,2%), 472.2
(C3aX22a'/B3aXY2a','4,2%), 543.3 (Z]_a; 20,1%),
561,3(Y1e; 6,9%), 653.3(C3aXY2q; 13,6%), 894.4 (Bsq;
4.7%), 912.4 (Csq ;100,0%), 1010.5 (Y2o; 10,8%),
1173.5 (Y1p/Yaer; 83,4%), 1214.6 (Y3x;5,6%),

Qﬁg)j.o.

H1a/ 1A

H2/112A

1391,7

227,1 (BZQXYza/CquZZQ/BZngY;J,B/ CzBXZgB; 8,0%), 445,2
(B2a/B2p; 4,4%), 463,2 (Cy0/Cap; 62,4%), 690,3 (Bso;
26,3%), 724,4 (Y1o; 59,8%), 951,5 (Z2a/Z1g; 100,0%),
969,5 (Y2a/Y1g; 35,8%); 1173,6 (Y3a/Yag; 22,9%)

H2a/ 12

H3/13

1595.8

431.2 (BsaXYaa/ C3aXZsa; 6,5%), 463.2 (Caaf/Cag;
11,3%), 667.3 (Cso; 100,0%), 690,3 (Bss; 20,2%),
928.5 (Y1g; 52,5%), 951.5 (Zia; 91,7%); 969.5 (Y1a;
18,1%), 1173.6 (Yao/Yap; 27,7%), 1377.8 (Yas; 15,1%).

H3a/ 1J3A

1391,7

445,2 (Byg; 3,0%), 463,2 (Cae; 49,8%), 506, 3 (Y2aXYag;
3,8%), 6764 (BaxYsp/CaxZsps; 4,0%), 690,3 (Bya;
14,0%), 7244 (Yoq; 42,6%), 951,5 (Zso; 100,0%),
969,5 (Ysq; 28,6%), 1116,5 (Cy4; 13,8%), 1173 (Vao/
Yag; 16,8%)

% o

H3g/ 1J3p

445,2 (By; 3,0%), 463,2 (Coo; 49,8%), 486,2 (Bg;
4,7%), 506, 3 (YauXY1g; 3,8%), 667,3 (Cso; 14,0%),
747,4 (Z14; 7.9%), 928,5 (Y15 19,5%), 951,5 (Zao
100,0%), 969,5 (Y2q; 28,6%),1173 (Y3o/Y2g; 16,8%)

H3g/ 1)3p

1840,9

463,2 (Caof/Cap; 11,4%), 472,3 (BsaXYae/ BapxYap/
CgaXZZQ'/ C33X23[3,' 6,7%), 490,18(C3GXY2¢1'/ C3|3XY33;
3,9%), 653,4 (C3qXYaq; 18,7%), 690,2 (Bsg; 10,2%),
894,4 (Bsy; 7,0%), 912,5 (Cso; 100,0%), 951,5 (Z1a;
61,8%), 969,5 (Yi; 14,9%), 1173,7 (Y15 39,7%),
1418,7 (Yaw/Yo; 17,7%), 1581,8 (Yaqr; 54,9%),
1622,9 (Y3e/Y3p)

-ol

H3c/ U3¢
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H4

1391,7

268,2 (B3QXY3OL/ C3aXZ3a,' 3,5%), 298,2 (21; 5,4%),
316,2 (Y1; 3,0%), 431,1 (BaxYsa/ CaxZaa; 4,0%), 449,2
(CaxYae; 27,3%), 463,2 (Caq; 9,1%); 506,2 (YzaXYap;
5,6%) 690,3 (B3y;30,3%), 724,3 (Y2 100,0%),
880,5(B4XY4a/C4XZ4Q/B4XY2[3/C4X223,' 8,7%); 951,5 (qu;
4,18%), 969,5 (Y3o; 15,8%), 1098,5 (B4; 7,8%), 1116,6
(Ca; 91,2%), 1173, 6 (Yaa/Yap; 15,6%)

H4a

1595,8

4152 (6,3%), 431,2 (5,8%), 449,2 (5,4%), 4633
(10,0%), 472,3(3,8%), 506,3 (3,0%), 667,3(100,0%),
690,3 (23,7%), 928,5 (67,0%), 951,5 (72,3%), 969,5
(15,4%), 1132,6 (6,4%), 1173,7 (22,8%), 1336,8
(19,6%), 1377 (12,2%)

Mezcla compleja

H4g

H5

1554,8

43 1, 1 (B3aXY3a/C3aXZ3a; 6,2%), 445,2 (BZQ/BZB;
3,71%), 463,2 (Ca/Cop; 11,4%), 465,2 (YaaXY1g;
14,0%), 649,3 (Bsg; 6,2%), 690,3 (Bag; 17,2%), 887,4
(Y1g; 100,0%), 928,4 (Y1o; 24,3%), 1132,6 (Y20/Y2p;
49,3%), 1336,7 (Y3o/Yp; 17,9%)

H54

1595,8

445,3 (Byo/Bag; 4,1%), 463,2 (C2a/Cag; 9,4%), 506,2
(YaaXYag; 6,5%), 653,2 (CaxVaq; 25,8%), 690,3 (B
24,9%), 710,4 (Y24XY3p; 4,0%), 880,4 (CaxZ3qa/BaxY3o/
C4XZzB/B4XYZB,' 4,6%), 898,4 (C4XY3Q/C4XYZB,' 4,4%),
928,4 (Y2q; 100,0%), 1173,6 (Yau/Yag; 22,3%), 1302,7
(B4; 4,3%), 1320,7 (C4; 72,6%), 1377,7 (Yae/Y3g; 8,1%)

e

H5g

H6

1391,7

284,1 (Ylame/ZlaxYlg; 5,8%), 302,2 (YlolXYlB; 3,7%),
449,3 (CsqX Yaa/CaoX Y3, 6,9%), 463,2 (Cr;10,0%),
543,2 (Z14; 37,4%), 561,2 (Y14 9,1%), 765,4 (Yoo
17,2%), 853,4 (Bao; 4,9%), 871,4 (Caq; 100,0%), 951,4
(Zsa; 13,7%), 969,6 (Y3q; 9,4%), 1132,6 (Y15; 28,8%),

o

H6A

H7

1391,7

282.3 (Big; 5,0%); 298.3 (Z1; 6,8%), 431.3 (CsaXZaa/
BsaXYao; 17,7%), 463.3 (Cae; 6,7%), 506.4 (Y2XYag;
6,6%); 667,4 (Cae; 7,9%), 765.4 (Yaq; 21,6 %), 1116.5
(C4; 100%); 1132.4 (Yo5; 73,0%)

%@&kﬂ °

H7a

H8

1350,7

298,2 (Zi; 7,9%), 316,2 (Y1; 8,5%), 431,2 (BsxYs/
B4XY4/ BsXYg/ C3X25/ C4XZ4/ C5X23,' 7,8%), 449,2
(CaxYs/ CaxYa/ CsxYs; 9,2%), 520,3 (Y,; 31,6%), 724,4
(Ys; 21,2%), 1075,5 (Cs; 100,0%)

H8a
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2

1636,8

449.2 (CopXYop-; 18,6%), 463.3 (Cao; 5,5%), 472.3
(CgaXZ(ga/BgaXYga/CQBXZZB’/BQBXYzﬁ’; 6,3%), 690.3
(B3Q/Bsg; 16,3%), 708.3 (C3a/C2[3; 100,0%), 951.5
(Zlqlzlﬁ; 64,7%), 969.5 (Yla/Ylﬁ; 57,4%), 1214.7
(You; 7,3%), 13778 (Yo, 46,4%), 1418.8
(Yaul Y2g; 13,0%)

-ol

1125

\Vva

Ja

1840,9

463,2 (Cow/Cou; 7,0%), 543,3 (Zio; 13,1%), 561,3
(Yi; 5,2%), 653,3 (CaoXYae/CaaXY3e; 20,6%), 690,3
(B3q;13,0%), 751,5 (YauXYaor; 4,8%), 880,4 (CaoX
ZZa”/B4aX Y2a”/c4ax Z3a’/B4aX Y3a’; 517%); 117316 (YZC(';
78,0%), 1302,6 (Bag; 7,1%), 1320,6 (Caq; 100,0%),
1418,7 (Ysq/Yaw; 16,3%), 1581,8 (Y15 20,4%),
1622,8 (Yaw/Y3a”; 9,2%)

et

114,

1595,8

(=H5)

463,2 (Caa/Cap; 8,9%), 506,2 (Y2aXYap; 8,2%), 653,3
(CaxYao; 25,2%), 690,4 (Bay 22,7%), 928,4 (Yoo
98,5%), 1173,7 (Ya/Yag; 26,8%), 1320,7 (Cy;
100,0%), 1377,8 (Yao/Y3g; 8,6%)

%o

14

1636,8

449,1 (CaoxY3w; 8,6%), 543,3 (Z1a; 20,0%), 561,3 (Y1a;
7,5%), 690,3 (Bsy; 18,4%), 710,3 (YauXY1s 3,9%),
969,5 (Yoo; 84,7%), 1116,5 (Caq; 100,0%), 1214,6
(Yaw; 9,8%), 1377,7 (Y1g; 30,1%), 1418,6 (Yaer/Yau;
9,5%)

114

5

1636,8

431,2 (BsuXYaor/CaaxZar; 5,6%) 543,3 (Zi; 19,4%),
561,3 (Y1q; 5,2%), 667,3 (Car; 4,4%), 857,5 (CacXYaer’;
7,2%), 1010,5 (Yae; 10,0%), 1098,6 (Bay 5,0%),
1116,5 (Caq; 100,0%), 1214,6 (Ysu; 5,1%), 1377,7
(Yaa/Y1; 50,9%)

o

1J54

J6

1799,9

43 1r1 (BSaXY4a/C3aXZ4a/B4aXY30/B4(1XY3(1; 1115%);
463,3 (Caof/Cap; 13,2%), 690,3 (Bsg; 30,8%), 871,4
(Caes 100,0%), 951,5 (Z14; 96,9 %), 969,5(Y1q; 18,4
%), 1132,5 (Y1p; 19,0 %), 1377,8 (Y3o/Y2p; 26,8 %),
1581,8 (Y4o/Y3g; 13,6%)

Boe

1J6a

7

1799,9

690,4 (Bsg; 36,3%), 896,5 (YauXZop/ZsaXYas; 5,6%),
1132,7 (Yap; 60,8%), 1173,5 (Yas; 10,4%), 1524,8 (Cy;
100,0%)
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1J7a

1758,8

463,2 (C20/Cap; 6,5%), 690,4 (Bsg; 15,1%), 853,3 (Baq;
5,3%), 928,5 (Yio; 20,7%), 1091,5 (Y1 100,0%),
1132,5 (Yaq; 39,2%), 1336,5 (Y3a/Yap; 26,9%), 1540,7
(Yaa/Y3p; 11,7%),

S

1735

1595,8

463,1 (Coa/Cap; 8,9%), 653,2 (CixYae; 16,6%), 690,3 (Bsg;
39,8%), 898,3 (C4xY34/CaxYap; 10,5%), 928,5 (Y,o; 100,0%),
1102,5 (CixYao/CoxYss; 7,4%), 1173,5 (Y3o/Yap; 35,5%),
1377,7 (Yaa/Yg; 12,2%)

17¢

8

1799.9

298.3 (Zy; 6.7%), 431.2 (BsoXYae/ CsoXZaa; 11.8%), 463.2
(Caa/Cap; 9.6%), 472.2 (Bsg XYag / Csp XZag; 7.0%), 506.3
(Y2aXYsg; 10.1%), 690.3 (Bsz; 24.5%), 857. 4 (CixVag;
21.0%), 898.4 (CiXY3q;7.0%), 1102.6 (CyxYsa/CoxYsg;
9.1%), 1132.6 (Yop; 100.0%), 1173.6 (Y2,;16.2%), 1377.8
(Y3o/Y3g; 21.3), 1524.8(C,; 95.21)

1J8a

2045,0

431,2 (BsgXYaw/CoaXZaw; 7,1%), 463,2 (Cow/Coo; 6,9%),
543,3 (Zio; 17,8%), 561,2 (Y1a; 8,6%), 690,3 (Bso; 14,3%),
751,3 (Yo XYau; 7,2%), 857,4 (CaoXYe; 19,1%), 1118,5
(Y1pXVaer; 5,2%), 1377,7 (Yaur; 76,5%), 1418,7 (Y20;12,4%),
1524,8 (Cay; 100,0%), 1622,8 (Yso/Ysor; 14,1%), 1786,0
(Yig; 27,8%), 1826,9 (Ya/Yae; 7,4%)

118

2004,0

463,2 (Cag; 6,5%), 669,4 (Y1pXY3q; 8,8%), 690,3 (Ba/Bss;
16,2%), 7104  (YaXYap/YiaXYss;  6,7%), 914,4
(Y3aXYa5/Y2aXY3g; 6,3%), 928,4 (Yie; 5,0%); 1132,6 (Vs
16,7%), 1336,6 (Y15/Yse; 100,0%), 1581,8 (Yo5; 21,6%),
1786,0 (Y3p/Yae'; 7,6%)

1J8¢

9

1595,8

298,1 (Zy; 7,8%), 431,2 (BsxYa/ BexYs/ CsxZa/ CexZs; 7,4%),
449,1 (CexYs/CsxYs; 9,4%), 463,2 (Cy; 6,9%), 520,2 (Yy;
33,8%), 653,2 (CexYa; 33,5%), 690,3 (By; 42,7%), 724,4
(Ys; 16,7%), 894,4 (Bs; 3,7%), 928,4 (Y,; 100,0%), 1320,7
(Ce; 60,1%)

O—C—HHO—C—C0— 1ol

1J9a
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298,1 (Z3; 7,8%), 431,2 (ByXYsp/BaxYa/BsxYs/CoxZsp/CaxZs/
CsxZs3; 7,4%), 449,1 (CyxYsp/CaxYa/CsxYs; 9,4%), 520,2 (Y; g)D—Q—Q—Q—D'O'
33,8%), 653,2 (C3xYss/CsxYs; 33,5%), 690,3 (By; 42,7%),

724,4 (Ys; 16,7%), 894,4 (Bs; 3,7%), 928,4 (Y4; 100,0%),
1320,7 (Cs; 60,1%), 1336,7 (Yss; 7,3%) J9n

300.0 (Cig; 4.4%), 431.2 (B3aXYsa/CaXZsa/BaaXVae/

C4aXZ4a/BsaXY3a/C5aXZ3a,' 10.9%), 470.1 (22aX21[3;

4.1%), 506.3(YzaxY1s; 6.3%), 543.3 (Zi; 17.4%), ol
561.4 (Yiq; 6.1%), 765.4 (Yao; 31.3%), 871.3 (Cae;

5.5%), 969.4 (Yo 24.9%), 1057.4 (Bs,; 6.3%), 1075.5

(C50; 59.9%), 1173.7 (Yae; 10.2%), 1336.6 (Y1 1J10,
65.7%); 1377.6 (Ysq; 10.0%)

1595.8

300.0 (Cip; 4.4%), 316.1 (Y5; 4.1%), 431.2 (B3oXYso/
CgaX25a/B4qXY4a/C4aXZ4a; 10.9%), 470.1 (ZZQXZZB,'

110 4.1%), 506.3(Y2aXY2p; 6.3%), 694.2 (CsxYaq; 5.1%), O] -l
765.4 (Yoo, 31.3%), 871.3 (Caq; 5.5%), 969.4 (Y
24.9%), 1061.4 (CsxYap; 14.6%), 1173.7 (Yaq; 10.2%),
1320.6 (Cs; 100.0%), 1336.6 (Y 65.7%), 1377.6 1J10,
(Ys; 10.0%)

543,2 (Z16;19,0%), 1010,5 (Yao; 24,7%), 1214,5 (Yay; g;}jﬂ'
1840,9 17,4%), 1320,5 (Cso; 100,0%), 1581,6 (Y1a/ Yae;
57,6%)
[J10g

Se combinaron las sub-fracciones H1 e IJ1, obtenidas por PCG-HPLC a partir de fracciones
contiguas de gel-filtracion, y consideradas idénticas por sus tiempos de retenciéon en HPLC. Las sub-
fracciones IJ3 y H3 se analizaron independientemente, pero se presentan juntas porque el analisis
revel6 que estdn compuestas por los mismos glicanos. Los valores de m/z corresponden a aductos
de Na* en todos los casos. Los valores listados son experimentales y corresponden a los valores
esperados dentro del rango de £ 0,1 Da del ion pseudomolecular, y + 0,3 Da para los fragmentos
asignados. Se indican entre paréntesis las intensidades como porcentajes de la del pico base (sefial
mas intensa). Los iones de fragmentos listados corresponden a sefiales > a 3% de intensidad relativa
al pico base y cuya relaciéon sehal/ruido es > 10. La nomenclatura de los fragmentos es la
comentada en la Figura 19 y la nomenclatura de los glicanos es la descrita en la Figura 20. Para
H3g, 1J94 e 1J104, se encontraron fragmentos correspondientes a dos estructuras de igual masa
molecular (H3s y H3p’, 1J9a e IJ94” e 1J104 e IJ104); se indican en subrayado aquellos fragmentos
que son mutuamente excluyentes, es decir que no pueden corresponder a una estructura tnica. En
estos casos se presentan las dos secuencias mds probables que contemplen los fragmentos no
compartidos. Las secuencias mostradas en la dltima columna corresponden a los datos del analisis
de MS? exclusivamente.
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estructura (ver mas adelante, la Tabla 6). El hecho que las secuencias presenta motivos
estructurales distintos a todas las demas, descritas sumado al hecho que esta sub-fraccion solo se
encontré en esta muestra bovina, pone en duda su relevancia biolégica. También existe la
posibilidad, al tratarse de una mezcla, que los fragmentos observados puedan deberse a otra
combinacidn de fragmentos de otros dos o mas glicanos, lo que dificulta concluir con certeza cuales

son los componentes de esta sub-fraccién.

Finalmente, la dltima sub-fraccidon estudiada se denomind 1J10, y esta presente en ambos
hospederos y con idéntica composiciéon. Tuvo como componentes principales a dos estructuras
biantenarias de 7 residuos (1J10, e 1J104,’) de igual masa molecular, ambas con un esqueleto
principal de 6 residuos de hexosa y el extremo de HexNAc-ol, mds un residuo de HexNAc, presente
este en un caso como parte del core 2 (1J10,) y en otro como ramificacién sobre el primer residuo
de hexosa (1J104’). La mayoria de las sefiales de MS? asignadas para esta fraccion pueden derivar
tanto de una como de otra estructura, pero se hallaron ademds fragmentos caracteristicos de cada
una de las moléculas, lo que indica que la fraccion estd genuinamente compuesta por dos isdmeros
de posicién que no se resuelven bajo las condiciones cromatograficas utilizadas. Estos resultados
estan respaldados ademas por el analisis de metilacién y los espectros de NMR realizados sobre la
fraccién (como se discute en detalle mas adelante). Adicionalmente, se hallé un glicano de ocho
residuos (1J10g), cuyo esqueleto principal es igual al de los otros dos, y que presenta las 2 posiciones

mas internas (HexNAc y Hex del core) decoradas con residuos de HexNAc.

Como se observa en los resultados antedichos (Figura 20), los tiempos de retencién por PCG-
HPLC no dependen directamente del nimero de residuos, sino de la conformacion global del
glicano, lo que incluye el largo de cadena y la disposicién espacial relativa de los residuos, ya que la
interaccion con la fase estacionaria es un fendmeno de superficie. En términos generales, los
glicanos con mayor nimero de residuos suelen tener mayor tiempo de retencion; y para un mismo
numero de residuos, los glicanos lineales (con mayor largo de la cadena principal) se retienen mas
gue los glicanos ramificados. A veces esta tendencia empirica se revierte, posiblemente por
diferencias en las posiciones de sustitucion y anomericidades de los residuos (presumiblemente
sobre residuos no reductores terminales y subterminales, dadas las posibilidades verificadas en el

trabajo antecedente [70] que la cadena principal termine en Galp(B1-3) o en Galp(al1-4)).
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Tabla 5: Analisis por MALDI-TOF-TOF de oligosacaridos alditoles
permetilados, provenientes de de las fracciones H e IJ de hidatides de origen

ovino

Fraccion

m/z

lones de Fragmentos

Estructura/Nombre

H1

1432,8

282,1 (By1q/Bip; 3,0%), 463,2 (Cow;3,1%), 472,2
(C3aXZZa’/B3aXY2a’;3;5%)1 49011 (C3O(XY2(1'; 310%)1
543,3  (Ziy  20,2%), 561,3(Yig  7,5%),
653,3(C3axY2o; 16,3%), 894,5(Bs, ; 5,3%), 912,4
(Csq ;100,0%), 1010,6 (Yo; 12,1%), 1173,6
(Yap/Yae; 71,5%), 1214,6 (Y3u; 5,5%)

%g;'ﬁ o

H1a

H2

1391,7

4452 (Byo/Bys; 3,4%), 463,1 (Cou/Crs; 56,5%),
690,2 (B 24,9%), 724,3 (Yig; 57,9%), 951,4
(Zoa/Z15; 100,0%), 969,4 (Yso/Yrp; 32,7%); 1173,5
(Y3a/Y2g; 17,2%)

H2,

H3/U3

1595,8

431,3 (B3aXY3a/C3aXZ3a; 3,2%), 463,3 (Cu0/Cap;
12,5%), 667,3 (Cso; 91,3%), 690,3 (Bso; 16,9%),
928,5(Y15; 41,2%), 937,5 (Y3aXZop/
ZSaXYZB/Y2aX23B/ZZOLXY3B; 3,9%), 951,4(Zla; 100,0%),‘
969,5(Y1a,' 8,3%), 1141,6 (Y3OLXZ3B/23QXY3[3; 5,7%),
1173,6 (Y2o/Yag; 17,9%), 1377,8 (Y3q; 5,6%),

H3a

1391,7

463,2 (Ca0/Cap; 56,4%), 690,3 (Bso; 24,8%), 724,3
(Yie; 57,8%), 951,5 (Zoa/Z1g; 100,0%), 969,5
(Y2a/Y1p; 32,8%); 1173,6 (Y3a/Y2p; 17,3%)

H3s

H4

1391,7

431,2 (BaxY2a/CaxZoa; 3,4%), 449,2 (CaxYae; 13,1%),
463,2 (Cae; 3,0%); 690,3 (Bsw; 19,5%), 724,4 (Ya;
100,0%), 969,5 (Yo 12,3%), 1098,5 (Bs; 6,7%),
1116,6 (Ca4; 92,6%), 1173, 7 (Yao/Yop; 11,5%)

H5

1554,7

431[1 ‘Bg_aﬁg,_a&;:,_agg,_a; 15[2%)[ 463,3 (CZQ/CZB;
14,5%), 690,3 (Bss; 54,0%), 887,5 (Yig; 19,6%),
914,4 (Y3QX YZB/YZQX Y3B; 59,2%), 928,5 (YlB/YZQ;
23,2%)

H4,
-ol
H5a

463,3 (Caof/Cop; 14,5%), 653,2 (CaxYoe; 43,1%),
690,3 (Bs; 54,0%), 887,5 (Yo 19,6%), 9144
(Y3aXY3/YaaXYap; 59,2%), 1320,6 (C4; 100,0%)

H5,

1595,8

463,1 (18%), 653,2 (31,9%), 690,3 (26,7%),
928,5(100,0%), 1116,5 (52,8%), 1336,7 (37,3%)

HexsHexNAcHexNAc-ol
o
HexsHexNAc;Hex-ol
(Mezcla compleja)
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1636,8 No determinado HexsHexNAc,-ol

H5¢
302,2 (YmXYlg; 3,1%), 431,2
(B3oXYao/C30XZaa/BaaXY3a/CaaXZ3a;  5,2%), 543,2
H6 13918 (Zig 28,7%), 5612 (Vig; 6,7%), 7654 (Yaq; 17,5%), . ;)D'°'
853,4 (Bag; 5,4%), 871,4 (Cae; 100,0%), 951,5 (Zae: H6,

3,4%), 969,6 (Yaq; 7,2%), 1132,6 (Y1g; 25,4%),

298,1 (Z1; 3,2%), 431,1 (C3aXZaa/B3axYae; 10.3%),

463,3 (Coq; 3,9%), 490,1 (CaxYao; 3,3%), 506,1 O_@_S)(}D ol

(Y20XYap; 5,6%); 649,3 (Bss; 3,1%), 667,1 (Caq; H74
H7 1391,8  4,3%), 694,2 (CaxYaq; 4,4%), 765,2 (Yaa; 23,7%),

857,3 (C4xY1g; 17,7%), 969,6 (Y3o; 11,5%), 1098,4

(B4; 6,0%), 1116,4 (C4; 100,0%), 1132,4 (Y;

74,5%), 1173, 4 (Yae; 5,3%),

4451 (Byy 5,3%), 463,2 (C.a; 5,9%), 635,3
1595 7 (BsXY30/CsXZ3q; 5,0%), 653,2 (CsxYsq; 5,0%), 690,3 %@'
" (Bsy 20,5%), 928,4 (Yso; 100,0%), 1173,6 (Yaq
23,8%), 1320,6 (Cs; 83,1%), 1377,8 (Yso/Y3p; 6,5%), H8g
H8
465,2 (YaXY1g; 10,8%); 690,3 (Bsg; 22,5%), 853,3
1758 8 (Bao; 8,4%); 928,4 (Y1y; 29,0%), 1091,5 (Y : ;)D-O'
'®100,0%); 1132,5 (Yae; 51,7%), 1336,7 (Yao/Yag;
28,1%), 1540,9 (Y4q/Y3p; 11,3%) HS8.
463,1 (Cow/Coo; 6,0%), 543,3 (Z1o; 5,9%), 561,1
(Y1 10,1%), 653,3 (CaaXYaor; 15,2%), 690,1 (Bsy; ol
18409 15/6%) 11595 (VipxVsy; 11,6%), 1173,6 (Ya; @—?k—g;/.\m
" 74,1%), 1302,7 (Bag; 13,7%), 1320,6 (Caq; 100,0%),
1418,8 (Ya/Y3w; 22,4%), 1581,8 (Y1 24,3%), HO
1622,8 (Yaa/ Yso; 6,1%) A
H9
486,1 (11,7%), 653,3 (14,9%), 690,3 (32,2%), HexsHexNAcs-ol

765,2 (18,7%), 880,3 (17,5%), 951,4 (27,8%),
2045,0 1116,4 (60,8%), 1377,7 (100,0%), 1524,7 (17,4%),
1581,8 (49,2%), 1622,9 (25,4%), 1769,9 (65,7%),
1786,1 (58,8%) H9g

Mezcla compleja

543,3 (Zig 9,2%), 561,1 (Y1 5,8%), 653,3

(C3a"XY2a',' 10,7%), 690,3 (Bga"; 11,9%), 1173,6 (YZQ',' -ol
4 1840,8 77,5%), 1302,7 (Bsq; 6,9%), 1320,6 (Bsy; 100,0%),

1418,8 (Yau/Ysw; 16,4%), 1581,8 (Yi; 23,3%),
1622,8 (Yae/ Y3o; 6,4%) 4,




7

1595,9

502,1 (Zi; 3,7%), 667,3 (Csw; 9,9%), 857,4
(C4XY2(X”; 819%)1 95114 (ZZOI'; 511%)1 111615 (C4Ol;
100,0%), 1377, 7 (Yau; 9,1%)

U7

1636,9

431,1 (C3aXZaor/B3orXYaa; 3,1%), 472,1
(C4(XX22(X'/B4O(XY20('; 3:2%)r 857:4 (C4 o] XYZu”; 5;3%);
1010,5(Y,e; 11,1%), 1098,5 (Bag; 5,2%), 1116,5 (Cq
o 100,0%), 1214,6 (Yaw; 4,3%); 1377,7 (Yaour/Y1p;
57,6%)

1178

J8

1799,8A

431,1 (B3oXYaa/C30XZae; 4,2%), 463,2 (Cao/Cap;
9,6%), 506,3 (Y2uXY2p; 3,8%), 690,3 (Bss; 19,8%),
857, 4 (CaxYas; 11,2%), 898,4 (CaxYae; 4,0%),
1102,7 (CaxY3a/CaxYas; 4,7%), 1132,6 (Yop; 94,2%),
1173,6 (Yao; 21,3%), 1377,8 (Y3o/Ysg; 17,9%),
1524.8 (C4; 100,0%)

1J8a

1758,8B

431,2 (B3oXYao/ C3aXZaa; 4,4%), 465,1 (YouXYag;
9,9%), 690,3 (Bsg; 26,3%), 857,4 (CaxYap; 11,7%),
1091,5 (Yas; 4,7%), 1118,5 (Y4oXY3p/Y30XYag;
16,3%), 1132,6 (Ya; 23,4%), 1336,6 (Y3/Vaa;
19,8%), 1524,7 (Ca; 100,0%)

1J8p

2004,0

520,2 (Y1, 5,3%), 690,3 (Bs3y;11,9%), 857,4
(CaaxY2q7; 5,8%), 880,5 (CaoX Zoo/ BaoX You; 4,8%),
1336,7 (Yaq; 100,0%), 1377,7 (You; 24,1%), 1524,7
(Caa; 53,0%), 1581,8 (Y3o/Y3q; 18,3%), 1744,8 (Y1p;
19,9%)

1J8¢

2045,0

543,2 (Ziq; 9,9%), 561,3 (Y1o; 3,6%), 690,3 (Bsy:;
11,9%), 751,4 (YaoxYae; 3,3%), 857,3 (CaoXYae;
3,3%), 880,3 (CaaXZow/BaeX Yaw; 3,3%), 1102,4
(C4aXY3a’/C4aXY3a”;3;0%); 1306/6 (C4¢1XY4¢1’/C401XY4¢1”;
3,6%), 1377,7 (Yo 75,6%), 1418,7 (Yau; 9,9%),
1524,7 (Caq; 100,0%), 1622,8 (Yso/Yar; 12,2%),
1785,9 (Y1g; 20,7%)

1J8s

10

1595,9

284,1  (Y15XZ13/Z10XY15; 3,0%), 431,2 (B3aXYse/
CSQXZSOL/B4aXY4a/C4aXZ4a/BSaXY3a/C5(1XZ3a; 3:8%):
449,2 (C3aXYs5e/CaoXVao; 3,0%), 506,2 (Y2oXY1p;
3,8%), 543,2 (Z1q; 27,7%), 561,2 (Y1; 7,5%), 765,4
(Yaa; 28,6%), 853,4 (Baq; 4.5%), 871,4 (Caq; 3,8%),
969,4 (Y3q; 14,8%), 1057,4 (Bsq; 5,7%), 1075,5 (Csq;
100,0%), 1173,6 (Yaq; 6,4%), 1336,7 (Y1p; 54,8%)

e

1J104
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431,2 (B3chY5cx/ C3aXZsa/ BaaXYaa/CaaXZag; 3,8%),

449,2 (C3qXY5a/C4aXY4u,' 3,0%), 506,2 (Yquvzg,'
3,8%), 765,3 (Y2q; 28,6%), 853,4 (Baq; 4,5%), 871,4 ST :>O—D-°'
(Cao; 3,8%), 969,4 (Y3,; 14,8%), 1061,5 (CsxYas;
7,0%), 1173,6 (Y4 6,4%), 1320,7 (Cs; 58,9%), [J104

1336,7 (Yag; 54,8%),

543,2 (Zi; 17,8%), 561,2 (Y1;17,8%), 1010,4 (Ya; g ol
1840,9  14,8%), 1061,6 (CsoXYaw; 9,7%), 1214,5 (Ysu; 6,3%),

1320,6 (Cse; 100,0%), 1581,8 (Y1/ Yau; 67,5%)
1J10g

Las fracciones IJ3 y H3 se analizaron independientemente, pero se presentan juntas por estar
compuestas por los mismos glicanos y tener tiempos de retenciéon muy similares en el mismo
gradiente de PCG-HPLC. Las condiciones de andlisis y los criterios de nomenclatura son los
mismos que los utilizados en la Tabla 4. Los glicanos componentes de cada sub-fraccion se
nombran con subindices A, B, C, D, coincidiendo con la nomenclatura del hospedero bovino
siempre que las secuencias sean las mismas; de lo contrario, se continua asignando subindices
correlativos. Tanto para H5A como para IJ10a se encontraron fragmentos correspondientes a dos
estructuras de igual masa molecular (H5x y H5A’, IJ10a e IJ104"); se indican en subrayado
aquellos fragmentos que son mutuamente excluyentes, es decir que no pueden corresponder a
una estructura tnica. En estos casos se presentan las dos secuencias mdés probables que
contemplen los fragmentos no compartidos.

A partir de esta comparacion, a nivel de distribuciéon de tamaiios, de Ms! de las fracciones de
gel-filtracién, de perfiles de PGC-HPLC y de secuencias por MS? de los componentes de las sub-
fracciones principales, se observa que no hay diferencias significativas entre los materiales
provenientes de los dos hospederos. No existen evidencias que sugieran que la capacidad
biosintética del metacestodo esté de alguna manera impedida o alterada en el hospedero bovino, a
pesar de que el parasito se desarrolle en un contexto fuertemente inflamatorio, ya que los O-
glicanos en el hospedero permisivo para esta cepa, la oveja, en términos generales tienen iguales
secuencias y se encuentran en iguales proporciones. Las diferencias puntuales que se aprecian
entre los hospederos no presentan una tendencia que sugiera que existe un fendmeno de
relevancia bioldgica detras, sino que probablemente ocurren debido a variabilidad intrinseca de E.
granulosus en este estadio larvario, asi como diferencias en el fraccionamiento de las muestras, que
no se realizd en paralelo, ya que el fraccionamiento del material de origen bovino precedia al
comienzo de esta Tesis. Por consiguiente, no se considerd necesario elucidar completamente los

glicanos de material ovino. En cambio, se decidid proseguir con la elucidacién estructural completa
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de los glicanos principales de las fracciones H e IJ del hospedero bovino, ya que es mayor la
disponibilidad de material parasitario de este hospedero en nuestro pais. Esto permitiéd obtener
cantidades compatibles con el andlisis por NMR de glicanos que exhiben motivos estructurales
predichos por MS? (ramas de HexNAc o Hex,HexNAc sobre el esqueleto principal de hexosas) que

no habian sido plenamente descritos previamente a esta Tesis.

4.3 Elucidacién estructural completa de nuevos O-glicanos de la capa laminar de E.
granulosus

De los glicanos presentados hasta el momento en la Figura 20 y la Tabla 4, se elucidaron
completamente por NMR y analisis de posiciones de sustitucién 6 nuevas estructuras (H1a, H3a,
H7, 1J84, 1J105 e 1J104’), provenientes de 5 sub-fracciones. Si bien 4 de estos glicanos (todos
excepto H1a y H7,) provienen de sub-fracciones de varios componentes detectables por MS?, los
componentes minoritarios de cada sub-fraccidn se hallan en cantidades suficientemente bajas para
no interferir en la elucidacién, por lo que no se intentd re-cromatografiarlos para purificarlos. En el
caso de 1J10, e 1J104’, se encontraron dos componentes muy emparentados en cantidades similares
y fue posible elucidar con certeza ambos, como se explica en detalle mas abajo. Los resultados del
andlisis de posiciones de sustitucion se presentan en la Tabla 6. Ademas de las sub-fracciones
mencionadas, a otros 3 oligosacaridos se les realizd este andlisis pero no se pudo llevar la
elucidacién a término mediante NMR, dada la falta de muestra (sub-fraccion H6,, Tabla 4) o a que

se trataba de mezclas complejas de dificil resolucién (sub-fracciones 14 e 1J9, Tabla 4).
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Tabla 6: Analisis de metilacion de glicanos de 6 a 8 residuos

provenientes de la CL de E. granulosus

Tiempo de retencién (min)

3 Estr r
Estand | A | u5A | H3A | HeA | usa | uea | M10A/ structura
ar IJ10A
1215 | 1215 | 12,15 | 12,03 | 12,15 | 12,03 | 12,04 | 1109 | 2346 tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido
(Galp terminal)
12,66 | 12,64 | 12,66 | 12,60 | 12,65 | 12,60 | 12,61 | 12,53 | 2>*® tetra-O-metil-a-D-galactopirandsido
(Galp terminal)
1573 | 1572 | 15,72 | 1558 | 15,70 | 15,62 | 1564 | - 4-0-acetil-2,3,6-tri-O-metil-B-D-
galactopirandsido (Galp 4-sustituida)
17,25 | 17,13 | 17,13 | 17,04 | 17,14 | 17,09 | 17,10 | 17,00 4-O-acetil-2,3,6-tri-0-metil-a-D-
galactopirandsido (Galp 4-sustituida)
1839 | - | 1836 | 18,19 | 1838 | 18,20 | 18,38 | 18,24 3-O-acetil-2,34:4r-O-meti B-O-
galactopirandsido (Galp 3-sustituida)
2025 | - | 2015 | 20,02 | 20,22 | 20,04 | 20,31 | 20,09 30-acetil-2,34-tri-O-meti-o-D-
galactopirandsido (Galp 3-sustituida)
3,6-di-O-acetil-2,4-di-O-metil-a- D-
2 25,34 - 2 - 25,1 25,12 2 ! !
239 >3 >.08 151 25, >/09 galactopirandsido (Galp 3,6 disustituida)
2-deoxi-2-acetamido-3,4,6-tri-O-metil-N-metil-
27,31 27,32* | 27,32* 27,30 - - 27,18 . o .
! ! ! ! ! B-D-glucopirandsido (GlcNAcp terminal)
3,6-di-O-acetil-2,4-di-O-metil-p - D-
27,42 27,37* | 27,42* - - - - - ! . . . y . o,
! ! ! galactopirandsido (Galp 3,6 disustituida)
2-deoxi-2-acetamido-1,4,5-tri-O-metil-N-metil-
27,54 | 27,50* | 27,56* | 27,66 | 27,58 - - 27,28 3,6-anhidro-galactosaminitol (GalNAc-ol 3,6-
disustituida)”
2-desoxi-2-acetamido-3,4,6-tri-O-metil-N-
1 1 - - 1,94 - - 1,7 r
31,86 31,93 319 31,79 metil-a-D-glucopirandsido (GlcNAcp terminal)
2-desoxi-2-acetamido-4-0-acetil -3,6-di-O-
33,80 - - 33,85 - - - - metil-N-metilB-D-glucopirandsido (GIcNAcp 4-
sustituida)
2-deoxi-2-acetamido-3-O-acetil -1,4,5,6-tetra-
34,28 - - - - 34,17 | 34,28 | 34,07 O-metil- N-metil —galactosaminitol (GalNAc-ol
3-sustituido)
2-desoxi-2-acetamido-4-0-acetil -3,6-di-O-
37,39 - 37,25 | 37,30 - 37,29 | 37,36 - metil-N-metil a-D-glucopirandsido (GIcNAcp 4-
sustituida)
2-deoxi-2-acetamido-3,6-di-O-acetil -1,4,5-tri-
40,89 - - 40,70 - - - - O-metil- N-metil-galactosaminitol (GalNAc-ol

3,6-disustituido)

*Picos no resueltos en el cromatograma.
A: durante la reacciéon de metandlisis, el residuo de GalNAc-ol 3,6 disustituido (metilado en
posiciones 1,4,5 y N) sufre una reacciéon de deshidratacién entre los grupos hidroxilo en posiciones 3
y 6, dando lugar a un éter ciclico (residuo 3,6 anhidrogalactitol metilado) [91]. Los picos
correspondientes a Gal 3,6 disustituida presentan un corrimiento de aproximadamente 0,2 min
respecto al estindar en el anémero o excepto para H14, mientras que la identificacién del anémero 3
se dificulta por la superposiciéon con GalNAc-ol 3,6 disustituido.
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Para elucidar completamente la estructura de cada glicano se utilizd una bateria de 5
experimentos de NMR: espectro monodimensional de protdén, espectros de protdn bidimensionales
COSY, TOCSY y ROESY, y un experimento bidimensional heteronuclear protén-carbono HSQC [92].
No se utilizd el espectro de NOESY, ya que este genera sefales que pueden ser negativas o
positivas, dependiendo del largo del glicano, y para largos intermedios (como los glicanos en
estudio), la sefal es practicamente nula. En cambio, en el espectro de ROESY, las sefiales son
siempre positivas, por lo que nunca se anulan, independientemente del largo del glicano [37]. Los
desplazamientos de carbono se obtuvieron del espectro de HSQC, debido que las pequeiias

cantidades de muestra no son compatibles con la deteccion por carbono en tiempos razonables.

La Figura 21 muestra la asignacién del glicano H3, como ejemplo. En primer lugar, se
determinaron los desplazamientos de los protones anoméricos y sus constantes de acoplamiento
con los protones H, en el espectro monodimensional de protén. Los protones anoméricos a se
reconocen por tener un alto desplazamiento quimico (~5 ppm, por efecto anomérico), y una baja
constante de acoplamiento con sus respectivos protones H, (¥4 Hz), que son axiales tanto para la
configuracién gluco como galacto en conformacion *C,, debido a que el angulo diedro entre estos
es cercano a 602 (cercano a un minimo en la ecuacion de Karplus [37], en tanto que los protones
anoméricos B no presentan efecto anomérico pero poseen un angulo diedro de 1802 y por ende

presentan mayores constantes de acoplamiento (~8 Hz).

A partir del desplazamiento de los protones H;, se determinaron los desplazamientos de
protones H; en el espectro de 2D-COSY (Figura 22). Los demds protones de cada sistema de espin
se determinaron en el espectro 2D-TOCSY (Figura 23) por acoplamiento con sus respectivos
protones anoméricos, permitiendo luego seguir la conectividad de cada sistema de espin en el
espectro 2D-COSY. Con los valores de desplazamientos de protones H, es posible encontrar los
desplazamientos de C; en el espectro HSQC, y distinguir los residuos de aminoazucares (C, ~ 50-55

ppm) de los de hexosas (C; ~70 ppm) (Figura 24).

Vale la pena aclarar que los residuos de configuracidn gluco poseen todos los protones del anillo
en posiciones axiales, por lo cual los angulos diedros entre todos ellos son de 1802 y por

consiguiente las constantes de acoplamiento son altas. Esto permite que la magnetizacidon se
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transmita eficientemente desde el protdon H; hasta el protéon Hs (y en ocasiones hasta Hg), y se
puedan identificar los crosspeaks correspondientes en el espectro de 2D-TOCSY. En cuanto a los
residuos de galactosa, el protén H, se encuentra en posicion ecuatorial, por lo que los angulos
diedros entre Hs-H4 y H4-Hs son cercanos a 602 y por lo tanto las constantes de acoplamiento entre
estos protones son relativamente bajas. Es por esto que las sefiales Hi-Hs por lo general son muy

débiles para residuos de galactosa en el espectro de 2D-TOCSY.
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Figura 21: Interpretacion del espectro de 1D-1H del glicano H3a. Se determinaron los desplazamientos quimicos y constantes
de acoplamiento Hi-H> (indicativas de la anomericidad, no presentadas en la figura) asi como los valores de integracién de
cada sefial, para confirmar el nimero de protones que componen a la sefial. Las tinicas sefiales suficientemente separadas de la
mayoria (3,5-4,0 ppm) en el espectro corresponden a los protones anoméricos, protones de grupos acetamido (tres protones
equivalentes por residuo de HexNAc), el proton Ha del residuo de galactitol y los protones Hs de galactosas terminales. Para
estos ultimos, nétese que se trata de multipletes, debido a la presencia de tres protones vecinales (Hs, He y H¢'). Para facilitar la

interpretacién se muestra la estructura del glicano H34, en la que cada residuo presenta un color que se corresponde con las
sefales indicadas en el espectro.
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Figura 22 : Interpretacion del espectro de 2D-COSY del glicano H3a. Se muestra el espectro en el rango de desplazamientos
quimicos de 3,0 hasta 5,0 ppm, rango que excluye las sefales de los protones de los grupos acetamido, ya que al estar sobre un
grupo exociclico, no acoplan con el sistema de espin del anillo. Si bien el espectro es simétrico respecto a la diagonal, algunas
sefiales se visualizan mejor en una mitad del espectro. Las sefiales mas importantes e identificables corresponden a crosspeaks
Hi-Hz (recuadradas en linea punteada roja), para las cuales solo se indica la letra correspondiente al residuo al que
corresponden, y estan recuadradas. Otras sefales sencillas de asignar corresponden al residuo de alditol, que presente menos
superposicion con los desplazamientos de residuos en forma piranosa. Se resaltan algunas de estas correspondientes al
residuo de GalNAc-ol, indicadas como Hx-Hy, dénde Hx es la sefial de protén en la abscisa y Hy en la ordenada.
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Figura 23: Interpretacién del espectro de 2D-TOCSY del glicano H3a . Se muestra el espectro en el rango de desplazamientos
quimicos de 3,0 hasta 5,0 ppm; se aplican las mismas consideraciones que para el espectro 2D-COSY. En este experimento, las
sefiales mas informativas son aquellas correspondientes a acoplamientos de protones anoméricos con los demas protones de su
sistema de espin. Notese que atn para los residuos de a-galactopiranosa (A y D) es posible detectar los protones Hs (4,36 ppm), a
pesar que el acoplamiento es débil.
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Figura 24: Interpretacién del espectro HSQC del glicano H3a. Se muestra el espectro en el rango de desplazamientos quimicos
de protén de 3,2 hasta 5,2 ppm, y entre 50 y 110 ppm para carbono, lo que excluye a la sefial del grupo acetamido (2,07 ppm y 22,7
ppm respectivamente). Se sefialan las regiones de los anoméricos a y (. Las sefiales de las posiciones 5 de a-galactosas (residuos A
y D) se diferencian por sus altos desplazamientos de protén (4,36 ppm). Para las posiciones 4, se observa un corrimiento del
desplazamiento de carbono de aproximadamente 10 ppm para los residuos sustituidos en 4 (B y E), respecto a los residuos que
presentan esa posicion libre (A, D y C). Andlogamente, la sefal de la posicion 3 para el residuo C posee un desplazamiento de
carbono ~10 ppm mayor que en los demas residuos. Se identificaron los residuos GIcNAcp F y GalNAc-ol mediante el

desplazamiento de Cz (50- 56 ppm).
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Figura 25: Interpretacion del espectro ROESY del glicano H3a. Se muestra el espectro en el rango de desplazamientos quimicos
de 3,0 hasta 5,0 ppm; se aplican las mismas consideraciones que para el espectro 2D-COSY. Para el acoplamiento entre protones
del mismo residuo, se indican los protones involucrados y se emplea el cédigo de color del residuo, en tanto que la conectividad
entre residuos distintos se indica con el mismo cédigo de colores de cada residuo y recuadrado en linea roja punteada. Se observan
sefiales de acoplamiento entre Hi y Hs para los residuos A y D, que claramente poseen mayores intensidades de sefial que en el
espectro TOCSY, lo que corresponde a acoplamientos en el espacio. Se destacan las sefiales de acoplamiento entre el protén
anomérico del residuo B y los protones Hs y Ha del residuo C. También se observa la conectividad de los protones anoméricos de
los residuos GIcNAcp F y Galp C con los protones 6 y 3 del residuo de GalNAc-ol respectivamente. No se sefialan todos los
acoplamientos observados entre protones para simplificar la figura. Se indican con flechas sobre la estructura del glicano los
acoplamientos en el espacio hallados.
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En la Figura 25 se presenta el espectro de 2D-ROESY para el glicano H34. Para este tipo de

glicanos en particular, los acoplamientos a través del espacio por NOE son dificiles de interpretar,

por los siguientes motivos:

Los protones anoméricos de dos residuos pueden presentar iguales desplazamientos
quimicos (ej Galp Cy Galp E, glicano H3,, Figura 21 a Figura 25y Tabla 7)

Los protones H3 y Hs en un residuo de B-galactopiranosa pueden tener desplazamientos
muy cercanos (ej Galp B y Galp E, Tabla 7 glicano H3,). Ya que ambos son protones
axiales del mismo lado del plano del anillo que el protdon anomérico, ambos deberian
acoplarse con este ultimo a través del espacio, dando sefiales superpuestas.

Los protones en posiciones homodlogas de galactosas del esqueleto principal de (Galp B1-
3), suelen tener desplazamientos muy proximos, ya que comparten entornos quimicos
practicamente idénticos. En el caso de protones Hz esto enmascara una sefial indicativa
de un enlace B1-3 entre dos residuos bajo una sefial H; — Hs al interior de un mismo
residuo, esperada dada la configuracién del mismo. Como ejemplo, en el glicano 1J10,
(Tabla 7) los protones H3 de los residuos consecutivos en secuencia Galp C, Galp D y
Galp E tienen desplazamientos quimicos muy similares. En consecuencia, el acoplamiento
Overhauser entre H1 de Galp Cy H3 de GalNAc-ol queda escondido bajo el acoplamiento
entre H1 y H3 del residuo Galp C. Similar problema aparece para detectar el
acoplamiento entre H1 de Galp D y H4 de Galp E.

Los enlaces glicosidicos presentan libre rotacion, de modo que un enlace 1-3 implica la
proximidad espacial del protdn anomérico de un residuo con el protén Hs del siguiente,
pero también con el protdn H, de ese segundo residuo, pudiendo llevar a la conclusion
errénea que el enlace es B1-4. Ejemplificado por el glicano H3, (Figura 25 y Tabla 7), el
proton H1 de Galp B acopla tanto con H3 como con H4 de Galp C. Andlogamente,
siempre refiriendo al glicano H3,, los protones H, de los residuos Galp A, Galp B, Galp Dy
Galp E poseen iguales desplazamientos quimicos, por lo que no es posible discriminar los
acoplamientos indicativos de enlaces glicosidicos GalpA(al1-4)Galp B y GalpD (al1-4)Galp E
de acoplamientos H; — Hs dentro del propio sistema de espin de Galp Ay Galp D, o

posibles enlaces GalpA(al-4)GalpE y GalpD(a1-4)GalpB.
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Para confirmar las posibles sustituciones de los residuos se observaron los desplazamientos de
carbono en el espectro HSQC (Figura 24). Las posiciones sustituidas presentan un corrimiento del
desplazamiento de carbono de +10 ppm respecto a un residuo del mismo tipo en el cual dicha
posicion no esté sustituida. En situaciones como la planteada en el Ultimo ejemplo de la lista
anterior (glicano H3,), los residuos Galp A y Galp D se distinguieron y colocaron en la secuencia del
glicano en base a los desplazamientos de residuos homdlogos en glicanos de menor tamafio que no
presentan ambos tipos de residuos simultaneamente, es decir que poseen decoracion sobre el
residuo GIcNAc del core pero no un residuo de Galp (a1-4) (glicanos G1, y G3,) o viceversa (glicanos

E3 A, F2 AY G7A)

Finalmente, es preciso acotar que la asignacién de los espectros de NMR se apoya fuertemente
en las secuencias deducidas por espectrometria de masas y en las posiciones de sustitucidn
elucidadas en el analisis de metilacion. Con esto presente, se comentardn a continuacidn las

estructuras de los 6 nuevos O-glicanos elucidados de la CL de E. granulosus.

En primer lugar, para el glicano H1,, de secuencia Hex,(HexNAc)Hex(HexNAc)HexNAc-ol (Tabla
4), se determind por analisis de posiciones de sustitucién (Tabla 6) la presencia de residuo(s) de
Galp terminal, de Galp monosustituida en posicién 4, de Galp disustituida en posiciones 3 y 6, de
GlcNAcp terminal y de GalNAc-ol disustituido en posiciones 3 y 6. Dado que la secuencia indica un
Unico residuo de cada tipo, la asignacion es Galp(1-4)Galp(1-3)[GIcNAcp(1-6)]Galp(1-3)[GIcNAcp(1-
6)]GalNAc-ol, por lo que estrictamente solo restaria determinar las anomericidades y confirmar las
configuraciones por NMR. En NMR (Tabla 7), se hallé un Unico residuo con anomericidad o, cuyos
desplazamientos corresponden a un residuo de galactosa terminal, de modo que los demas enlaces
glicosidicos de la molécula son . Los desplazamientos quimicos y correlaciones por efecto nuclear
Overhauser (NOE) son consistentes con la secuencia y posiciones de sustitucidn recién planteadas.
En particular, se destaca la correlacién por NOE entre protones con 4,58 pmm (H; de GIcNAcp C) y
3,79 ppm (Hg de Galp D), que confirma el enlace 31-6 de la ramificacién con N-acetilglucosamina,
siendo esta la primera ramificacion sobre el esqueleto principal Galp(B1-3), de plenamente
caracterizada en glicanos de la CL. Otra sefal diagndstica del mismo enlace consiste en el
incremento del desplazamiento de Cg del residuo sustituido (Galp D) desde un valor de ~61 ppm

(para galactosas no sustituidas en esa posicién) a un valor de 69.6 ppm.
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En cuanto al oligosacérido H3,, de secuencia Hexs(Hex, HexNAc)HexNAc-ol (Tabla 4), el analisis
de metilacion indica la presencia de residuos de Galp terminal, Galp monosustituida en posiciones 3
y 4, Galp disustituida en posiciones 3 y 6, GIcNAcp monosustituida en posicion 4 y GalNAc-ol
disustituido en posiciones 3 y 6 (Tabla 6). Todos estos tipos de residuos son compatibles con la
secuencia predicha, excepto por el residuo de Galp disustituida en posiciones 3 y 6, lo que hace
suponer que el mismo proviene de algun otro producto de la sub-fraccién H3, presumiblemente el
glicano H3¢ (Tabla 4). De esta forma, las posiciones de sustitucion de los residuos de
acetamidoazlcares quedan determinadas, no asi los tres residuos de galactosa no terminales (dos
de la porcion media del esqueleto principal y uno de la decoracién sobre el residuo de GIcNAcp del
core 2), que en principio podrian estar sustituidas en posicién 3 o 4. Para este oligosacarido-alditol
se hallaron por NMR dos residuos de anomericidad o con desplazamientos consistentes con
residuos de galactosa del extremo no reductor reportados previamente ([70], Tabla 9), por lo que
se trataria probablemente de un glicano con cap de Galp al-4 (extrapolando de lo observado
anteriormente para glicanos mas pequefios), y cuya ramificacion también terminaria en a-Galp
(residuos Galp A y Galp D respectivamente, Tabla 7). La conectividad entre residuos se dedujo
teniendo en cuenta los acoplamientos por NOE, el decremento del desplazamiento quimico de
carbono de la posicién sustituida (relativo al que tendria en caso de no estar sustituida), y a la
observacion empirica realizada en el contexto de este trabajo (y verificada estudiando sus
antecedentes directos [70]) que el desplazamiento del protdn anomérico de residuos de galactosa
del esqueleto principal (Galp(p1-3),) en este tipo de glicanos disminuye desde el extremo no
reductor al reductor, en tanto que el del protén H, generalmente aumenta en esa direccién, como
se describié anteriormente (Figura 21, comparar protones H1 de residuos Galp C y Galp B). En
suma, este glicano posee el motivo P1 comentado en la Introduccidon, como decoracion del residuo
de GIcNAcp del core (residuos Galp D, Galp E y GIcNAcp F, Tabla 6), y un esqueleto principal
compuesto por 2 residuos de Galp(f1-3) (uno proveniente del core) y un cap Galp(c1-4). De esta

forma, el glicano H3, es un andlogo mayor del glicano G3, descrito en el trabajo antecedente [70].

Para el tercer glicano plenamente elucidado, H7,, no se contd con datos de analisis de
metilacion, pero se pudo igualmente realizar la elucidacion total por NMR. Dada la simplicidad de
su secuencia, que solo contiene 5 residuos pirandsicos mas el residuo de alditol. Esta elucidacién se

bas6 en los desplazamientos de proton y carbono conocidos para glicanos analogos,
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particularmente habiendo elucidado las sefiales correspondiente al residuo de galactosa 3,6
disustituida a partir del glicano H1,. Como se establecié previamente, se identifica claramente el
sistema de espin correspondiente al residuo de GIcNAcp mediante el desplazamiento de 55,8 ppm
de C2, y el residuo de N-acetilgalactosaminitol se distingue por poseer sefiales caracteristicas de un
alditol. Los demads residuos de galactosa siguen la tendencia observada, a lo largo del esqueleto
principal, de disminucidn en el desplazamiento del protdn anomérico desde el extremo no reductor
al reductor, y la tendencia contraria para los protones Hy. De esta manera, a pesar de carecer de los
datos de andlisis de metilacion, fue posible asignar cada sistema de espin a su respectiva posicién
dentro de la secuencia. Este glicano posee un cap de Galp(al-4) y todos los demas residuos tienen
anomericidad . H7, constituye el segundo ejemplo de una ramificacion GIcNAcp(p1-6) sobre el

esqueleto principal de Galp(B1-3).

El siguiente glicano elucidado completamente, 1J8,, presenta similares sefiales que el glicano H3,
por analisis de metilacion (Tabla 6), con la diferencia que el residuo de GalNAc-ol se encuentra
monosustituido en posicidn 3 y se observa la sefial de galactosa 3,6 disustituida, coherente con la
secuencia prevista por MS? de Hexs[Hex,HexNAc]HexHexNAc-ol (Tabla 4). Si bien el tiempo de
retencién del andémero o de Gal 3,6 disustituida se encuentra desplazado 0,24 min respecto al
estandar y no fue posible identificar al andmero [, tampoco se encontraron sefiales con tiempos de
retencién correspondientes a otros tipos de galactosa disustituida. En este glicano se observan 2
protones anoméricos a (Tabla 7), asignados a residuos de galactosa terminales, tanto del
esqueleto principal como de la ramificacién. Los desplazamientos quimicos de protén y carbono de
los residuos Galp D, Galp E y GIcNAcp F reproducen las observadas para el motivo P1 en el glicano
H3,, v el protdn anomérico del residuo de GIcNAcp presenta un acoplamiento por NOE con el
protén He' del residuo de Galp G (4,62 ppm — 3,98 ppm), confirmandose de esta manera que la

ramificacion Hex,HexNAc de este glicano corresponde a un motivo P1 externo al core, siendo este

el primer ejemplo de este motivo elucidado a completitud. Los demads desplazamientos vy
acoplamientos son consistentes con un esqueleto principal de 3 residuos Galp(B1-3) con un

extremo no-reductor Galp(a1-4) y un extremo reductor reducido GalNAc-ol.
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Tabla 7: Asignacion de espectros NMR de oligosacaridos-alditoles

Galp (A)

GleNAgp (C)

GleNAgp (E)

Galp (D)

Hla

Desplazamientos quimicos ppm y constantes de acoplamiento H,-H,

Y H2 H3 H4 H5 H6 H6 NAc|C1 C2 C3 C4 CB5 C-6 NAC
GalNAcol | 375380 439 405 424 370 370 395 206 | 611 517 776 694 681 710 227
Galp(A) 4,98 (7,8Hz) 386 394 404 438 383 * - 100,6 69,7 69,7 697 714 611 -
Galp(B) 4,70 (7,8Hz) 368 377 406 3,77 3,88 3,64 - 1053 71,3 728 779 756 60,6 -
GIcNAGp(C) | 458 (B4Hz) 370 355 345 349 378 394 207 | 1025 559 743 705 761 610 227
Galp(D) 4,54 (8,4Hz) 376 384 415 389 3,79 3,98 - 102,0 724 822 681 738 69,6 -
G|CNACP (E) 4,54 (7,7Hz) 371 355 345 349 376 394 2,07 102,0 559 743 705 747 611 22,7

Galp (D)

Cralp (B)

Galp (C)

GalNAc-ol

H3A

Desplazamientos quimicos ppm y constantes de acoplamiento H;-H,

Residuo H2 H3 H4 H5 H6 H6 NAc | C1 C2 C3 C4 C5 C6 NAC
GalNAc-ol 3,73;3,70 441 409 348 428 3,70 394 2,07 60,8 51,9 773 693 679 71,7 22,7
Galp(A) 497(39Hz7) 385 393 404 436 385 * - 1018 693 698 698 717 613 -
Galp(B) 4,70 (7,4Hz) 366 3,77 405 374 386 3,89 - 1056 71,7 731 783 759 613 -
Galp(C) 4,53 (7,8 Hz) 3,77 385 417 374 365 * - 1046 70,7 825 68,8 759 613 -
Galp(D) 494 (40Hz) 384 394 404 436 372 379 - 1008 *  * 693 7.7 613 -
Galp(E) 4,53 (7,8Hz) 358 3,74 405 376 385 3,9 - 103,7 716 721 777 759 608 -
G|CNACp(F) 4,63 (7,2Hz) 3,74 365 374 359 387 4,00 2,07 102,7 56,1 731 79,7 754 61,3 22,7
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Tabla 7: Continuaciéon

GlIcN Acp (M

Galp (A)

»

H g H H - { H a——
N N A NP A A P e H7
0 A
Galp (B) Galp (C) Galp (E) GalNAc-vl

Desplazamientos quimicos ppm y constantes de acoplamiento H;-H,

Residuo ] H2 H3 H4 HS5 H6 H6 NAC |C1 C2 C3 C4 C5 C6 NAc
GalNAc-ol 371378 4390 405 354 416 365 368 206 | 601 518 777 692 698 631 227
Galp(A) 498 (34Hz) 387 392 404 438 384 395 - 1007 692 691 692 711 605 -
Galp(B) 470 (7.8Hz) 367 377 405 374 386 366 - 1044 713 724 776 750 607 -
Galp(C) 468 (T4Hz) 383 387 418 372 378 * - 1044 706 821 687 750 613 -
GIcNACp(D) | 460 87Hz) 371 357 345 348 377 394 207 | 1016 558 741 7L1 762 6L0 227
Galp(E) 455(80Hz) 374 384 418 389 * 399 - 1035 706 816 687 738 694 -

Gl (10

e HF H H

e, { MNH
- L3 "
S e N L S -~ _\g IJ8

Galp (13) Gl (C) Cualp (G} GalN Ac-ol

Desplazamientos quimicos ppm y constantes de acoplamiento H;-H,

Residuo

H-1 H2 H3 H4 H5 H6 H6 NAc | C1 C2 €3 C4 C5 C6 NAc
GalNAc-ol 3,72; 3,80 440 407 353 416 368 365 2,06 | 61,3 51,9 778 693 698 632 227
Galp(A) 497 (39Hz) 388 391 405 438 38 375 - 1008 69,7 698 693 71,1 607 -
Galp(B) 471(7,7Hz) 368 376 406 377 38 * - 1047 716 726 777 754 604 -
Galp(C) 468(78Hz) 382 38 417 371 378 * - 1046 71,2 825 688 754 613 -
Galp(D) 495(3,8Hz) 38 391 405 436 371 * - 1008 693 697 693 71,3 608 -
Galp(E) 453(75Hz) 360 376 404 * * * - 1037 712 726 778 * * -
GIcNAcp(F) | 462(72Hz) 376 367 374 360 38 401 207 |10L,7 556 721 792 754 608 227
Galp(G) 455(75Hz) 376 384 418 382 38 398 - 1036 70,7 820 688 730 687 -




Tabla 7: Continuaciéon

1J104

: 1J104°

Desplazamientos quimicos ppm y constantes de acoplamiento H;-H,

Residuo :

H-1 H2 H3 H4 H5 H6 HBE NAc [C1 C2 C3 C4 C5 C6 NAc
GalNAc-ol 3,71/3,85 440 409 346 428 364 369 206 | 607 52,1 76,7 695 681 711 227
GalNAc-ol’** 3,71/3,85 440 409 346 428 365 368 206 |607 521 767 695 681 634 227
Galp(A) 498(39Hz) 38 393 403 439 374 * - 1010 690 696 696 714 614 -
Galp(B) 4,72 (75Hz) 366 376 405 377 390 384 - 1053 714 728 780 756 608 -
Galp(C) 469 (7,0Hz) 380 388 417 372 378 * - 1048 709 827 690 752 615 -
Galp(D) 469 (7,7Hz) 3,75 388 422 372 378 * - 1048 709 827 690 752 615 -
Galp(E) 455(7,7Hz) 372 385 417 377 376 * - 1039 714 827 690 756 615 -
Galp(E’)** 455(7,7Hz) 3,72 385 417 389 398 388 - 102,3 714 827 690 742 700 -
GIcNAcp (F, F)** | 460 (79Hz) 3,72 356 346 346 377 39 207 | 1020 559 747 704 766 61,0 227

Los desplazamientos quimicos de 13C se obtuvieron a partir de espectros de HSQC, por lo que no se
pudo obtener los desplazamientos de grupos carbonilo. Las constantes de acoplamiento se
presentan entre paréntesis, exclusivamente para dtomos H-1 de residuos monosacaridicos. Las
correlaciones se presentan como flechas sobre las estructuras; estas se derivan de espectros de NOE
(ROESY). Las flechas verdes indican correlaciones entre dos protones perfectamente resueltos, y las
flechas rojas indican correlaciones entre un protén bien resuelto y un protén cuya sefial se
superpone a la de otro protén. Adicionalmente, las flechas azules destacan el acoplamiento entre el
protén anomérico de un residuo GlcNAcp de una ramificacién y el protén Hs de un residuo de Galp
del esqueleto principal, es decir, la sustituciéon correspondiente al nuevo motivo estructural (para
glicanos de la CL de E. granulosus) elucidado en el presente trabajo.

* No se pudo determinar el desplazamiento quimico debido a superposicién de senales.

** Se asignaron a partir de una misma muestra los desplazamientos de 2 oligosacaridos,
denominados IJ10 y IJ10’, los cuales solo difieren en la ubicacién del residuo de GIcNAcp.
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Por ultimo se elucidé completamente la subfraccién 1J10, la cual contiene 3 glicanos distintos por
MS?, de los cuales el i6n m/z=1595,8 (1J10/ 1)104’, de secuencias Hexs[HexNAc]HexNAc-ol y
Hexs[HexNAc]HexHexNAc-ol respectivamente) es considerablemente mas intenso que el ién m/z
=1840,9, que corresponderia a un glicano minoritario dentro de esta sub-fraccion (1J10g, de
secuencia Hexs[HexNAc]Hex[HexNAc]HexNAc-ol) (Tabla 4 y Figura 26). Esta mezcla se vio
reflejada en el andlisis de posiciones de sustitucion, en sefales de GalNAc-ol 3,6 disustituido por un
lado (pertenecientes al 1J104 y/o 1J10g), y GalNAc-ol 3 sustituido y Gal 3,6 disustituida por otro
(pertenecientes 1J10," y/o 1J10g, Tabla 6), aparte de las sefiales de Gal terminal, Gal 3 sustituida y

Gal 4 sustituida, presentes en los tres glicanos.

En el espectro unidimensional de protén de la sub-fraccién 110, se observaron dobletes para los
protones anoméricos de los residuos Galp A, Galp B, Galp C, y Galp D (4,69 ppm-4,98 ppm, nétese
gue Galp C, y Galp son dos dobletes intercalados), un doblete del protén anomérico de GIcNAcp F
(4,60 ppm), y dos dobletes intercalados a 4,55 ppm (Figura 27A). De esta forma, parecerian existir
7 residuos pirandsicos, que podrian corresponder a la secuencia del glicano 1J10g (Tabla 4), lo que
no seria consistente con la baja intensidad de su ién pseudomolecular por espectrometria de masas
(Figura 26). Asignando una integracion de 1 al proton anomérico de Galp A, las sefiales a 4,54 ppm
poseen una integracion cercana a 1, es decir que corresponden en su totalidad a un protén y no a
dos, lo que sugiere fuertemente la presencia de dos componentes mayoritarios en la fraccion, que
difieren ligeramente en el entorno quimico del residuo Galp E (cuyo anomérico origina la sefial
compleja centrada a 55 ppm). Al observar el espectro de HSQC de esta muestra (Figura 27C), se
observan dos pares de sefiales correspondientes a la posicion 6 de un residuo de GalNAc-ol 6-
sustituido (71,1 ppm), lo que seria consistente con 1J10g, pero también se observan las sefiales de
la posicion 6 de un residuo de GalNAc-ol que no presenta sustitucion en 6 (Cs a 63,4 ppm). La
presencia simultdanea de ambos juegos de sefiales mutuamente excluyentes es, nuevamente,
indicativa de que existen dos al menos glicanos principales en la muestra, uno derivado de core 1y
otro de core 2, que podrian corresponder a 1J10, e 1J10,". A partir del espectro de HSQC también se
determinaron dos juegos de sefiales correspondientes a la posicién 6 de Galp E, una de ellas con
desplazamiento de Cg de 61,5 ppm (no sustituida, proveniente de 1J10,) y otra de 70,0 ppm

(sustituida, proveniente de 1J104") (Tabla 7).
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Figura 26: Espectro de MS! de la sub-fraccion IJ10. Se observa el i6n de m/z= 1599,8
correspondiente a los glicanos IJ10a e IJ10A" y el i6n de m/z= 1840,9 correspondiente al
glicano IJ10s, con un 21% de la intensidad del pico 1599,8.

t: no correspondiente a O-glicanos completamente permetilados de férmula general
HexnHexNAcmHexNAc-ol (n>1, m=0)

Dado que la Unica diferencia entre 1J10, e 1J10," radica en la posicidn de la segunda antena, en el
residuo de GalNAc-ol o sobre la primer Gal desde el extremo reductor, los entornos quimicos de los
residuos A — D son practicamente idénticos, lo que implica que las sefales de estos residuos en uno
y otro glicano serian idénticas. De este modo las relaciones de integracién de estos residuos entre si
serian siempre cercanas a 1, independientemente de la relaciéon de abundancia de 110, e 1J104’. Lo
mismo se cumpliria para el residuo GIcNAcp F. Por otro lado, las sefiales a 4,55 ppm corresponden
al primer residuo de Gal desde el extremo reductor, cuyo desplazamiento del protén anomérico se
corre muy levemente dependiendo de que exista o no sustitucion en la posicidon 6. La suma de las
integraciones de las sefales a 4,55 ppm se mantendria cercana a la del residuo Galp A,

independientemente de las proporciones de ambos isémeros en la mezcla. Nétese que la relacién
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de abundancia entre 1J104 e 1J10," no se puede estimar por espectrometria de masas ya que ambos

glicanos tienen igual masa.

Alternativamente, si las sefales se debieran a 1J10g mas 1J104’, la integracion de la sefal de
GIcNAcp F a 4,60 ppm seria mayor a la del residuo de Galp A, ya que provendria del Unico residuo
de GIcNAcp de 1J10," mas los dos residuos de GIcNAcp de 1J10s. Como se observa en la Figura 27A,
la integracion del residuo GIcNAcp F es de hecho menor a la de Galp A, por lo que se descarta que
1J10; sea responsable de las sefales del espectro. Esto es consistente con la menor intensidad de la

sefial de 1J105 en MS' (Figura 26).

Como confirmaciéon adicional de esta hipdtesis, en el espectro monodimensional de protén se
observa que existen tres sefiales a 2,056, 2,068 y 2,075 ppm, correspondientes a protones de
grupos acetamido (Figura 27B). La integracion de estas tres sefiales en conjunto es seis veces
mayor a la del protén anomérico de Galp A (4,98 ppm), lo que corresponde a 2 grupos acetamido,
qgue corresponderian a un residuo de GAINAc-ol y a un residuo de GIcNAcp en cada molécula,
ponderados por la abundancia relativa de cada molécula. Si 1J10gz fuese un componente
predominante de la fraccidn, la integracidon de estas sefiales deberia ser superior a 6, ya el este

glicano posee tres N-acetilhexosaminas.

En suma, los desplazamientos hallados para esta muestra son consistentes con la existencia de
dos moléculas de similar abundancia, ambas con 4 residuos Galp(f1-3) en el esqueleto principal
(uno de ellos perteneciente al core) y cap de Galp(al-4), pero una de ellas portando un residuo de
GlcNAcp(B1-6) como parte del core 2 (1J104) vy la otra portando el mismo tipo de residuo como
ramificacidon de la cadena principal (1J104’), lo que constituye otro ejemplo de este nuevo motivo
estructural reportado en esta Tesis. En este caso no fue posible confirmar la ramificacién de 1J104’
por acoplamientos en el espacio, pero si se verificd el aumento en el desplazamiento de Cg del

residuo disustituido (Galp E’).
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Figura 27 : Elucidacion por NMR de los componentes de la sub-fraccion IJ10. Espectro de
protén, en la region de los protones anoméricos (A), y en la region de los protones del
grupo acetamido (B). En rojo se indican las integraciones de las sefiales, tomando como
referencia (1) el doblete a 4,98 ppm. (C) Espectro HSQC ampliado en la region de 3,2 - 4,6
ppm en 'Hy 50 - 85 ppm en 13C (lo que excluye a las sefiales de los anoméricos y del grupo
acetamido), indicando las sefiales de posiciones 6 de los dos componentes mayoritarios
(IJ10a e IJ104"). Se resaltan también las sefiales de las posiciones 2 de N-acetilhexosaminas
(GlcNAcp y GalNAc-ol).
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Adicionalmente, como dato confirmatorio para aquellas estructuras para las que se determind la
presencia del motivo P1 (Galp(al-4)Galp(B1-4)GIcNAcp), H34 e 1J8,, se estudié por NMR estructura
del glicano biotinilado 5 que contiene el motivo (sobre el core), mediante 1D-'H vy 2D-COSY(Figura
15A). Los desplazamientos (Tabla 8) coinciden con los reportados previamente para el glicano G1
del trabajo precedente a esta Tesis [70]. Ademas, para el motivo P1, coinciden razonablemente con
los reportados en esta Tesis para los productos H3, e 1J8,. Esto constituye una confirmacién

adicional de la elucidacidn estructural del motivo P1 en O-glicanos de la CL de E. granulosus.

Tabla 8: Desplazamientos de 'H del glicano sintético biotinilado 5.

GalNAc (E) -.'Y .

.

. Desplazamientos quimicos (ppm)
Residuo H-1 H-2 H3 H4 H5 H6
Galp(A) 4,47 (7,9Hz) 3,55 3,63 3,93 3,75 *
Galp(B) 4,96 (4,1Hz) 3,87 3,86 4,04 4,36 3,71
Galp(C) 4,53 (8,2Hz) 3,61 3,75 4,06 * *
GlcNacp(D) 4,57 (8,1 Hz) 3,77 3,68 3,74 3,57 3,84
GalNAcp 4,91 (3,9Hz) * * * * *

*: No determinado

Los desplazamientos quimicos de los protones anoméricos Hi y sus constantes de
acoplamiento con H»> se determinaron a partir del espectro 1D-'H. Los desplazamientos
quimicos de H> se determinaron en el espectro 2D-COSY, identificados por su
acoplamiento con sus respectivos Hi. Los restantes desplazamientos no se identificaron
de novo, ya que no se obtuvieron espectros de 2D-TOCSY, HSQC ni 2D-ROESY de buena
calidad. En cambio, se tomaron los valores del oligosacarido-alditol homélogo G1 [70] y
se verificaron los acoplamientos esperados en el espectro 2D-COSY.
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Se realizé también una busqueda de los desplazamientos quimicos de protdn y carbono para
todos los glicanos elucidados, en Glycosciences.de [88]. En la Tabla 9 se presentan los
desplazamientos estimados y las diferencias con los valores experimentales hallados en esta Tesis.
Debe tenerse en cuenta que los desplazamientos estimados se generan como promedio de las
estructuras reportadas en la base de datos; en algunos casos el motivo estructural buscado esta
poco representado en la base de datos, por lo que el resultado toma en consideracion estructuras

con entornos quimicos similares, pero no idénticos.

En términos generales, los desplazamientos estimados concuerdan con los experimentales, en el
caso de protdn con diferencias menores a 0,05 ppm y para carbono menores a 1,0 ppm. Se observa
la misma tendencia de que los desplazamientos quimicos de los protones anoméricos de los
residuos de la cadena principal disminuyan desde el extremo no reductor al reductor, y que los de
los protones H, de estos residuos aumenten en este sentido. Una diferencia curiosa entre los datos
experimentales y los generados por la base de datos es el caso del residuo sub-terminal sustituido
en posicion 4. Si bien se trata de un residuo de anomericidad B, se encuentra reportado con un
valor de H; de 5,03 ppm, caracteristico de un proton a; de modo similar, el desplazamiento de
carbono en este residuo es menor al experimental, pudiendo coincidir con una anomericidad o
tanto como B. Esta estimacién proviene de una Unica estructura reportada [93], a diferencia de
otras estimaciones que corresponden al promedio de varias estructuras reportadas
independientemente. El desplazamiento experimental, en todos los glicanos elucidados en esta
Tesis y en el antecedente directo de la misma [70] es de ~4,70 ppm, y la anomericidad se confirmo
por la constante de acoplamiento H;-H, de 7,4-7,8 Hz. Esto sugiere que podria haber un error en la

asignacion del residuo reportado en la base de datos.

También se verificd en Glycosciences.de el aumento del desplazamiento de carbono de las
posiciones sustituidas, con excepcidn de la sustitucidn en posicién 6, para la cual la base de datos
predice valores similares a los de residuos sin esta sustitucion y 7-8 ppm menores a los valores

experimentales obtenidos.
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Tabla 9: Comparacion de los desplazamientos quimicos determinados
experimentalmente y los reportados en bases de datos (Glycosciences.de)

4 E )
C 6

6
p3 H1
', B3D ( A)
\ A B J

Desplazamientos quimicos estimados (ppm)

Residuo Hi H2 H38 H4 H5 H6 [ C1__C2 C3 _C4 _C5 _ Cé
Galp(A) 4,95 3,85 3,93 4,04 4,34 370 | 1014 69,2 70,0 69,8 71,8 61,5
Galp(B) 5,03 3,72 3,95 4,05 3,79 394 | 1019 775 73,8 79,8 75,7 60,9
GIcNACp(C) 4,59 3,76 3,74 3,63 3,60 378 | 1020 559 73,2 79,3 75,7 61,0
Galp(D) 4,54 3,56 3,88 4,19 3,69 394 | 1046 704 82,4 69,3 74,9 60,9
GlcNACp (E) 4,60 3,75 3,70 3,72 3,60 400 | 1019 544 74,4 70,7 76,7 61,6

Residuo Diferencia absoluta (estimados-experimental, ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 c-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
Galp(A) -003 001 001 000 -004 -0,13 0,8 -0,5 0,3 0,1 0,4 0,4
Galp(B) 0,33 0,04 018  -001 0,02 0,06 -3,4 6,2 1,0 1,9 0,1 0,3
GIcNACp(C) 0,01 0,06 0,19 0,18 0,12 0,00 0,5 0,0 -1,1 8,8 -0,4 0,0
Galp(D) 000 -021 0,04 004  -020 -0,04 2,6 -2,0 0,2 1,2 11 8,7
GlcNAcp (E) 0,06 0,04 0,15 0,27 0,11 0,06 0,1 -1,5 0,1 0,2 2,0 0,4

(D E N
o4 B4
p6
T | (H3,)
o4 B3
AP E

Residuo Desplazamientos quimicos estimados (ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
Galp(A) 4,95 3,85 3,93 4,04 4,34 370 | 1014 692 70,0 69,9 71,8 61,5
Galp(B) 5,03 3,72 3,95 4,05 3,79 390 | 10,9 775 73,8 79,7 75,7 60,9
Galp(C) 4,50 3,53 3,83 4,19 3,68 376 | 1054 718 83,0 69,6 76,4 61,9
Galp(D) 4,95 3,85 3,93 4,04 4,34 370 | 1014 692 70,0 69,9 71,8 61,5
Galp(E) 4,57 3,53 3,73 4,03 3,89 390 | 1038 722 74,3 78,1 75,6 61,4
GlcNACp(F) 4,59 3,77 3,72 3,69 3,59 398 | 1022 562 735 79,7 75,9 61,3

Diferencia absoluta (estimados-experimental, ppm)

sl H1 H2 H3 H4 H5 H6 | C1__ _C2 C3 C4 _Cb5 Cb
Galp(A) 002 000 000 000 002 015 | 04 01 02 0.0 01 02
Galp(B) 033 006 018 000 005 001 | -37 58 07 15 02  -04
Galp(C) 004  -024 002 002 006 011 | 08 11 0.4 08 05 06
Galp(D) 001 001  -001 000 -002 -002 | 06 : : 0.6 01 0.2
Galp(E) 004  -005 001 -002 013 000 | 00  -05 22 04 03  -06
GIcNAcp(F) | 004 003 007 -006 000 002 | 05 -01 -04 00 05 00
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Tabla 9: Continuaciéon

(H7,)

Residuo Desplazamientos quimicos (ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
Galp(A) 4,95 3,85 3,93 4,04 4,34 3,76 1014 69,2 70,0 69,9 71,8 61,5
Galp(B) 5,03 3,72 3,95 4,05 3,79 3,85 1019 775 73,8 79,8 75,7 60,9
Galp(C) 4,62 3,61 3,83 4,19 3,69 3,78 1049 711 82,9 69,5 75,9 61,9
GlcNAcp(D) 4,59 3,76 3,74 3,63 3,60 3,94 1019 54,4 74,4 70,7 76,7 61,6
Galp(E) 4,54 3,56 3,88 4,19 3,69 3,94 1046 704 82,4 69,3 74,9 60,8
esiduo Diferencia absoluta (estimados-experimental, ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 C-1 C-2 C3 C-4 C5 C-6
Galp(A) 0,03 0,02 0,01 0,00 0,04  -0,08 0,7 0,0 0,9 0,6 0,7 1,0
Galp(B) 0,33 0,05 0,18 0,00 0,05 -0,01 -2,5 6,2 1,4 2,2 0,7 0,2
Galp(C) 0,06  -022  -0,04 0,01 -0,03 0,00 0,5 0,5 0,8 08 0,9 0,6
GlcNAcp(D) 0,01 0,05 0,17 0,18 0,13 0,00 0,3 -1,4 0,3 -0,4 0,5 0,5
Galp(E) 001  -0,19 0,04 0,01 -0,20 - 1,1 0,2 0,8 0,6 1,1 -8,6
(DE F )
o4 B4
3
ad B3 P3G
&2 BC
Residuo Desplazamientos quimicos estimados (ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H5 H-6 C-1 c2 c3 C4 c5 C6
Galp(A) 4,95 3,85 393 404 434 370 | 1014 692 70,0 69,9 71,8 61,5
Galp(B) 5,03 3,72 395 4,05 379 39 | 1019 775 738 79,8 75,7 60,9
Galp(C) 4,62 3,61 383 419 369 378 | 1049 71,1 829 69,5 75,9 61,9
Galp(D) 4,95 3,85 393 404 434 370 | 1014 692 70,0 69,8 71,8 61,5
Galp(E) 4,57 3,53 373 4,03 389 39 | 1038 722 743 78,1 75,6 61,4
GlcNACp(F) 4,62 3,76 374 3,63 360 394 | 1017 556 733 81,6 75,3 61,2
Galp(G) 4,554 3,55 38 4,19 369 394 | 1056 704 824 693 74,9 60,9
Residuo Diferencia absoluta (estimados-experimental, ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H5 H-6 C-1 C2 C3 C4 C5 C6
Galp(A) 0,02 003 002 001 -004 -0,05 0,6 0,5 0,2 0,5 0,7 08
Galp(B) 0,32 0,04 019  -001 002 004 -2,8 59 1,2 2,1 0,3 -
Galp(C) 0,06 -021 003 002 -002 0,00 0,3 0,1 0,4 0,7 0,5 0,6
Galp(D) 000 -00L 002 -001 -002 -001 0,6 0.1 0,3 0,5 0,5 0,7
Galp(E) 004  -007 -003 -001 - - 0,0 1,0 1,7 0,3 - -
GlcNACp(F) 0,00 0,00 007 -011 000 0,06 0,0 0,0 1,2 2,4 -0,1 0,4
Galp(G) 001 021 004 001 013 -0,04 2,0 0,3 0,4 0,5 1,9 7,9
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Tabla 9: Continuaciéon

4 )
P6 B6

(J10,) p3 1J10.’
o B B3 p3 P3 A 0003 (10,)

\_ S \_ _/

Desplazamiento quimico (ppm)

Residuo

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 C-1 C-2 C-3 c4 C-5 C-6
Galp(A) 495 38 393 404 434 370 [1014 692 700 699 71,8 615
Galp(B) 503 372 395 405 379 39 |10L,9 775 738 798 757 609
Galp(C) 462 361 383 419 369 378 | 1049 711 829 695 759 619
Galp(D) 462 361 38 419 369 378 | 1049 711 829 695 759 619
Galp(E) 455 356 383 419 369 364 | 1046 704 830 696 749 607
Galp(E”) 454 356 383 419 369 394 | 1046 704 824 693 749 609
GlcNAGp (F) 460 375 370 372 360 400 | 1020 559 732 793 757 610
GlcNACp (F’) 459 376 374 362 361 394 | 1019 544 744 707 767 616
Residuo Diferencia absoluta (estimados-experimental, ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 C-1 C-2 C-3 c-4 C5 C-6
Galp(A) 003 000 000 001 -005 -004 | 04 0,2 0,4 0,3 0,4 0,1
Galp(B) 031 006 019 000 002 000 | -34 6,1 1,0 18 0,1 0,1
Galp(C) 0,07 -019 005 002 -0,03 0,00 0,1 0,2 0,2 0,5 0,7 0,4
Galp(D) -007 -014 -005 -0,03 -003 0,00 0,1 0,2 0,2 0,5 0,7 0,4
Galp(E) 000 -016 -002 002 -008 -012 | 07 -1,0 0,3 0,6 0,7 -0,8
Galp(E’) 001 -016 003 002 -020 -0,04 | 07 -1,0 -0,3 0,3 0,7 9,1
GIlcNACp (F, F) 000 003 014 02 014 023 0,0 0,0 -1,5 8,9 0,9 0,0

Los desplazamientos quimicos de H y 13C predichos por la base de datos Glycosciences.de
se basan en los promedios de los valores de residuos monosacaridicos reportados que
poseen un entorno quimico igual o similar a los estudiados. Algunos de los valores
provienen de una tnica estructura reportada (por ejemplo los correspondientes a residuos
Galp B, en todos los casos) o de residuos monosustituidos en lugar de disustituidos (los
desplazamientos de Hs y Cs de Gal 3,6 disustituida en H1a, H7a, IJ8a e IJ10A" estan
estimados a partir de un residuo de Gal 6 monosustituida).

En resumen, se elucidaron completamente 6 nuevos O-glicanos de la CL de E. granulosus, que
presentan estructuras relacionadas a las descritas previamente para los O-glicanos menores de la
CL, pero agregan dos motivos estructurales nuevos: la ramificacion con GIcNAcp(B1-6) (en los
glicanos H1,, H7, e 1J104") vy la decoracién de esta con un disacdrido de galabiosa Galp(al-

4)Galp(B1-4) para formar un motivo P1 (en 1J8,).
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44 Determinacion de la especificidad del anticuerpo monoclonal E492

Como se explicé en la introduccidn, se sabia que el anticuerpo monoclonal E492 era inhibible por
Galp(al-4)Galp [74]. Esto podia implicar, en el contexto del glicoma de la CL, que reconociera al
extremo no reductor del esqueleto principal terminado en un cap de Galp(al-4) o al motivo de
galabiosa presente como decoracion del residuo de GIcNAcp(B1-6) del core 2 o de las
ramificaciones. El reconocimiento podria ser exclusivamente de los dos residuos del extremo no
reductor, en cuyo caso ambos motivos podrian ser reconocidos indistintamente, o abarcar uno o
mas residuos adicionales y por tanto ser especifico de uno de los dos (Galp(a1-4)Galp(B1-3)Galp del

esqueleto principal o el motivo P1, Galp(a1-4)Galp(B1-4)GIcNAcp).

Para establecer cual de los motivos estructurales glucidicos presentes en la CL es reconocido por
el anticuerpo monoclonal E492, se utilizd un panel de 5 oligosacaridos sintéticos basados en
glicanos elucidados de la CL de E. multilocularis [67, 68], en un ensayo de tipo ELISA directo (Figura
28A). A diferencia de los oligosacaridos liberados del material hidatico, estos glicanos poseen su
extremo reductor sin reducir, en forma de a pirandsidos conjugados a una aglicona compuesta por
biotina y un brazo espaciador (glicano-Biot, para abreviar), lo cual permite su unién a la placa
sensibilizada con estreptavidina. Debe destacarse que este panel (Figura 15) incluye un motivo que
practicamente no estd representado en la CL de E granulosus (con la notable excepcién de un
glicano minoritario de origen bovino, H3g/ 1J3g’; Tabla 4): el motivo Galp(B1-4)GIcNAc(B1-6) (sin
decorar con Galp(al-4)), presente en el glicano sintético 4. Debe también destacarse que los
glicanos del panel que portan el motivo Galp(al-4) terminal o “cap” (glicanos 2 y 3) lo tienen en un
contexto ligeramente distinto, ya que en E. granulosus no se ha hallado presente directamente
sobre el residuo de Gal del core sino solamente sobre residuos mas externos (glicanos E3,, F25, G2

yG7aenla Figura 18, y H1a, H34, H74, 184, 11104 € 104" en la Tabla 7)

El anticuerpo reconocid, en forma dependiente de la concentracidon, exclusivamente al glicano 5
(Galp(B1-3)[Galp(01-4)Galp(B1-4)GIcNAcp(B1-6)]GalNacp(al-)R, siendo R el grupo mostrado en la
Figura 15A). Para confirmar la especificidad del anticuerpo, se realiz6 un ensayo de competencia
utilizando tres glicanos solubles unidos a TMSEt: un control negativo (core 2, glicano 3’), un control
positivo (glicano 2’, idéntico en su porcion glucidica al glicano 5 unido a la placa), y un glicano con

un cambio en la anomericidad de uno de los residuos del posible epitope (glicano 1’). Como se
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observa en la Figura 28B, el anticuerpo no es indiferente a la anomericidad de los residuos que
componen el epitope, ya que su unidn al glicano 5 que no es inhibible por el glicano 1’. En base a
estos ensayos se deduce que el anticuerpo E492 reconoce al motivo de tipo P1, no siendo posible
asegurar hasta este punto si el epitope estd restringido al trisacédrido Galp(al-4)Galp(B1-

4)GIcNAcp(B1-6) o abarca adicionalmente al residuo de GalNAc reductor terminal.
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Figura 28: Determinacién de la especificidad de el anticuerpo monoclonal E492. (A) Inmunoensayo directo con glicanos sintéticos
inmovilizados. De las dos estructuras que presentan Galpal-4 Galp terminal, el anticuerpo solo se une a la que lo presenta en el
contexto de un motivo P1 (glicano 5). Para todos los glicanos estudiados se utilizé una IgG3 de especificidad irrelevante como
control negativo, que no dio ninguna sefial (no mostrado). (B) Ensayo de inhibicién por glicanos solubles. En A y B se utilizan
colores para indicar correspondencia entre las estructuras y las curvas. Las barras corresponden a desviaciones estandar de
triplicados en todos los casos. La union de E492 al glicano 5 en la superficie de la placa se inhibe por el glicano 2 conteniendo el
motivo P1, pero no por un glicano (1) en el cual la anomericidad del residuo terminal esta invertida. Nétese que la cantidad de
glicano soluble necesaria para obtener un 50% de inhibicién es relativamente alta, del orden de 100 pg/mL, debido posiblemente a
un fenémeno de avidez frente al glicano presentado en forma polivalente en la placa.
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4.5 Uso del anticuerpo monoclonal E492 como herramienta de elucidacién estructural
parcial

Habiendo determinado que el epitope del anticuerpo E492 abarca al motivo Galp(al-
4)Galp(B1-4)GIcNAcp por lo menos, se estudid la reactividad del anticuerpo con sub-fracciones de
las fracciones H e IJ de glicanos de la CL (provenientes de material de origen ovino). Dado que a
varios de estos productos no se les caracterizé la configuracion de sus residuos, sus posiciones de
sustitucidon, ni anomericidades, el anticuerpo podia funcionar como una herramienta de
elucidacién estructural parcial. De la fraccién H de gel-filtracion se analizaron 7 sub-fracciones
(Figura 29A), de las cuales 6 inhibieron la unién del anticuerpo al glicano sintético inmovilizado
en la placa de forma dependiente de la concentracidon. Todos los glicanos que resultaron capaces
de inhibir la reaccién produjeron en MS? el fragmento de m/z = 690,3, correspondiente a la

subestructura Hex,HexNAc (Tabla 5).

Es importante destacar que los glicanos H4, y H9, (Unicos detectables en las correspondientes
sub-fracciones), que dan inhibicién en el ensayo, presentan el motivo Hex,HexNAc en el contexto
de una ramificacién por sobre el esqueleto principal. Esto sugiere que el epitope del anticuerpo
no abarca al residuo de GalNAc del core 2, sino que estd restringido a Galp(al-4)Galp(B1-
4)GIcNAcp. Cabe acotar también que los glicanos dominantes de las sub-fracciones H1 e 1J10 (H1,
e 1J10,/1J104" respectivamente), portan el trisacarido Galp(al-4)Galp(B1-3)Galp(B1-3), y por ende
la falta de inhibicidn por estas fracciones confirma que el epitope del anticuerpo E492 no incluye
al cap Galp(al-4) en ningln contexto, ya sea sobre el residuo de Galp(B1-3) del core (como se
demostré anteriormente, Figura 28A) ni tampoco abarcando a dos residuos de Galp(B1-3) del

esqueleto principal.

Las sub-fracciones H4 y H5 inhiben la unién a mayor concentraciéon que las demas sub-
fracciones que también inhiben; sin embargo esto no se correlaciona con ningln rasgo
estructural distintivo, por lo que parece sensato que estas diferencias se deban principalmente a
errores en la estimacién de la concentracién, posiblemente debidos a contaminantes glucidicos
no hallados por MS? gue no porten el motivo P1. El Unico glicano de la fraccidn H que no inhibid

la unién fue H1,, que presenta dos HexNAc terminales no decoradas y un cap de Galpal-4 sobre
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el esqueleto principal (por datos obtenidos en el material de origen bovino), el cual no deberia

ser reconocido por el anticuerpo.

En cuanto a la fraccién 1J, las sub-fracciones 1J7 e 1J10, que son mezclas de homdlogos mas
elongados del glicano H1, (en algunos casos con extremos reductores Hex-ol), no inhibieron la
unién del anticuerpo, en tanto que las sub-fracciones 1J4 e 18, que presentan glicanos con el
motivo Hex,HexNAc en forma de ramificaciones sobre el residuo de Hex del core, si lo hicieron

(Figura 298B).

En suma, los datos de reactividad con este anticuerpo monoclonal son plenamente
coincidentes con los datos estructurales previos a nivel de NMR. Ademas indican que el motivo
Hex,HexNAc encontrado en glicanos estudiados solamente a nivel de MSZ, tanto sobre el core 2
como en ramificaciones sobre el esqueleto principal de Galp(B1-3), corresponde, en todos los

casos analizados, al motivo P1, Galp(al-4)Galp(B1-4)GIcNAcp.
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Figura 29: Aplicacién del anticuerpo E492 como complemento en la elucidacion de oligosacaritoles de las fracciones H e IJ de gel-filtracion
provenientes de hidatides ovinas. (A) Ensayo de inhibicién por sub-fracciones de la fraccion H. Las sub-fracciones H2-H5, H8 y H9 los cuales
presentan glicanos con el trisacarido HexHexHexNAc son capaces de inhibir la unién de E492 al glicano sintético 5, mientras que la sub-
fraccion H1, que no presenta el motivo, no es capaz de inhibir. (B) Ensayo de inhibicién por glicanos solubles de las sub-fracciones IJ. Las sub-
fracciones 1J4 e IJ8, que contienen glicanos que portan el trisacarido HexHexHexNAc como ramificacion, inhiben la unién de E492, en tanto que
IJ7 e IJ10, cuyos componentes no presentan este motivo por MSMS, no muestran inhibicion. En ambos casos, nétese que la mayor concentracién
ensayada para cada glicano es variable, y corresponde a la cantidad disponible de cada uno. Las barras corresponden a desviaciones estandar
de triplicados en todos los casos. Se presentan las estructuras de los componentes de cada sub-fraccion; los componentes principales se

encuentran subrayados.
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5. Discusion y conclusiones

5.1 Repertorio estructural de O-glicanos de la capa laminar de Echinococcus granulosus.

5.1.1 Glicoma de la CL de E. granulosus en distintos hospederos

En primer lugar se compard la distribucion de O-glicanos provenientes de hidatides de
hospedero bovino y ovino, para establecer si el contexto inflamatorio es una variable que
condicione el repertorio estructural del glicoma de la CL. A nivel de distribucién de tamafos no se
observaron diferencias significativas, siendo predominantes las estructuras de 2-3 residuos
monosacaridicos, principalmente los cores 1y 2 desnudos, y el core 1 decorado con un residuo de
galactosa, y estando presentes cantidades progresivamente menores de estructuras de mayor
porte en ambos hospederos. Esto implica que las estructuras pequefas son una caracteristica de la

CL en si misma, y no consecuencia de un proceso de glicosilacion impedido en el hospedero bovino.

Un estudio mas en detalle de la composicién de cada fraccién por MS® revelé muy pocas
diferencias entre hospederos en las fracciones de menor nimero de residuos, y diferencias
puntuales en las fracciones mas complejas. Estas diferencias son atribuibles diferencias bioldgicas
individuales, junto con la variabilidad combinatoria producto de las alternativas biosintéticas que se
hacen disponibles a partir de un cierto nimero de residuos, concretamente la posibilidad de
introduccién y decoracién de ramificaciones. Sin embargo, desde una perspectiva mas amplia, lo
importante a destacar es que en ambos hospederos se observa el repertorio completo de motivos
estructurales, representados en similar proporcion. Asi por ejemplo, los extremos GIcNAc sin
decorar hallados en muestras de origen bovino son estructuras normales en la CL y no la
consecuencia de menor expresidon o actividad de la enzima que transfiere el residuo de B-Gal a la
posicion 4 de este residuo, lo que interrumpiria la sintesis del motivo P1 en su totalidad.
Similarmente, los residuos de B-Gal terminales sobre el esqueleto principal (es decir, esqueletos sin

cap) también son propios de la CL y no debidos a glicosilacién incompleta.

Adicionalmente, se estudio la distribucion de tamanos por gel-filtracidn de glicanos liberados de
hidatides de otros hospederos naturales (suino, ser humano) y de la infeccion experimental en el

peritoneo de ratén, los cuales tampoco presentaron diferencias con las muestras de origen bovino

112



(datos no presentados). Mds notablemente, al estudiarse las vesiculas hijas de hidatides bovinas,
las cuales también poseen CL y estdn protegidas de la reaccién inflamatoria del hospedero por
encontrarse dentro de la hidatide (véase la Figura 3), se encontr6é la misma distribucion de

tamafios de los O-glicanos mucinicos (datos no presentados).

Se concluye entonces que los glicanos elucidados son caracteristicos de la biologia del parasito y
no una consecuencia de glicosilacion incompleta o alterada u otro fendmeno biolégico asociado
con el hospedero bovino, que es mas hostil para el desarrollo de la hidatide de E. granulosus de la

cepa G1.
5.1.2 Conjunto de posibilidades estructurales de O-glicanos la CL

Para completar el universo de posibilidades estructurales presentes en el glicoma de la CL, se
elucidaron a completitud 6 nuevas estructuras, que incluyen las ramificaciones previamente no
caracterizadas. Con estas nuevas estructuras completamente resueltas y el relevamiento a nivel de
MS? de aproximadamente 40 sub-fracciones entre ambos hospederos mencionados, el panorama

estructural que emerge consiste en:

coresly?2

e elongacién sobre el residuo de Gal de los cores con Galp(f1-3) para formar un esqueleto
principal de galactosas

e terminacion del esqueleto principal con un cap de Galp(al-4)

e introduccién de ramificaciones de GIcNAcp(B1-6) sobre los residuos Galp(f1-3)

e vy decoracién de los residuos de GIcNAcp(B1-6), del core como de las ramificaciones, con el

disacarido Galp(al1-4)Galp(B1-4).

Particularmente, se hallaron las siguientes restricciones en cuanto a la forma de combinacién de
estos motivos:

e la introduccion del cap solo se realiza luego de una primera elongacién con al menos un
residuo de Gal(B1-3), lo cual efectivamente constituye una diferencia con lo observado en E.
multilocularis [66], como se habia supuesto al principio de esta Tesis.

e las ramificaciones con GIcNAc se pueden introducir independientemente del core en el que se

base el glicano, siendo preferencial el primer residuo de Gal (o sea, el del propio core 1 o 2)

113



como punto de ramificacion. En el caso de existir 2 residuos con GIcNAc, estos suelen
encontrarse en ramificaciones consecutivas, tipicamente una del core 2 y otra sobre el residuo
de Gal del core. Dicho de otra manera, los casos en que dos ramificaciones estén espaciadas
por un residuo de Gal sin ramificar del esqueleto principal son raros en la CL.

e laintroduccion del cap y de la ramificacion no parece nunca realizarse sobre el mismo residuo,
es decir que el residuo de galactosa 4,6 disustituida no pertenece al glicoma de la CL.

e las decoraciones de los residuos GIcNAc, tanto del core 2 como de las ramificaciones externas,
consisten en el disacdrido Gal(al-4)Gal(B1-4) como unidad, habiéndose hallado evidencia a
nivel de MS? en un Unico caso, excepcional, de decoracidn por Unico residuo de Hex (Gal en
este contexto).

e En caso de existir mas de un residuo de GIcNAc (de una ramificacion y/o sobre Gal del core 2),
la decoracién por Gal(al-4)Gal(B1-4) se da preferencialmente sobre el residuo de GIcNAc mas

externo.

En la Figura 30 se presenta un resumen de todas las estructuras de O-glicanos resueltas
completamente para E. granulosus, tanto en el trabajo antecedente como en esta Tesis, asi como
posibles relaciones biosintéticas entre los mismos. Los pasos de biosintesis se infirieron a partir de
las estructuras mismas exclusivamente, aunque algunos de ellos también estan apoyados por datos
transcriptomicos de la CL [73]. En dicho transcriptoma se encontraron ESTs (expressed sequence
tags) que codifican para proteinas con funcién, predicha por similitud con otras enzimas ya
caracterizadas (en comparacion por Blast), correspondientes a: (i) core-1-f1-3-galactosiltransferasa,
que podria ser responsable de la formacién del core 1 y/o la elongacion del esqueleto principal
(agrupadas como paso (1), en la Figura 30) e (ii) B1-4-galactosiltransferasa, que podria participar

de la sintesis del motivo P1 (parte del paso (5), Figura 30).

En el transcriptoma mencionado también se hallaron secuencias que codifican para enzimas
involucradas en el metabolismo de galactosa (UDP-glucosa-4-epimerasa, Gal-1-fosfato-uridil-
transferasa, y el transportador de UDP-galactosa). También se identificaron dos secuencias para
enzimas que catalizan en el primer paso de la sintesis de O-glicanos, es decir la introduccién de a-
GalNAcp sobre residuos de serina o treonina del esqueleto peptidico; una de estas, Eg-pp-GalNac-
T1, fue clonada y caracterizada bioquimicamente, como se menciond anteriormente [64]. Cabe

acotar que estas pp-GalNAc-Ts (y tal vez otras pp-GalNAc-Ts no identificadas todavia) podrian
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exhibir actividades complementarias, dependientes o no de la existencia de sitios glicosilados
cercanos preexistentes, como se ha reportado en otros miembros de la familia en mamiferos [94].
De forma especulativa, y contemplando la posibilidad de localizacién diferencial de las distintas pp-
GalNAc-Ts a través del Golgi, podria darse el caso de introduccién “tardia” de nuevos cores,
posterior a la elongacidn de los ya existentes. En este escenario, estos nuevos cores podrian no ser
pasibles de elongarse, lo que daria cuenta de la gran abundancia de cores desnudos en mucinas de
la CL. Alternativamente, este fendmeno podria darse simplemente por diferencias en las cinéticas
de las distintas glicosiltransferasas. Esto ultimo también es vdlido para explicar que las ramas de
GIcNAc puedan estar decoradas con un disacarido Gal(al-4)Gal(B1-4) o desnudas, pero nunca con
un solo residuo de Gal(B1-4); es decir, cabria esperar que la actividad de la p1-4-

galactosiltransferasa fuese limitante respecto a la de la al-4-galactosiltransferasa.

Finalmente, se hallaron varios ejemplos de oligosacaridos-alditoles con extremo de hexitol,
presumiblemente galactitol, dado que la Unica hexosa hallada en la CL es galactosa. Es posible que
estos productos deriven de reacciones secundarias de peeling debidas a las drasticas condiciones
de liberacion por B-eliminacion, a pesar de realizarse la misma en condiciones reductoras. De ser
este el caso, seria de esperar que las reacciones de peeling afectaran a todos los glicanos por igual,
por lo que resulta enigmatico que para algunos glicanos se detecten sus equivalentes con extremo
reductor hexitol pero para otros no. No es posible descartar la posibilidad que estos oligosacaritoles
no sean artefactuales sino que tengan relevancia bioldgica, por ejemplo por tratarse de O-glicanos
de tipo O-galactosa genuinos, como los reportados para el gusano adulto de E. multilocularis [50].
Resulta contraintuitivo, sin embargo, pensar que en la CL exista una enzima que sintetice cores
alternativos de galactosa (en paralelo a los cores 1 y 2 convencionales), ya que, a priori, estos no
aportarian ningun beneficio evidente para la supervivencia del pardsito. Otra posibilidad a explorar
es que estos glicanos con extremo hexitol provengan de la escisién in vivo de glicanos de mayor
tamafio, concebiblemente en el contexto de envejecimiento no enzimatico de la CL, o como
consecuencia de “podas” por glicosidasas parasitarias secretadas que le permitan a la hidatide
modular la elasticidad de la CL y consecuentemente permitir el crecimiento concéntrico. Este
ultimo escenario, suponiendo un sitio de corte preferencial posterior al residuo de Gal de los cores,

también podria justificar la dominancia de cores desnudos.
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5.2 Comparacion de los O-glicanos de la CL con otros glicanos mucinicos conocidos

5.2.1 Cores desnudos o truncados y glicanos cortos

Los cores desnudos y las estructuras cortas son dominantes tanto en la CL de E. granulosus [70]

como en la mucina de obtenida del metacestodo de E . multilocularis [66], lo que sugiere que es

una caracteristica de las hidatides del género Echinococcus. Esta conclusién también surge de que

la CL de E. vogeli (asi como la de E. multilocularis) unen fuertemente la lectiva vegetal PNA, cuya

especificidad principal es por el core 1 desnudo [65, 95]. Este tipo de estructuras también se
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encuentra en mucinas humanas como MUC 1, una mucina de superficie celular que ha llamado la

atencién de los inmundlogos de tumores por haberse descrito originalmente en la misma la

presencia de epitopes especificos de carcinoma mamario [97]. MUC1 se encuentra en numerosos

tejidos, y en el contexto tumoral presenta peculiaridades de glicosilacion, entre las que se destacan
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estructuras truncadas (como los antigenos Tn vy sialil-Tn, estructuras 1 y 6 respectivamente en la
Figura 31) y estructuras cortas sialiladas (glicanos 7 a 10 y también el propio antigeno sialil-Tn,

estructura 6; en la Figura 31), que parecerian estar ausentes en lineas celulares no malignas [96].

Estos glicanos cortos de MUC1 presentan algunas similitudes con los de la CL, y particularmente
con los glicanos de la mucina Em2 de E. multilocularis [66]. Los glicanos 1 a 4 de la Figura 31 se
encuentran en esta mucina, mientras que los glicanos 7, 9, 10 y 12 son analogos a los de la mucina
Em2 que en vez de terminaciones con Gal(1-4) (probablemente de anomericidad a) presentan
NeuAc(a2-3). Esta homologia se pierde al considerar los glicanos de la CL de E. granulosus, ya que
en este parasito la introduccién del cap de Gal(al1-4) requiere de previa elongaciéon con Gal(B1-3)

sobre el residuo de Gal del core, caracteristica aparentemente ausente en O-glicanos humanos.

La presencia de glicanos pequefios o truncados (particularmente aquellos sialidados) en MUC1
de cancer de mama conlleva a la exposicidon de epitopes peptidicos subyacentes de la apomucina,
de relevancia inmunoldgica [96]. Extrapolando esta observacién a los glicanos mucinicos de la CL, es
concebible que existan diferencias de determinantes antigénicos entre las mucinas de E. granulosus
y E. multilocularis no solo a nivel de epitopes glucidicos, sino también en el grado de
exposicion/enmascaramiento de la apomucina, considerando las diferencias en el largo de los
glicanos mucinicos, al menos entre la de E. granulosus y la mucina Em2 de E. multilocularis. De
todos modos, hay que considerar también que la densidad de sitios de glicosilacidon potenciales es
mayor en las apomucinas propuestas de la CL (Figura 13) que sobre las mucinas humanas,

particularmente, en MUC1, en la cual no existen residuos consecutivos de serina o treonina [96].
5.2.2 Glicanos largos

Los glicanos elongados hallados en la CL de E. granulosus se adaptan adecuadamente al
prototipo conceptual de los glicanos conocidos de mucinas de mamiferos (particularmente en las
mucinas MUC1 y MUC2) [98], esquematizado en la Figura 32. En estas mucinas, los glicanos
basados en alguno de los 8 cores mucinicos reconocidos pueden elongarse con una serie de
residuos que conforman el esqueleto del glicano, compuesto por unidades repetitivas. En el o los
extremos no reductores (mas de uno si existen ramificaciones) se pueden introducir residuos de
fucosa o acido sidlico, que actian como caps que interrumpen la elongacion de la cadena principal

[98].
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de N-acetilactosamina (LacNAc), conformando el antigeno del grupo sanguineo “1”.
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Estos extremos conforman la periferia del glicano, y en muchos casos dan lugar a motivos propios
de grupos sanguineos, tales como los antigenos del grupo ABO o los antigenos de Lewis entre otros

[99].

Un ejemplo de esto (ejemplo (1) presentado en la Figura 32B), posee un core 2 con elongacion
a partir del residuo de GIcNAc para dar un esqueleto de poli-LacNAc, presentando una unidad de
LacNAc en la periferia. Esta cadena de poli-LacNAc es comun a distintas clases de glicanos (N-y O-
glicanos, y glicolipidos), y corresponde al antigeno del grupo sanguineo “i”, expresado
abundantemente en eritrocitos embrionarios [100, 101]. El grupo LacNAc periférico también podria
estar fucosilado y/o sialilado para dar motivos de la familia de antigenos de Lewis. Por otro lado, al
ejemplo (1) se le pueden sumar ramas mediante la adicion de GIcNAc(B1-6) a residuos de Gal del
esqueleto principal (ejemplo (2), Figura 32B) [102], las cuales subsiguientemente continlan

glicosilandose para dar lugar a otras unidades de LacNAc (ejemplo 3, Figura 32B). Esto genera el

antigeno del grupo sanguineo | [99].

Los datos de MS! de los glicanos mas largos de la CL detectados antes de esta tesis mostraban
composiciones Hex,HecNAc,,HexNAc-ol (2€m<4) que podrian haber correspondido a un esqueleto
de poli-LacNAc. Contrariamente, el esqueleto de los O-glicanos mas largos de la CL difiere del de los
glicanos mucinicos conocidos en mamiferos en dos grandes aspectos: (i) la unidad repetitiva es
Gal(B1-3) en lugar de LacNAc, e (ii) el esqueleto se construye a partir del residuo de Gal del core 1 o
2 en lugar del residuo de GIcNAc del core 2. Otra diferencia radica en que las unidades de LacNAc
en los glicanos de la CL de E. granulosus son motivos cripticos, enmascarados por un cap de Gala(1-

4) para dar el motivo P1.

Una caracteristica que si comparten los glicanos mucinicos de la CL con los de mamiferos es que
las ramificaciones por GIcNAc se introducen sobre residuos de Gal mediante enlaces B1-6. En
mamiferos, la introduccion de ramas GIcNAc(B1-6) esta catalizada por distintas enzimas, segun sea
para sintetizar el core 2, el core 4, o el grupo sanguineo | (enzimas denominadas C2GnT, C4GnT e
IGNnT respectivamente), existiendo ejemplos de enzimas que catalizan mds de una de estas
reacciones (C2GnT-M) [98]. Para E. granulosus no se han identificado todavia las B1-6 GIcNAc-

transferasas que podrian participar de la sintesis de glicanos de la CL.
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Curiosamente, el esqueleto principal de los glicanos de la CL se asemeja al de ciertos O-glicanos
neutros de la cubierta de gel de los huevos no fertilizados de algunos anuros. Concretamente, en
Rana urticularia existen ejemplos de elongaciones por Gal(B1-3) a partir del residuo de Gal de cores
1y 2 [103]. Similitudes aun mds notables se encuentran con los glicanos de Xenopus laevis, en los
cuales ademds de las elongaciones por Gal(f1-3) de los cores 1 y 2, la cadena principal estd
finalizada con un cap de Gala(1-4) al igual que en la CL [93, 104]. Estas estructuras, reportadas en la
base de datos de Glycosciences.de fueron las utilizadas para verificar los desplazamientos quimicos

de los glicanos elucidados en esta Tesis.

5.3 Los glicanos de la CL en comparacion en relacion a la glicobiologia de otros
platelmintos parasitos de interés

Probablemente el parasito platelminto cuya glicobiologia ha sido estudiada mas en detalle es
Schistosoma mansoni. Esto se debe en buena medida a que las preparaciones antigénicas de
distintos estadios de este parasito inducen fuertes respuestas Th2, para las cuales no se han
definido los patrones moleculares asociados a patdgenos ni los receptores del sistema inmune

innato que las desencadenan, con el mismo grado de detalle que para las repuestas Th1.

Los primeros reportes de glicoproteinas en cercarias de S. mansoni describieron estructuras de
O-glicanos con motivos de oligofucosa unidas a esqueletos de poli-LacNAc; estos esqueletos nacen
desde cualquiera de las antenas de los cores 1 o 2 [105, 106]. Adicionalmente se describieron
glicanos con un core Galp(B1-3)[Galp(B1-6)]GalNAc, pudiendo exhibir motivos Lewis® terminales
[106], los cuales parecen ser ubicuos en las distintas clases de glicanos y estadios de S. mansoni. En
dos proteinas del gusano adulto (el antigeno circulante catédico y el antigeno circulante andédico,
CCA y CAA respectivamente) se caracterizaron otros O-glicanos [107]. CCA presenta O-glicanos
grandes con unidades multiméricas de Lewis”, mientras que CAA posee O-glicanos negativamente
cargados con esqueletos principales de unidades repetitivas de Galp(B1-6) sustituidas por residuos
de acido glucurdnico unido por enlace B1-6 [107]. Ninguno de estos glicanos guarda similitud
estructural con los glicanos de la CL de E. granulosus, mas alla de la utilizacién de los cores 1y 2,y la
presencia de epitopes de grupos sanguineos en los motivos terminales (Lewis® en S. mansoni y P1
en E. granulosus). Por lo tanto no es posible hacer inferencias claras que correlacionen estructuras

de la CL con la respuesta Th2 frente a la hidatide.
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Como se comentd en la seccion 1.6, existen varios ejemplos de glicolipidos y N-glicanos de
cestodos que presentan residuos de Gal(al-4) terminal. Estos residuos se pueden hallar en distintos
contextos, como decorando un residuo de BGIcNAc [41, 42] o sobre residuos de Gal(B1-6) [56, 58]
ninguno de los cuales se encuentra en el repertorio estructural encontrado de la CL. Tal vez mas
interesante sea el hecho que los extractos de Fasciola hepatica y Fasciola gigantica presenten
reactividad P1, dando lugar a reacciones cruzadas con E. granulosus [108-110], lo cual resulta
sugerente, considerando que infectan el mismo tipo de animales que E. granulosus (ungulados).
Esto plantea la pregunta de cudl puede ser la ventaja evolutiva para estos parasitos de exhibir este

motivo de grupo sanguineo en particular en sus glicoconjugados.

5.4 Relacion entre los motivos estructurales glucidicos de la CL y el reconocimiento por
anticuerpos

5.4.1 Reactividad anti- P1 en la CL

Por largo tiempo se ha sabido de la presencia de antigenos reactivos para anticuerpos anti-grupo
sanguineo P1 en el liquido hidatico y la CL de E. granulosus [43, 111]. Posteriormente, y en ensayos
con la CL especificamente, se atribuyd esta reactividad a glicoproteinas que, en retrospectiva, eran
las mucinas de la CL, las cuales era capaces de precipitar sueros de pacientes con equinococosis, es
decir, eran reconocidas por anticuerpos generados en la infeccién [28]. Como se comentd en la
seccion 1.6, la reactividad P1 se localizé en el tegumento de protoescdlices, en la capa germinativa
de vesiculas proligeras y en un patrén de bandas en la CL [44]. Esta observacion, sumada a la
identificacién de reactividad anti-P1 en un antigeno de 38kDa del liquido hidatico, llevé a algunos
autores a sugerir que la molécula responsable de la reactividad podria ser sintetizada por el
tegumento de los protoescdlices y almacenada en el liquido hidatico, para luego difundir a través
de la CL y finalmente ser fagocitada por células mononucleares del hospedero [46]. En cierta
consonancia con esto, Khoo et. al caracterizaron N-glicanos presentes en la pared hidatidica
(resumidos en la Figura 9) que podian portar el epitope P1, llegando a sugerir que los principales
portadores del motivo P1 en esta estructura probablemente fueran N-glicanos biantenarios de tipo

complejo [39].

En contraste con la especulacidén previa de que la reactividad P1 en la pared hidatidica se debia

principalmente a N-glicanos en glicoproteinas difusibles, los resultados obtenidos por nuestro
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grupo, en esta Tesis y el trabajo antecedente [70], demuestran que las moléculas que portan el
motivo P1 presentes en la CL son de hecho integrales a esta y corresponden a O-glicanos de
mucinas - al margen que existan otros glicoconjugados en el parasito, como proteinas N-glicosiladas
o glicolipidos que compartan este determinante antigénico. Esto implica que el motivo P1
probablemente estd expuesto de manera continua al sistema inmune del hospedero, y que debe
ser captado por macrofagos o células dendriticas cuando estas fagocitan material “descamado” de

las capas mds externas de la CL [6].

Dentro de los grupo sanguineos P, aproximadamente el 80% de la poblacidn caucdsica expresa el
antigeno P1 (individuos denominados P1), mientras que los individuos que no lo expresan
(individuos P2) pueden o no tener anticuerpos naturales contra el mismo [112]. A pesar de que
seria tentador especular acerca de una susceptibilidad diferencial a la equinococosis quistica en
base al grupo sanguineo (P1 o P2), no se ha verificado tal correlaciéon [28]. La presencia de
anticuerpos contra P1 en parte de la poblacién sana, sumada a la amplia distribucién del motivo P1
en otros parasitos (véase la seccion 5.3), le resta valor en serodiagndstico de equinocosis quistica a

este epitope.

5.4.2 Anticuerpos que reconocen carbohidratos la CL de Equinococcus spp. como herramienta de
elucidacion estructural.

En esta Tesis se dilucidé la especificidad del anticuerpo monoclonal E492, generado contra
protoescolices de E. granulosus, determinandose que éste reconoce el motivo P1. El resultado es
coherente con la reactividad del anticuerpo contra protoescdlices, ya que el motivo P1 se
encuentra, con toda probabilidad sobre N-glicanos de glicoproteinas de este estadio, como los
descritos por Khoo et. al [39]. También es posible, en base a datos inmunoquimicos, que el mismo

motivo se encuentre representado sobre glicolipidos en este estadio [45].

Se utilizé el anticuerpo exitosamente como herramienta complementaria a la elucidacién para
verificar la presencia del motivo P1 en glicanos concretos de la CL presentes en abundancias no
compatibles con su elucidacion total empleando NMR. Es importante destacar que este anticuerpo
es selectivo para la anomericidad a del residuo terminal (y posiblemente para la anomericidad B del

residuo sub-terminal), como se demostré por inhibicion con glicanos sintéticos solubles.
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Retrospectivamente, también se habia demostrado que el anticuerpo E492 reconoce a la mucina
Em2 del metacestodo de E. multilocularis (obtenida por inmunoafinidad con el anticuerpo G11)
[77], cuyos glicanos habian sido parcialmente elucidados [66] e incluyen miembros con el
trisacarido Gal(1-4)Gal(1-4)GIcNAc (glicanos 3y 5 en la Figura 11). Por ende, esto reafirma nuestra
hipdtesis original que el trisacdrido Gal(1-4)Gal(1-4)GIcNAc hallado por Hulsmeier et. al
corresponde, no solo en secuencia y posiciones de sustitucidén, sino también en configuraciones

anomeéricas, a un motivo P1.
5.4.3 El cap de Gal(1-4) como epitope relevante en inmunodiagnéstico

Un dato llamativo es que el anticuerpo G11, que reconoce glucidos sobre en la CL de E.
multilocularis, no se une a la fraccidon obtenida mediante el anticuerpo E492, también obtenida de
hidatides de E. multilocularis [77] ni a otros extractos de E granulosus ni E. vogeli, lo que le confiere
utilidad diagndstica para diferenciar la equinococosis alveolar de la quistica o poliquistica [113].
Comparando el glicoma de la CL de E. granulosus con los datos de Hulsmeier et al. parece factible
gue este anticuerpo reconozca selectivamente alguno de tres posibles motivos diferenciales
presentes en la fraccién Em2: (i) el antigeno Tn; (ii) la unidad terminal de LacNAc, o (iii) el cap Gal(1-
4) en el contexto del trisacarido que abarca los residuos de Gal y GalNAc del core 1 o 2 (véanse la
Figura 11 en la seccion 1.6.3 y Figura 30 en la seccion 5.1.2). Dado que la fraccion Em2 se
purifica con el anticuerpo G11 y contiene al menos un glicano con el motivo P1, resulta evidente
gue ambos anticuerpos en discusion (G11 y E492) se unen a esta fraccion. A la inversa, el hecho que
el anticuerpo G11 no reconozca la fraccion purificada por el anticuerpo E492 sugiere que en la CL
de E. multilocularis: (i) existen dos subconjuntos de moléculas de mucinas distintos, no
entrecruzados entre si por enlaces covalentes, (ii) el motivo P1 esta representado en los dos sub-
conjuntos de mucinas, (iii) el motivo reconocido por el anticuerpo G11 esta circunscrito a solo uno
de los subconjuntos de mucinas vy (iv) el subconjunto de mucinas que portan el motivo reconocido
por G11 es minoritario, de forma que al purificar mediante el anticuerpo E492 la reactividad G11 de

la fraccién obtenida es muy baja (Figura 33).

En un trabajo reciente, Yamano et. al. se propusieron identificar el epitope glucidico
inmunodominante de la fraccién Em2, utilizando un panel de glicanos sintéticos [114]. De los 11
oligosacaridos de Em2 sintetizados, el trisacarido Gal(al-4)Gal(B1-3)GalNAc (correspondiente al

punto (iii) en el parrafo anterior) fue el que presentd mayor reactividad con sueros de pacientes
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con equinococosis alveolar. El desempeiio en serodiagndstico de este motivo fue equivalente al de
la fraccién Em2 entera, presentando mayor sensibilidad en el contexto de core 1 que de core 2,

posiblemente por impedimento estérico del residuo de GlcNAc del core 2. El epitope reconocido

. anticuerpo anticuerpos
anticuerpo Gl1 de infeccién
E492 (especificidad

por E. multilocularis

(anti-P1) / \ desconocida) \ /

|
| AN
P | IR
- /Y I \J
mucinas de la CL \ Fraccion purificada | Fraccién purificada
de E. granulosus por el anticuerpo E492 . por el anticuerpo G11
ol pa ad B4 | ad pa epitopes
P1 . .
OO ™! | OOy P compartidos
| epitope reconocido
| por G11
ad B3 B3 e —
cap Gal(a1-4) (oo st ) ,
sobre el B3 epitopes
esqueleto principal b a4cap Gal(a1-4) ) diferenciales
< sobre el core = Ser/thr [ o
pa LacNAc ™
term
. Y
E. granulosus E. multilocularis

Figura 33: Hipotesis sobre el reconocimiento de los epitopes glucidicos en mucinas de E.
granulosus y E. multilocularis por distintos anticuerpos. El anticuerpo monoclonal E492
reconoce el motivo P1, como se demostré en esta Tesis, el cual pareceria ser un epitope
compartido entre las mucinas de la CL de estas dos especies de Echinococcus. Por su parte,
el anticuerpo G11 solo reconoce un subconjunto de las mucinas de la CL de E. multilocularis
(fraccion purificada por el anticuerpo G11), las cuales por lo tanto presentan epitopes
diferenciales. El epitope diferencial de la fraccién purificada por el anticuerpo G11 podria
ser el antigeno Tn, motivos de LacNAc terminal, el trisacarido Gal(al-4)Gal(p1-3)GalNAc,
u otro epitope glucidico o glicopeptidico. Finalmente, los anticuerpos de infeccién por E.
multilocularis reconocen a la fraccién purificada por el anticuerpo G11 y a glicanos sintéticos
que presentan el trisacdarido Gal(al-4)Gal(f1-3)GalNAc, aunque no se ha ensayado si
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reconocen a la fracciéon purificada por el anticuerpo E492 también (flecha punteada).

por los sueros parece abarcar necesariamente al residuo de GalNAc del core, ya que el disacarido
Gal(a1-4)Gal(B1-3) arrojé una sensibilidad diagndstica significativamente menor. En este trabajo no
se utilizé ningun glicano sintético con un residuo de Gal(B1-3) como tercera posicidén, que seria
representativo de los glicanos de E. granulosus, representando un cap sobre dos residuos de Gal del
esqueleto principal. Por lo tanto, no es posible inferir si se trata de un epitope compartido entre las
hidatides de las dos especies o no, lo que estaria sujeto a que el anticuerpo reconozca la
configuracion galacto del tercer residuo (exclusivamente) o que en cambio discrimine la presencia
vs ausencia del grupo acetamido, y/o la presencia del esqueleto peptidico contigua al residuo
reductor terminal del trisacarido. Estas posibilidades podrian discriminarse experimentalmente

mediante las herramientas puestas a punto en esta Tesis.

La hipdtesis de que los anticuerpos generados en la infeccion por E. multilocularis reconozcan
especificamente Gal(a1-4)Gal(B1-3)GalNAc (y no Gal(a1-4)Gal(f1-3)Gal) podria ser consistente con
qgue el anticuerpo G11 (que purifica, como se dijo, una fraccion mucinica que tiene valor
diagndstico) reconozca Gal(al-4)Gal(B1-3)GalNAca-Ser/Thr. A su vez, la idea de que sea el
esqueleto principal con un cap (y no los esqueletos sin el cap, ni los motivos P1) el motivo glucidico
mas inmunogénico en la infeccidn (ya sea por E. granulosus o por E. multilocularis) es coherente
con los datos de Russi et. al [28]. Estos autores observaron que una fraccién glicoproteica de la CL
reaccionaba con anticuerpos de infeccion en forma inhibible por aGal (pero no con BGal), y que, si
bien esta infeccién contenia reactividad P1, los anticuerpos de infeccién no reaccionaban con el

antigeno P1 de Echinococcus.

5.5 Perspectivas

Esta Tesis contribuye a enriquecer nuestro conocimiento sobre la composicion de la CL de E.
granulosus, lo que representa un paso mas hacia el estudio sistematico de los mecanismos
moleculares mediados por la CL en la interaccidn parasito hospedero. Una meta central para
nuestro grupo consiste en identificar los receptores del sistema inmune innato del hospedero que
reconozcan moléculas de la CL, los cuales a su vez expliquen el perfil de respuesta que se desarrolla
frente a la hidatide. Resulta factible y tentador postular que E. granulosus haya evolucionado para

exhibir glicanos en la CL con motivos estructurales dirigidos hacia receptores especificos del
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hospedero, como estrategia activa para promover su propia supervivencia [52]. Particularmente,
resulta intrigante la funcién del motivo de un grupo sanguineo, el motivo P1, sobre esta estructura
parasitaria. Otra posibilidad a contemplar, es que las estructuras de los O-glicanos de la CL sean
“invisibles” al sistema inmune innato del hospedero, permitiendo asi otros antigenos parasitarios,
ya sean constitutivos de la CL o moléculas solubles que difundan a través de la misma, ejerzan la

modulacion de la respuesta del hospedero.

A partir de este trabajo se abren muchas nuevas interrogantes acerca de la estructura de la CL.
¢Existe una distribucién particular de los glicanos o motivos glucidicos sobre una o varias
apomucinas en la CL? ¢Existen diferencias en la composicion de glicanos entre las laminaciones de
la CL, desde el centro de la hidatide hacia afuera? éQué funcidn cumplen los glicanos mucinicos en
la hidratacion y propiedades mecdnicas de la CL? ¢COmo reaccionan estos glicanos frente a
moléculas efectoras del hospedero, tales como especies radicalarias o proteinas del sistema del
complemento, cuando la inflamacién no se resuelve? ¢Es posible interferir en la biosintesis de los
carbohidratos de la CL, como estrategia terapéutica para perturbar el control inmunolégico que
ejerce la hidatide? ¢Pueden estos glicanos constituir patrones moleculares parasitarios purificables
y aplicables en la clinica contra enfermedades de indole autoinmune o autoinflamatoria, como se

ha planteado anteriormente para otros parasitos [115]?

El conocimiento detallado acerca de los O-glicanos de la CL permite el uso de diversas
estrategias experimentales, como el modelado molecular de los mismos, la introduccién de
modificaciones quimicamente definidas mediante tratamientos quimicos o enzimaticos sobre los
glucidos de las mucinas nativas, la busqueda racional de las glicosiltransferaras que sintetizan estas
mucinas, y la generacién de glicanos sintéticos homdlogos o modificados; todo esto contribuird a
dar respuestas a las interrogantes planteadas y muchas otras, conduciendo el estudio de la

equinococosis quistica en emocionantes nuevas direcciones.
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