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Resumen

Los glicanos presentes en glicoproteinas y glicolipidos de los organismos vivos,
participan en procesos de reconocimiento bioldgico. Por lo cual, cambios en los
perfiles de los glicanos se correlacionan con ciertos estados patoldgicos. A su vez, la
interaccion huésped-patégeno (virus, bacterias, pardsitos u hongos), involucra la
participacion de los glicanos, siendo esenciales durante el transcurso de la infeccion asi
como en estrategias de evasidon inmunoldgica. En particular para los parasitos
helmintos, se ha reportado que algunos motivos glucidicos presentes en sus
glicoproteinas serian los responsables de la modulacién de la respuesta inmune del
hospedero. Para el caso de Fasciola hepatica, existen evidencias que sefialan que los
motivos glucidicos conteniendo manosa estarian involucrados en la regulacion de la
maduracion de células dendriticas y en la polarizacién de la respuesta inmune hacia un
perfil Th2 con un alto componente regulador.

Por lo cual, la elucidacién de la composicion glucidica de muestras clinicas, organismos
patdgenos, glicoproteinas y glicolipidos, al igual que su funcidn a nivel bioldgico, puede
contribuir a un mayor entendimiento de las enfermedades vinculadas a procesos
biolégicos mediados por glicanos. Esto es fundamental para el desarrollo de métodos
de diagndstico, profilacticos o posibles tratamientos terapéuticos. El uso de
glicosidasas inmovilizadas puede ser una herramienta util para alcanzar este objetivo.

En este trabajo optimizd la inmovilizacion de B-galactosidasa de Aspergillus oryzae y a-
manosidasa de Canavalia ensiformis sobre agarosa activada con estructura cianato
éster. Se obtuvieron rendimientos de inmovilizacién superiores al 70% generandose
derivados con buena actividad (251 UE/g y 55 UE/g para la B-galactosidasa y o-
manosidasa respectivamente). Se confirmé la capacidad de la -galactosidasa y a-
manosidasa de catalizar procesos de deglicosilacion utilizando asialofetuina vy
lactoferina como glicoproteinas modelo respectivamente. La liberacion de galactosa y
manosa fue confirmada por TLC y HPLC. A su vez se comprobd la factibilidad de
reutilizar las glicosidasas inmovilizadas sin pérdida de su actividad. En el caso de la «-
manosidasa el proceso de demanosidacidn también se evalud estudiando la pérdida de
reconocimiento de la lactoferrina demanosidada por la lectina ConA, especifica para
manosa. Se observaron porcentajes de demanosidacién de 80 %yun43% apH4,5y
6,5, respectivamente. Finalmente, se demostrd que la a-manosidasa inmovilizada, fue
capaz de demanosidar un extracto total de Fasciola hepatica a pH 6,5, obteniéndose
porcentajes de demanosidacion de 49 %y 57 % a 7,5 hs. y 24 hs. respectivamente.

Estos resultados ponen de manifiesto la utilidad de las glicosidasas inmovilizadas como
herramienta biotecnoldgica en procesos de deglicosilacion especifica de glicoproteinas
y modelos bioldgicos. El uso de esta herramienta permite confirmar la presencia de un
determinado monosacéarido en la estructura oligosacaridica de una glicoproteina o
glicolipido. Por otro lado permite remover dicho monosacdrido de la muestra en
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cuestion de forma de poder evaluar la importancia del mismo en procesos bioldgicos
mediados por glicanos.
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1. Introduccion

Una gran cantidad de las proteinas de los organismos vivos se encuentran glicosiladas.
El proceso de glicosilacidn tiene lugar a nivel co-traduccional (N-glicosilacion) y post-
traduccional (O-glicosilacién), y se realiza mediante la accién conjunta de una gran
variedad de glicosiltransferasas y glicosidasas. La glicosilacidon puede implicar la adicidn
de unos pocos residuos monosacaridicos, o la formacién de grandes cadenas de
oligosacdridos ramificados [1].

Los glicanos que forman parte de las glicoproteinas y los glicolipidos participan en
importantes procesos bioldgicos tanto a nivel estructural como funcional [2-4]. A nivel
estructural cumplen un papel fundamental en la composicién de la matriz extracelular
y tienen la capacidad de conferir estabilidad, resistencia proteolitica y solubilidad a
diversas proteinas secretadas. Por otro lado, a nivel funcional, estos glicococonjugados
participan en procesos enzimaticos o de reconocimiento biolégico como la interaccién
célula-célula y célula-matriz extracelular, fundamentales en la modulaciéon de la
respuesta inmune, desarrollo embrionario, diferenciacién, cancer e interaccién
huésped-patdgeno [5-7]. Las moléculas glicosiladas también estan involucradas en
numerosos procesos patoldgicos. De hecho, determinados cambios en los perfiles de
glicosilacion se correlacionan con diversas patologias [4]. Por ejemplo, en las células
cancerosas una de las principales modificaciones moleculares es la expresién de
antigenos producidos por O-glicosilacidon incompleta, la cual ha servido como base para
el diagndstico oncoldgico [8,9]. Por otra parte, se han descripto que defectos en genes
gue codifican proteinas involucradas en las vias de glicosilacion, conducen a trastornos
congénitos con serias consecuencias médicas [4].

La interaccion huésped-patégeno (virus, bacterias, pardsitos u hongos), involucra la
participacién de los glicanos en el proceso de reconocimiento de receptores de las
células blanco, al igual que en el desarrollo de estrategias de evasidon inmunolégicas.
Algunos virus, son capaces de utilizar la via de glicosilacion de la célula huésped para
modificar sus propias proteinas. Esto influye en el rol que cumplen las mismas en
relacidn a su plegamiento, virulencia e invasion de la célula huésped. Por otra parte, se
ha visto que el virus del HIV, asi como el de la Influenza, utiliza oligosacaridos
especificos para evadir el sistema Inmunoldgico de su hospedero [10,11].

En relacidn a los parasitos, existe amplia evidencia que demuestra que sus motivos
glucidicos participan en la modulacion del sistema inmune. De hecho, glicanos
presentes en helmintos y extractos de los nematodos, han sido asociados a la
induccion de respuestas Th2 [12-16]. Estudios recientes de nuestro grupo de
investigacidn, han revelado la importancia de glicanos ricos en manosa producidos por
el helminto Fasciola hepatica, en la inhibicién de la maduracion de células dendriticas y
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en la polarizacién de la respuesta inmune hacia un perfil Th2 con un alto componente
regulador [17,18].

En base a lo expresado anteriormente, la elucidacién de la composicién glucidica de
muestras clinicas, organismos patégenos, glicoproteinas y glicolipidos, al igual que su
funciéon a nivel bioldgico, puede contribuir a un mayor entendimiento de los procesos
biolégicos, tanto normales como patoldgicos, mediados por glicanos. Esto es
fundamental para el desarrollo de métodos de diagndstico, profilacticos o posibles
tratamientos terapéuticos [19].

A diferencia de los oligonucledtidos y proteinas que son polimeros lineales, las cadenas
de glicanos presentan ramificaciones y diferentes tipos de uniones. Por lo cual, para
elucidar la estructura de un oligosacarido se requiere de una combinacién de métodos
fisicos y quimicos. Dentro de estas estrategias se encuentran el uso de enzimas (endo y
exoglicosidasas) y las lectinas (proteinas que unen carbohidratos) [20,21].

1.1. Funciodn de las glicosidasas en la elucidacion de la composicion glucidica de las
glicoproteinas

Las glicoproteinas pueden encontrarse N-glicosiladas u O-glicosiladas dependiendo del
tipo de unién entre los glicanos y la estructura proteica. En la N-glicosilacién, el glicano
se encuentra unido a un residuo de asparagina presente en la secuencia consenso Asn-
X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina (Figura 1A). Los N-
glicanos comparten una regién central o core pentasacaridica conservada, compuesta
por dos residuos de N-acetilglucosamina, unidos por enlace 3(1—4) y tres residuos de
manosa, donde una de las manosas terminales se encuentra unida por enlace o(1—3)
y la otra por enlace a(1—6). Los mismos se dividen en tres clases: i) Los de alto
contenido de manosa, compuestos por polimeros de manosa unidos al core
pentasacaridico; ii) Los de tipo complejo, donde las dos manosas del core (al—3 y
al1—6) estan sustituidas por unidades de N-acetilglucosamina vy luego por otros
azucares que pueden incluir acido sidlico y fucosa; iii) Los hibridos, donde la rama
correspondiente a la manosa a(1—6) del core se encuentra sustituida exclusivamente
por residuos de manosa, y a la manosa o(l1—>3) se une una unidad de N-
acetilglucosamina y forma una antena similar a la de los glicanos de tipo complejo
(Figura 1B) [4,21].

Por otro lado, en la O-glicosilacidn el glicano se encuentra unido a un residuo de serina,
treonina o hidroxiprolina a través de un residuo de N-acetilgalactosamina (Figura 1A).
Existen otros tipos de O-glicosilacion como los glicanos unidos por O-manosa
producidos por hongos o plantas y la O-glicosilacion de proteinas intracelulares
mediada por enlaces O-a-N-Acetilglucosamina en células de mamifero que tiene la
particularidad de no ser elongada [4]. Sin embargo, en mamiferos la O-glicosilacién
mas abundante estd constituida por cadenas carbohidratas unidas por un enlace O-a-
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N-Acetilgalactosamina en proteinas de tipo mucina, las cuales se encuentran altamente
O-glicosiladas [4,5].
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Figura 1. A-Clasificacion de glicoproteinas segln el tipo de enlace entre el esqueleto peptidico y los
glicanos, en dos familias: N-glicoproteinas y O-glicoproteinas, modificada de Mathews et al [22]. B-
Clasificacion de N- glicanos en: alto contenido de manosas, hibridos y complejos. Modificado de Varki et
al [23].

El uso de glicosidasas como estrategia para el estudio de la composicion glucidica de
las glicoproteinas, consiste en la liberacién total o parcial de los glicanos, que
posteriormente podran ser analizados por técnicas analiticas de TLC, HPLC o
espectrometria de masa. Para ello se utilizan una serie de endoglicosidasas, péptido-N-
glicosidasa (PNGasa-F y PNGasa-A) o endo-B-N-acetil-glucosaminidasas (Endo-D vy
Endo-H), combinadas con exoglicosidasas (Figura 2). Las PNGasas catalizan la hidrdlisis
de los enlaces amida entre la asparagina y el residuo de N-acetil-glucosamina mas
interno de los N-glicanos, mientras que la B-N-acetilglucosaminidasa cataliza la
hidrdlisis entre las dos subunidades de N-acetilglucosaminas unidas al residuo de
asparagina. Las exoglicosidasas catalizan la hidrdlisis de unidades monosacaridicas
desde el extremo no reductor dependiendo de la especificidad de cada una de ellas
[24-30].

Una desventaja de la deglicosilacion enzimatica es el costo de obtencién de las
glicosidasas puras, ya sea mediante su purificacién a partir de extractos celulares o
mediante estrategias recombinantes. Por otra parte, éstas deben ser separadas del
medio de reaccion luego del proceso de deglicosilacion de forma que no interfieran en
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los estudios posteriores a ser realizados con la proteina o muestra bioldgica
deglicosilada. Ambos problemas pueden resolverse con el uso de las enzimas
inmovilizadas a un soporte sdlido [30].
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Figura 2. Representacion de la membrana celular lipidica con los glicanos mas importantes y
las respectivas glicosidasas que catalizan su hidrélisis.

1.2. Funcion de las lectinas en la elucidacion de la composicion glucidica de las
glicoproteinas

Otra estrategia para la elucidacion de los carbohidratos que componen las
glicoproteinas son las lectinas, herramienta que en el transcurso del tiempo se utiliza
cada vez mas. Son proteinas que poseen al menos un dominio con sitio de unién
especifico y reversible para carbohidratos que pueden formar parte de moléculas
glicosiladas [31,32]. Estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza y cumplen un
papel importante en multiples procesos bioldgicos, ya que son las responsables de
descifrar los cddigos relativos de los carbohidratos presentes en diferente compuestos.
Asimismo, debido a su alta especificidad, se han utilizado como una herramienta para
estudios biotecnoldgicos tanto en las ciencias bioldgicas, como en las ciencias médicas
ampliando el campo de conocimientos y permitiendo el desarrollo de nuevas
investigaciones [31-33]. Las lectinas de distintos origenes presentan afinidad por
diferentes arreglos oligosacaridicos (Tabla 1). Por lo cual pueden utilizarse para
identificar y/o purificar glicoproteinas en forma especifica. En este trabajo se utilizé la
Concavalina de Canavalia ensiformis (ConA) por su especificidad por manosa.
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Tabla |- Algunas de las lectinas de mayor uso con su correspondiente especificidad. 1**!

Especificidad a carbohidratos

Especie Monosacaridos Glicanos

Canavalia ensiformis Man/Glc GlcNAcB2Mana6(GIcNAcB2Mana3)-
ManB4GIcNAc

Ricinus communis Gal GalBGIlcNAcB2Manab(GalB4-

GlcNAcB2ManaMana3)ManB4GIcNAc
(Euphorbiaceae)

Arachis hypogaea Gal GalB3GalNAc
Sophora japonica GalNAc GalNAcB6Gal
Lotus tetragonolobus Fuc Fuca6GIcNAc
Caragana arborescens GalNAc GalNAca3Gala4GalB4Glc

1.3. Estrategias de inmovilizacion

Se dice que una enzima se encuentra inmovilizada cuando ésta se encuentra recluida
en una region definida del espacio, conservando su actividad catalitica. Dentro de las
ventajas del uso de las enzimas inmovilizadas se encuentra la posibilidad de
reutilizarlas disminuyendo los costos de purificacién. Otra de las ventajas es la
posibilidad de separarla del medio de reaccién mediante un simple proceso de
filtraciéon deteniendo la reaccién enzimatica sin necesidad de utilizar condiciones
drésticas que afecten la integridad de los componentes de la mezcla de reaccién y
obteniendo un producto libre de enzima [34-40].

Por otro lado, la inmovilizacién de una enzima restringe su movilidad y modifica el
microambiente evitando el desplegamiento de su estructura tridimensional generado
por efecto de factores fisicos extremos, como aumento de temperatura o por agentes
guimicos, lo cual puede contribuir a un aumento de su estabilidad [39].

Sin embargo, la inmovilizacién enzimatica, sobre todo cuando se utilizan métodos
covalentes, puede generar cambios en su estructura que conlleven a una inactivacién
parcial de la misma disminuyendo su actividad especifica. A su vez, se puede
distorsionar el sitio activo disminuyendo la afinidad por el sustrato y como
consecuencia un aumento en su constante de Michaelis-Menten (Kw). En algunos casos
la inmovilizacion se puede dar de forma tal que el acceso al sitio activo se vea
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restringido generando problemas difusionales fundamentalmente en el caso de
sustratos macromoleculares. Por lo cual, las propiedades de la enzima inmovilizada
(pH, temperatura Optima, pardmetros cinéticos y estabilidad) pueden verse
modificados en relacién a la enzima soluble [39,40]. Esto hace que sea fundamental la
adecuada seleccién de la estrategia de inmovilizacidn y soporte a utilizar, teniendo en
cuenta las propiedades de la enzima a inmovilizar. Es fundamental obtener un
derivado enzimatico con buenas propiedades de forma que la misma pueda ser
utilizada a nivel biotecnoldgico. Se debe verificar que la enzima inmovilizada presenta
alta actividad especifica y condiciones éptimas de estabilidad, compatibles con el
proceso que se va a catalizar [35-40].

Los métodos de inmovilizacién pueden clasificarse en dos grandes grupos: reversibles
e irreversibles (Figura 3). Los métodos reversibles corren con la ventaja de que
permiten la elucién de la enzima una vez que la actividad decae por lo que el soporte
puede reutilizarse, bajando los costos. Por el contrario, la inmovilizacion irreversible
significa que luego de que se pierda la actividad enzimatica, no es posible la elucion de
la proteina, por lo que el soporte no estara disponible para reutilizarlo [39].

La inmovilizacién reversible se da generalmente bajo condiciones suaves. El método
mas sencillo es la adsorcidn (interaccidon no covalente), que se basa en interacciones
superficiales reversibles entre la enzima y el soporte. Si bien estas fuerzas de enlace se
consideran débiles, cuando tienen lugar un alto numero de interacciones no
covalentes es posible una unién efectiva. En la adsorcién fisica la unidn se da a través
de puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, o interacciones hidrofébicas. Por
otro lado en la adsorcidon idnica, las enzimas se unen a través de interacciones
electroestaticas. El procedimiento de adsorcion es simple, sin embargo es dificil
encontrar condiciones bajo las cuales la enzima permanezca fuertemente unida y a la
vez activa [39].

Otro de los métodos de inmovilizacion reversible es a través de los puentes disulfuro.
Aunque se forma un enlace covalente entre la enzima y el soporte, este puede ser
escindido por un agente reductor como el ditiotreitol (DTT) bajo condiciones suaves.
[39].

Por otra parte, los métodos de inmovilizacion irreversibles generalmente se dan por
enlaces covalentes con el soporte, por entrecruzamiento y por entrapamiento o
inclusién [39].

12



Inmovilizacion de 8-galactosidasa y a -manosidasa: aplicacion al estudio del potencial inmunomodulador de residuos glicosidicos
presentes en Fasciola hepatica

>

»

— d
i( | =
R \ A\
— -

Covalente

Ad io , . -
- Sorcmn, Métodos

Reversible de Irreversible

Inmovilizacién

i, @ (g%%? Entrapamiento

Enlace Entrecruzamiento
disulfuro . 2

Figura 3. Clasificacion de métodos de inmovilizaciéon enzimatica en reversibles e irreversibles.

La inmovilizacidén por unién covalente al soporte es la que se utiliza mayormente y su
principal ventaja es que no tiene lugar la liberacién de enzima al medio de reaccién
(leakage). El enlace covalente se forma entre los grupos funcionales presentes en la
superficie del soporte y residuos aminoacidicos expuestos en la superficie de la
proteina. Los residuos aminoacidicos de las proteinas que participan en la formacion
del enlace covalente son: grupos aminos, grupos carboxilos, grupos tiol, y grupos
hidroxilos. Es importante que los grupos involucrados en la unién enzimatica no sean
fundamentales para la actividad catalitica [39].

Otro de los métodos irreversibles, es la inmovilizacion por entrecruzamiento. Este
método no utiliza soporte y se basa en la formaciéon de enlaces covalentes entre
moléculas de enzima, o en el caso del co-entrecruzamiento, con proteinas inertes
como gelatina o albumina sérica bovina por medio de un reactivo bifuncional como el
glutaraldehido. Por medio de éste método sencillo se forma un agregado con alto peso
molecular e insoluble, que puede tener la desventaja de que sea gelatinoso y por ende
de dificil uso [41].

El siguiente método también irreversible, es la inmovilizacién por entrapamiento. Las
moléculas de enzimas se encuentran libres pero restringidas por una red polimérica
del gel. Se trata de un método no covalente, en el que los poros del gel se encuentran
controlados de manera que no haya pérdida enzimatica y pueda haber una circulacién
libre entre sustrato y producto. Este método tiene la ventaja de que las condiciones de
enatrapamiento son suaves, no afectando la enzima y por lo tanto reduciendo la
pérdida de actividad enzimatica [39].

Por ultimo, el método de inmovilizacion por encapsulacién es otro de los métodos
irreversibles no covalentes. La enzima permanece libre en solucién y una vez que se da
la reaccién es separada del sustrato y producto, a través de una membrana protectora
semi-permeable que imposibilita el paso de la misma [42-44].
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En este trabajo se utilizé un método de inmovilizacion covalente utilizando como
soporte agarosa activada con estructuras cianato éster.

1.4. Inmovilizacion covalente utilizando el método de ciano-4-dimetil-amino-piridinio
tetrafluoro borato (CDAP)

El método de inmovilizacién del CDAP consiste en la activacién de la matriz o soporte,
introduciendo grupos electrofilicos capaces de reaccionar con grupos nucleofilicos
expuestos en la superficie de la proteina (enzima, anticuerpos, etc). La activacion de la
matriz se realiza utilizando el agente cianilante CDAP. Los hidroxilos de la matriz
realizan un ataque nucleofilico sobre el CDAP generando grupos cianato éster sobre la
agarosa (Figura 4). EI CDAP tiene la ventaja de ser mas electrofilico y menos téxico que
el bromuro de ciandgeno tradicionalmente utilizado para estas activaciones. Es un
reactivo seguro, no higroscépico y puede ser almacenado por largos periodos sin
pérdida de estabilidad. Una vez activada la matriz con grupos cianato éster, estos
reaccionan con los grupos amino expuestos en la superficie de la proteina, formando
enlaces covalentes de tipo isourea [44]. En la Figura 4 se observan los pasos de la
activacion y posterior inmovilizacion de la proteina.

ﬁ
OH O—=N
, y S— /
OH N—C—N(‘\>—< BF4 T) OH 4+ N@—N\ + HBF,
oH N O—==N
CDAP
B
!‘TH
o o—¢—N—{ Enzima, )
NH
o~ Qe
Ciano éster Derivado isourea

/

Figura 4. Mecanismo de activacion de la agarosa por el método CDAP para inmovilizacion de
proteinas. A) Activacion del gel de agarosa a través de la reaccion con el reactivo 1-ciano-4-
(dimetilamino)-piridinio (CDAP). B) Inmovilizacién de la proteina de interés sobre soporte CDAP-
Agarosa.

1.5. Glicosidadasas de interés glicobiologico

Como se menciond anteriormente, la deglicosilacion enzimatica de glicoproteinas
requiere del uso de endo y exoglicosidasas. Las primeras catalizan la ruptura de enlaces
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glicosidicos en el interior de la cadena carbohidrata, separando de raiz la cadena
oligosacaridica de la estructura proteica de una glicoproteina. Por otra parte las
exoglicosidasas hidrolizan el enlace glicosidico de residuos terminales, permitiendo la
liberacion secuencial y especifica de los distintos residuos que componen la cadena
oligosacaridica de una glicoproteina. Teniendo en cuenta la composicién de azlcares
de las cadenas glicosidicas de la mayoria de las glicoproteinas, las exoglicosidasas mas
utilizadas son a-manosidasa, a-fucosidasa, B-galactosidasa y sialidasa o neuraminidasa,
que liberan residuos de manosa, fucosa, galactosa y dacido sidlico, respectivamente
[45].

A continuacidon presentamos las dos glicosidasas utilizadas en este trabajo, PB-
galactosidasa de Aspergillus oryzae, y la a-manosidasa de Canavalia ensiformis, asi
como las glicoproteinas modelo utilizadas.

1.5.1. 8-galactosidasa

La B-galactosidasa (B-D-galactosidogalactohydrolasa, EC 3.2.1.23) se encuentra en
plantas, microorganismos y animales, y es de gran interés para la industria alimenticia.
La B-galactosidasa (B-Gal) cataliza la hidrdlisis de enlaces B(1—4) glicosidicos, por lo
cual podria ser util para la hidrélisis de residuos terminales de galactosa presentes en
N-glicanos hibridos o complejos o en O-glicanos. Su peso molecular aparente es de
105.000 Da. Su pH éptimo se encuentra en el entorno de 4,5 cuando el sustrato es
ONPG vy 4,8 cuando el sustrato es lactosa; mientras que su temperatura éptima es de
46°C. En relacidén a la estabilidad de la enzima esta reportado que es estable en el
intervalo de pH de 4,0 a 9,0. La actividad de B-Gal es inhibida por varios metales entre
ellos cobrey plata [46].

1.5.2. a-manosidasa

La a-manosidasa (a-manosidomanohidrolasa, EC 3.2.1.24) se encuentra en semillas de
plantas y tejidos animales. La estructura de la misma estd compuesta por un tetramero
gue contiene dos subunidades con un peso molecular de 66.000 Day dos subunidades
con peso molecular de 44.000 Da [47]. La a-manosidasa (a-Man) hidroliza unidades de
manosa terminales unidas por enlaces a (1—2), o (1—>3) y o (1—>6). Su pH éptimo se
encuentra entre 4,0 y 4,5. Con respecto a la estabilidad la misma es estable en un
rango de pH de 6,0 — 8,5 por al menos 17 horas y mantiene mas de un 80% de actividad
a pH 6,0 y 4°C por al menos 5 meses [48]. Su Ky es de 2,5 mM para el sustrato p-nitro
fenil a-D manopirandsido y es inhibida por los iones Ag*y Hg"™ [48].
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1.6. Glicoproteinas modelo

A los efectos de evaluar si la B-Gal y la a-Man inmovilizadas son efectivas para los
procesos de deglicosilacion selectiva de glicoproteinas es necesario contar con
glicoproteinas modelo cuya composicidon glucidica sea conocida. En este trabajo
utilizamos la asialofetuina y la lactoferrina como proteinas modelo de la deglicosilacion
de la B-Gal y a-Man, respectivamente.

1.6.1. Asialofetuina como sustrato de la f-Gal

La fetuina de origen bovino es una proteina de 48.400 Da, sintetizada en el higado y
secretada al torrente sanguineo, siendo la glicoproteina de mayor concentracién en
suero en la etapa fetal. Se ha reportado que esta glicoproteina presenta tres sitios de
O-glicosilacion y tres sitios de N-glicosilacion (Figura 5). Los N-glicanos complejos
presentan una composicion cuya relacion molar es equivalente a: acido sialico,
galactosa, manosa y N-acetilglucosamina (3:3:3:5) cuya estructura se muestra en la
Figura 5A [49, 50].

A a-NeuAc( 2> 3)-B-D-Gal (1> 4) -B-GlcNAc (1> 4) N (6 »1)-B-man

a-man _» (4>1)B-GIcNAC (1 4)GIcNAc-Asn
a-NeuAc (2> 6)-B-D-Gal (1>4) -B-GlcNAc (1 >6) (3 >1)-B-man

a-NeuAc ( 2> 3)-B-D-Gal (1> 4) -B-GlcNAc (1 >4)-a-Man (2>1)

B o-NeuAc (2—»3)-p-D-Gal (1->3)-0-D-Gal-Nac (1->0) Ser/Thr

u-NeuAc (2—3)-p-D-Gal (1 3)-x-D-Gal-Nac (1—»>0) Ser/Thr

JYNAN-D (7-9)

Figura 5. Composicidn oligosacaridica de la fetuina de suero fetal bovino A) Estructura de los N-
glicanos complejos extraida de Baenziger, [49]. B) Estructura de O-glicanos, extraida de Nilsson et al [50].

La fetuina puede ser desialilada utilizando métodos quimicos dejando unidades de
galactosa terminales unidas por enlaces [ (1—4) [51]. De esta forma la asialofetuina
es sustrato de la B—Gal.

1.6.2. Lactoferrina como sustrato de la a-Man
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La lactoferrina es una proteina tipo transferrina, formada por una Unica cadena
polipeptidica, con un peso molecular aproximado de 80.000 Da. Su principal funcién
fisioldgica es el transporte de hierro en el organismo, y también cumple una
importante funcién inmunolégica ya que tiene propiedades bacteriostaticas. Los
glucidos que aparecen con mayor frecuencia unidos covalentemente a la cadena
aminoacidica de la lactoferrina son manosa, fucosa, N-acetilgalactosamina, N-
acetilglucosamina y acido N-acetilneuraminico , entre otros. En la literatura estd
reportado que esta proteina presenta de uno a cinco sitios de glicosilacion,
dependiendo de la especie. En el caso de la lactoferrina de bovino tiene cinco sitios de
glicosilacion: Asn233, Asn281, Asn368, Asn476 y Asn545 [52]. Es de conocimiento que
la lactoferrina bovina, presenta glicanos complejos y con alto contenido de manosa
(Figura 6). Ademas, estudios recientes con técnicas analiticas avanzadas determinaron
estructuras hibridas con una amplia heterogeneidad en la composicion de los glicanos
[52-55].

a) N- glicanos complejos

(1) NeuSAca2—-6Gall»4GlcNAcfl —»2Man
1, . i
p Manpl—->4GleNAcf1->4GIcNAcB1—>Asn
s al,3 al 6
NeuSAca2—6GalBl—-4GlcNAcfl—2Man “uc
Bh "ﬁ
a Calf}l —>

(i1)
c[jl »2Man
Jal,6

1, ManBl—>4GIcNAcR1—»4GleNACB 1 —>Asn

Ta1,3 gal,o
NeuSAca2—>6Galpl »4GlcNAGB1 —-»2Man uc

11,

(1ii) GalB1—>4GIcN ApB1—~2Man
I ,Lﬂ.l,h
B ManB1-»4GlcNAcB1 —»4GIcNAcB 1 -—»Asn

3

Tonl.
NeuSAca2 >(1G-.z]NAcm »JG]cNf\cBI »2Man

To be characterized

NeuSAco25>6Gs [NACB1 >4 GleNAcB1 ->2Man
1al6

oo ciactfrized ManBl >4GIcNAcB1 >4GIcNAcB1 —»Asn
. : z ol,3 Jal‘(i
NeuSAco2—-6GalBl —-4GleNAcB 1 —2Man “uc ’

(iv)

b) N- glicanos con alto contenido de 11,
manosa
(v) ManB1—-4GIcNAcf1 —-4GlcNAcB | —Asn
ol,3
Manal -»>2Manal —»2Man

M
51,6

Manctl 53Man
1,6
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(vi)
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Figura 6. Estructura oligosacaridica de la lactoferrina bovina A) Estructura de los N-glicanos complejos.
B) Estructura de N-glicanos con alto contenido de manosa, extraido de Yen et al [55].

17



Inmovilizacion de 8-galactosidasa y a -manosidasa: aplicacion al estudio del potencial inmunomodulador de residuos glicosidicos
presentes en Fasciola hepatica

Dado que la lactoferrina presenta N-glicanos con alto contenido de manosa, la misma
puede ser utilizada como glicoproteina modelo para evaluar la funcionalidad de la a-
Man inmovilizada.

1.7. Importancia del andlisis de carbohidratos en Fasciola hepatica

La fasciolosis es una parasitosis que ataca fundamentalmente al ganado. Actualmente
constituye un problema pecuario importante ya que es la responsable de pérdidas
millonarias a nivel mundial, causadas por la disminucién de produccidn de leche, carne
y lana, el decomiso de higados y carne y el costo de drogas fasciolisidas. En nuestro
pais, el responsable principal de esta zoonosis es el pardsito Fasciola hepatica [56].

Existe amplia evidencia que indica que la mayoria de los helmintos tienen la capacidad
de modular la respuesta inmune del hospedero en su beneficio, induciendo una
respuesta celular de tipo Th2 modificada, con un alto componente regulador. Por otro
lado, los helmintos pueden modular la actividad y/o funcién de las células dendriticas,
las células presentadoras de antigeno mas potentes y las Unicas capaces de activar
linfocitos T virgenes. En particular, F. hepatica es capaz de inhibir la activacion y
posterior funcion de células dendriticas provocando que el huésped responda de forma
ineficiente, inhibiendo la eliminacion del pardsito [57-61]. En este contexto, nuestro
grupo de investigaciéon ha determinado que los glicanos producidos por F. hepatica
desempeiian funciones reguladoras sobre mecanismos inmunes del huésped, y en
particular sobre la funcién de las células dendriticas [18].

Si bien es muy escasa la informacién actual en relaciéon a la composicion glucidica de
los glicanos presentes en la F. hepatica, existen evidencias obtenidas por nuestro grupo
de investigacion de que glicanos ricos en manosa presentes en F. hepatica participan en
la inhibicion de la maduracion de células dendriticas [18]. Por ello, el uso de
glicosidasas inmovilizadas constituye una herramienta interesante para la elucidacion
de la composicién glucidica y determinacidn de la funcionalidad de los glicanos de este
parasito. Por un lado el uso de exoglicosidasas permitiria la escisién en forma especifica
de determinados residuos glicosidicos, permitiendo confirmar su presencia en las
cadenas oligosacaridicas de las glicoproteinas de F. hepatica. Por otro lado posibilitaria
obtener extractos parasitarios desprovistos de estos azlcares permitiendo evaluar si
los extractos deglicosiladas pierden su capacidad de modular la respuesta inmune.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo de final de carrera es la optimizacién de la
inmovilizacién de B-Gal de Aspergillus oryzae y a-Man de Canavalia ensiformis y la
evaluacion de su uso potencial como herramienta biotecnolégica capaz de deglicosilar
glicoproteinas en forma especifica.

En este contexto, planteamos los siguientes objetivos especificos:

e Optimizar la inmovilizacién de B-Gal y a-Man sobre soportes activados con
estructura cianato éster.

e Evaluar el funcionamiento de las glicosidasas B-Gal y a-—Man inmovilizadas, en
la deglicosilacién de glicoproteinas modelos.

e |dentificar los carbohidratos liberados de las glicoproteinas modelo por accién
de las glicosidasas y evaluar la pérdida de reconocimiento por lectinas
especificas como consecuencia de la remocidn de los carbohidratos.

e Evaluar la capacidad de la a-Man inmovilizada de demanosidar un extracto
total de F. hepatica en las condiciones dptimas determinadas para las proteinas
modelo.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Enzimas y reactivos

La a—Man de C. ensiformis (Jack bean) (a-D-mandsido manohidrolasa, EC 3.2.1.24), la
B—Gal de A. oryzae (B-D-galactdsido galactohydrolasa, EC 3.2.1.23), la fetuina de suero
de ternero, el 1, ciano-4-dimetilamino piridinio tetrafluoro borato (CDAP-BF,), el o-
nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG), el p-nitrofenil-a-D-mannopiranésido (PNPM),
la o-fenilendiamina (OPD), la galactosa, la manosa, y el orcinol fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). La lactoferrina bovina se obtuvo de Murray Golburn Co-
operative Co. LTD (Melbourne). El reactivo BCA para determinacién de proteina fue
adquirido en Pierce (Rockford, Ilinois, USA). Las placas de silica para cromatografia en
capa fina fueron adquiridas de Machery Nagel (Duren Germany). La Sepharosa 4B y las
columnas de PD-10 (Sephadex G25) y NAP-5 (Sephadex G25) se adquirieron en GE
HealthCare (Buckinghamshire, UK).

2.2. Preparacion del extracto enzimdtico de 8-Gal

Se incubd 1 g de enzima B-Gal de Aspergillus Oryzae (Sigma G 5160) con 7,5 mL de
buffer de actividad (Acetato de sodio 50 mM, pH 5,5) bajo agitacién magnética durante
30 minutos. Luego se centrifugd durante 15 minutos a 42C y 10.000 rpm. El extracto
enzimatico se guardé a 4°C.

2.3. Ensayo de actividad enzimdtica para la 8-Gal

La actividad enzimatica de la B-Gal se determind utilizando el sustrato cromogénico o-
nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG). El ONPG es incoloro mientras que el producto
de la reaccidn, el orto-nitrofenol (ONP) es de color amarillo y absorbe a 405 nm (Figura
7).

on O OH
B-gal H o NO,
H
NO, HO OH
H OH
H H
B-D-galactopiranosa orto-nitrofenol
o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONP)
(ONPG)

Figura 7. Reaccion catalizada por la B-Gal utilizando ONPG como sustrato.
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Se incubaron 100 pl de una dilucién de enzima gel-filtrada con 2 mL de ONPG 25 mM
preparado en buffer de actividad a temperatura ambiente. Se midié la absorbancia del
producto formado a una longitud de onda de 405 nm. La unidad enzimatica se definié
como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 umol de ONP por minuto a pH 5,5
y temperatura ambiente. Para la gel-filtracién de la enzima se utilizaron columnas PD-
10 (Sephadex G-25). El coeficiente de extincién para el ONP a pH 5,5 es de 7,5 x 10°M™

cm™.

Para medir la actividad de la enzima inmovilizada se prepard una suspension estandar
(0,1 g de la enzima inmovilizada re-suspendida en 1 mL de buffer de actividad). El
ensayo se realizé en las mismas condiciones descritas para enzima soluble, utilizando
espectrofotdmetro equipado con agitacién magnética. La concentracidén de enzima se
expresé en UE/mL y UE/g para la enzima soluble y el derivado inmovilizado
respectivamente.

2.4. Ensayo de actividad enzimadtica para la a-Man

Para el ensayo de actividad de la a-Man se utiliz6 como sustrato, el p-nitrofenil-a-D-
manopiranosido (PNPM). EI PNPM es incoloro y por lo tanto no absorbe en el espectro
visible, mientras que el producto de la reaccidn, el p-nitrofenol (PNP), absorbe a 405
nm (Figura 8).

H OH
OH g
HO OH
HO H
H H
) 5 a-man
- 5 WO
NO,
p-nitrofenol
NO> (PNP)
p-nitrofenil- a-D-manopiranosido
(PNPM)

Figura 8. Reaccidn catalizada por la a-Man utilizando PNPM como sustrato.

Se incubaron 70 uL de una dilucién adecuada de enzima con 630 uL de PNPM 5 mM en
buffer citrato de sodio 50 mM pH 4,5 suplementado con 0,1 mM de acetato de zinc. Se
tomaron alicuotas de 100 pL cada 30 segundos, y se le agregaron 200 pL de buffer
borato de sodio 0,2 M pH 9,8 para detener la reaccidon enzimatica. Se transfirieron 200
pL a una microplaca y se midié absorbancia a 405 nm en lector de placas de ELISA. Se
determind la concentracién de PNP utilizando una curva de calibracion. Se definié la
unidad de enzima como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 umol de PNP
por minuto a temperatura ambiente y pH 4,5.
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Para medir la actividad de la enzima inmovilizada se preparé una suspension estandar
(25 mg de derivado enzimatico en 1 mL de buffer fosfato de sodio 100 mM, pH 7,5
suplementado con 0,1 mM de acetato de zinc). El ensayo de actividad se realizod en las
mismas condiciones que para la enzima en solucién. Para evitar que el derivado
sedimente, la toma de suspension estandar y la reaccién enzimatica se llevd a cabo
utilizando agitacién magnética. La concentracion de enzima se expresé en UE/mL y
UE/g para la enzima soluble y el derivado inmovilizado respectivamente.

2.5. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacién de proteinas se realiz6 mediante la técnica del acido bicinconinico
(BCA). Esta se basa en la reduccién de Cu** a Cu* por parte de los residuos cisteina,
tirosina y triptéfano de la proteina. Posteriormente, el BCA forma un complejo con los
iones Cu® en medio alcalino, que absorbe a 562 nm. Se incubaron 15 pL de muestra con
300 pL de reactivo a 609C durante 15 minutos. Luego se midié la absorbancia a 562 nm
y se determind la concentracién de proteina interpolando en la correspondiente curva
de calibracidn. Para la construccién de la curva de calibracidn se utilizd seroalbumina
bovina como estandar. La cuantificacién de la enzima inmovilizada para el caso de la 3-
Gal, se realizé utilizando el mismo procedimiento pero incubando 50 pL de enzima con
1 mL de reactivo a 602C durante 15 minutos bajo agitacién. Para el caso de la a-Man la
cantidad de enzima inmovilizada se determiné por diferencia entre la proteina aplicada
y la recuperada en el sobrenadante. Los resultados se expresaron en mg/mL para la
enzima soluble y mg/g para los derivados inmovilizados.

2.6. Inmovilizacion de enzimas
2.6.1. Activacion de lechos de agarosa (CDAP-agarosa)

El gel agarosa 4B, se activd utilizando el agente cianilante 1-ciano-(4-dimetilamino)
piridinotetrafluorborato (CDAP) de forma de introducir grupos cianato éster [36]. Todos
los reactivos utilizados fueron pre enfriados a 4°C. Se lavaron 3 g de agarosa 4B con: 50
mL de agua destilada, 50 mL de acetona:agua (3:7) y 50 mL de acetona:agua (6:4). Se
escurrio el gel haciendo vacio, se suspendié en 2 mL de acetona:agua (6:4) y se colocd
en bafo de hielo. Posteriormente, se agregaron a la suspensién de gel, 75 mg de CDAP
disueltos en 2 mL de acetona:agua (6:4) bajo agitacidn vigorosa durante 3 minutos. A
continuacién se agregaron 240 pL de una solucién de trietilamina (TEA) gota a gota
durante un periodo de 2 a 3 minutos. Después de 3 minutos de agitacidén continua, se
transfirioé rapidamente la mezcla de reaccidn a un recipiente conteniendo 50 mL de HCI
50 mM enfriado a 4°C. Luego de un maximo de dos minutos el gel se lavd rdpidamente
en una placa filtrante con 50 mL de agua a 429C y se utilizd en forma inmediata para la
inmovilizacion de la enzima correspondiente.
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2.6.2. Inmovilizacion de la p-Gal

Se incubaron 1,5 g de agarosa activada con 15 mL de B-Gal (40 UE/mL; 1 mg/mL) en
buffer fosfato de sodio 100 mM pH 8,3 (buffer de inmovilizacidn), durante 4 horas a
temperatura ambiente y agitacion suave en roto-torque. Se separé el sobrenadante por
filtracidn, se lavd el derivado inmovilizado con buffer de actividad y se guardé a 4 °C.

2.6.3. Inmovilizacion de la a-Man

Se incubaron 0,3 g de agarosa activada con 2 mL de a-Man (12 UE/mL, 0,40 mg/mL) en
buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7,5 suplementado con 0,1 mM de acetato de zinc
(buffer de inmovilizacidn) durante 4 horas a temperatura ambiente y agitacion suave
en roto-torque. Se separd el sobrenadante por filtracién, se lavd el derivado
inmovilizado con buffer de inmovilizacién y se guardd a 4 °C.

2.7. Determinacion del pH éptimo para la f-Gal

Se midid la actividad enzimdtica de la enzima soluble e inmovilizada a distintos pHs.
Para los pHs 4,6 y 5,5 se utilizd buffer acetato de sodio 100 mM, mientras que para los
pHs del rango 6,5 - 8,3 se utilizé buffer fosfato de sodio 100 mM. Los coeficientes de
extincion molar (¢) del ONP a los distintos pHs se determinaron midiendo la
absorbancia de soluciones de diferentes concentraciones de ONP a distintos pHs.
Luego se obtuvo la curva, Absorbancia vs [ONP], para cada uno de los pHs utilizados, en
la cual las pendientes corresponden a los diferentes €.

2.8. Determinacion de la estabilidad con el pH para la /-Gal inmovilizada

Se incubaron suspensiones estandar de [3-Gal inmovilizada a distintos pHs (pH: 4,6; 5,5;
6,5; 8,3) durante 24 hs a temperatura ambiente. Se mididé la actividad enzimatica
residual y se comparé con la actividad inicial del derivado enzimatico.

2.9. Deglicosilacion de proteinas modelo
2.9.1. Obtencidn de asialofetuina

La asialofetuina se obtuvo mediante la desialilacién quimica de fetuina. Se disolvieron
30 mg de Fetuina en 2,55 mL de HCl 0,2 N, y se incubaron en un termo block a 802C
durante una hora. Se enfrié en bano de agua a temperatura ambiente y se neutralizé
con NaOH 2,0 N. Luego se dializé durante 24 horas contra buffer acetato de amonio 50
mM, pH 5,5. Se centrifugd el producto de dialisis durante 5 minutos a 10.000 rpm y se
midio el pH para verificar la efectividad de la dialisis.
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2.9.2. Degalactosilacion de la asialofetuina

Se incubaron 2 mL de solucién de asialofetuina (6 mg/mL) con 0,1 g de [B-Gal
inmovilizada durante 24 horas bajo agitacién suave en roto-torque a temperatura
ambiente. Se separd el derivado por filtracion, se lavé con buffer acetato de sodio 50
mM pH 5,5 y se conservo a 4 2C para volver a utilizar. El sobrenadante se gel-filtré en
columnas de Sephadex G-25 PD-10 equilibrada en buffer acetato de amonio 50 mM,
pH 5,5 para separar la asialofetuina degalactosilada de la galactosa liberada. Se
sembraron 2,0 mL de asialofetuina degalactosilada, se eluyé con el buffer acetato de
amonio 50 mM pH 5,5, y se recogieron las siguientes fracciones; i) la fracciéon donde
eluye la asialofetuina degalactosilada (volimenes entre 2,5y 5,5 mL), la que se guarda
para realizar estudios de reconocimiento con lectinas y ii) Una segunda fraccién
(volimenes entre 5,5 mL y 10,5 mL) donde se espera que eluya la galactosa liberada.
Esta dltima fraccion, se liofiliza se retoma en 300 plL de agua y se guarda para analizar
por TLCy HPLC.

2.9.3. Demanosidacion de la lactoferrina

Se preparan soluciones de lactoferrina (9,8 mg/mL) en buffer citrato de sodio 50 mM,
pH 4,5 suplementado con acetato de zinc 0,1 mM y en buffer citrato de sodio 50 mM,
pH 6,5 suplementado con acetato de zinc 0,1 mM. Se gel-filtran en columnas PD-10
(Sephadex G-25) para separar moléculas de bajo peso molecular presentes en el
preparado comercial.

Se incubaron 0,05 g de a-Man inmovilizada con 2 mL de lactoferrina (7 mg/mL) durante
24 horas bajo agitacién suave en roto-torque a temperatura ambiente. Se separd el
derivado inmovilizado por filtracion, se lavd con buffer fosfato de sodio 100 mM, pH
7,5 conteniendo acetato de zinc 0,1 mM vy se guardd para volver a utilizar. El
sobrenadante de la demanosidacion se gel-filtrd en columnas PD-10 (Sephadex G-25)
equilibrado en buffer acetato de amonio 50 mM pH 5,5, para separar la lactoferrina
demanosidada de la manosa liberada. Se sembraron 2,0 mL de lactoferrina
demanosidada, se eluyd con el buffer acetato de amonio 50 mM pH 5,5 y se recogieron
las siguientes fracciones; i) la fraccion donde eluye la lactoferrina demanosidada
(volimenes entre 2,5 y 55 ml), la que se guarda para realizar estudios de
reconocimiento con lectinas; ii) Una segunda fraccién (volimenes entre 5,5 mL y 10,5
mL) donde se espera que eluya la manosa liberada. Esta ultima, se liofilizd, se retomd
en 300 uL de agua y se guardé para analizar por TLC y HPLC.
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2.10. Demanosidacion del lisado de F. hepatica
2.10.1 Preparacion de lisado total de F. hepatica

Los gusanos adultos de F. hepatica utilizados para la generacién del lisado total
parasitario se obtuvieron de los conductos biliares de higados bovinos cedidos por el
frigorifico Carrasco. Se lavaron durante una hora a 372C con buffer fosfato salino (PBS)
a pH 7,4. Posteriormente se procedio a la ruptura mecdanica de los mismos, se sonicé y
se centrifugd a 40.000 rpm durante 60 min. Luego, se re-suspendié en PBS
conteniendo un cocktail de inhibidores de proteinas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se
dializé contra PBS durante 24 horas y se guardé a -80°C.

2.10.2. Demanosidacion de lisado total de F. hepatica

El lisado parasitario se almacenado a -802C. Se descongeld a 42C y luego se gel- filtré en
columnas NAP- 5 (Sephadex G25) equilibradas en buffer citrato de sodio 50 mM, pH 6,5
suplementado con 0,1 mM de acetato de Zinc para remover componentes de bajo peso
molecular del extracto. Se agregaron 112 plL de un cocktail de inhibidores de proteinas
disuelto en 10 mL de PBS (Sigma-Aldrich, MO, USA) a 1 mL de lisado gel filtrado.

Se incubaron 0,05 g de a-Man inmovilizada con 0,5 mL del lisado (2 mg proteina/mL)
bajo agitacidén suave en roto-torque durante 7,5 y 24 horas a temperatura ambiente. Se
separo el derivado enzimatico por filtracidn, se lavd con buffer fosfato de sodio 10 mM,
pH 7,5 suplementado con 0,1 mM acetato de zinc y se guardd para posteriores usos. El
sobrenadante de la demanosidacion conteniendo el extracto parasitario demanosidado
se dializé contra buffer PBS pH 7,4 utilizando membrana de dialisis de corte 3 kDa para
separar la manosa liberada y se guardd a -80 °C para analisis de reconocimiento con
lectinas.

2.11. Andlisis por TLC

Se sembraron 5 pL de las fracciones a analizar y de los estandares correspondientes en
placas de silica-gel 60 (20 cm x 10 cm). Se utilizé6 como fase mévil metanol, cloroformo,
acetona, hidréxido de amonio (42:16:25:16). Se reveld con orcinol 2% (0,2 g orcinol
monohidrato en etanol: sulfurico (95:5)) y calor.

2.12. Andlisis por HPLC

Se utilizd un sistema de cromatografia liquida de alta presién (HPLC) Waters, equipado
con detector de indice de refraccién, columna Shodex Asahiapak NH2P50 4E, (4,6 mm
d.i. x 250 mm de largo) a 25 2C, con la siguiente fase movil: acetonitrilo:agua (75:25) vy
un flujo de 1 mL/min.
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2.13. Ensayo de reactividad con lectinas

Para evaluar la efectividad de la demanosidacién de lactoferrina se realizd un ensayo
de tipo ELISA (Enzyme linked Immuno Sorbent Assay) utilizando Concavalina A de
Canavalia ensiformis con especificidad para manosa. Se sensibilizé una placa de 96
pocillos (NUNC, Dinamarca) con la proteina deglicosilada o el lisado demanosidado (1-
10 pg) durante toda la noche a 49C en buffer carbonato 100 mM pH 9,0. Luego, se
efectuaron tres lavados con PBS conteniendo tween 0,1% (PT) y se bloqued con
gelatina 1% en PBS durante una hora a 372C. Posteriormente se realizaron tres lavados
con PT y se incubd durante una hora a 372C con la lectina correspondiente biotinilada,
diluida con PTG (gelatina 0,5 % en PBS- Tween 0,1%). A continuacion se lavo tres veces
con PT para luego incubar por 45 minutos a 372C con Streptavidina conjugada con
peroxidasa (12000 diluida en PTG). Luego se llevaron a cabo nuevamente tres lavados
con PT para posteriormente incubar con 200 pL de o-fenilendiamina 0,5 mg/mL (OPD)
por pocillo, en buffer citrato fosfato 100 mM, pH 5,0 y perdxido de hidrogeno (30%). El
desarrollo de color fue cuantificado con lector ELISA midiendo absorbancia a 492 nm.
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3. Resultados y discusion
3.1. Inmovilizacion de -Gal y a-Man

La B-Gal y la a-Man se inmovilizaron sobre CDAP- agarosa, mediante una estrategia de
inmovilizacién covalente donde se forman enlaces de tipo isourea entre los grupos
amino de la proteina y los grupos cianato éster de la agarosa activada. Las
inmovilizaciones se realizaron a temperatura ambiente durante 4 horas a pH 8,3y 7,5
para la B-Gal y la a-Man respectivamente. Para evaluar el proceso de inmovilizacion se
determinaron los rendimientos de inmovilizacién (porcentaje de proteina inmovilizada
en relacion a la aplicada expresada en mg) y los rendimientos de actividad (porcentaje
de Unidades de Enzima inmovilizada en relacién a la actividad aplicada).

El proceso de inmovilizacién fue exitoso para ambas enzimas obteniéndose
rendimientos de inmovilizacién superiores al 60%.

En el caso de la B-Gal se consiguié inmovilizar la enzima en forma completamente
activa obteniéndose rendimientos de inmovilizacién y de actividad del orden de 60-
70% (Tabla 1l). Esto significa que la enzima no se inactivd durante el proceso de
inmovilizacion.

Tabla Il.- Inmovilizacién de B-Gal de A. oryzae sobre CDAP-agarosa

UE/g mg prot/g UE/g % mg prot/g %
aplicado aplicado inmov. inmov.
1 348 10,6 288 83 7,2 68
2 390 8,7 239 61 53 61
3 390 8,7 226 58 5,0 57

En el caso de la a-Man (Tabla lll) se obtuvieron rendimientos de inmovilizacién
superiores al 70%. Sin embargo los rendimientos de actividad fueron levemente
menores, del orden de un 60-70%. Estos resultados podrian indicar que durante el
proceso de inmovilizacion pudo tener lugar una inactivacidn parcial de la enzima.

Otra posibilidad es que durante el proceso de inmovilizacién la enzima haya sufrido
cambios en su estructura que se reflejen en un cambio en la afinidad por el sustrato y
por lo tanto en un aumento de su Ky. Esto ultimo podria llevar a que al trabajar a
concentraciones bajas de sustrato debido al costo del mismo se esté subestimando la
actividad del derivado.
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Tabla lll.- Inmovilizacién de a-Man de C. ensiformis sobre CDAP-agarosa.
UE/g mg prot/g UE/g % mg prot/g %
aplicado aplicado inmov. inmov.
1 74 2,7 53 72 2,4 90
2 82 3,0 46 56 2,9 98
3 95 2,0 68 71 1,4 70
4 95 2,0 56 59 1,5 74
5 73 2,7 51 70 2,7 100

Se estudio la estabilidad de la enzima inmovilizada en buffer fosfato de sodio 100 mM,
pH 7,5 suplementado con acetato de Zn 0,1 mM a 4 °C en funcién del tiempo y se
observo que la misma mantuvo un 100% de su actividad inicial al cabo de 90 dias.

Para ambas enzimas se obtuvieron derivados enzimaticos con una buena actividad, 251
UE/g y 55 UE/g para la B-Gal y a-Man, respectivamente, lo que hace posible su
aplicacion a procesos de deglicosilacion de glicoproteinas.

3.2. Estudio de las propiedades de las enzimas inmovilizadas

Uno de los objetivos de este trabajo fue la aplicacién de glicosidasas inmovilizadas a la
deglicosilacién de glicoproteinas modelo y glicoconjugados presentes en un extracto de
F. hepatica. Dado que las glicoproteinas o muestras bioldgicas a deglicosilar pueden no
ser estables al pH optimo de la glicosidasa utilizada, se realizaron estudios de
estabilidad y condiciones 6ptimas de funcionamiento de la enzima en funcién del pH.

Para el caso de los derivados de B-Gal se estudid el pH éptimo y la estabilidad de la
enzima a distintos pHs a los efectos de ver el rango de pH en que la misma podria ser
aplicada en procesos de degalactosilacién.

3.2.1. pH dptimo de la p-Gal

Dado que la absortividad del ONP, producto de la hidrdlisis enzimatica del ONPG, es
dependiente del pH, se determinaron sus coeficientes de extincién a diferentes pH
(Tabla 1V).

Tabla IV.- Coeficientes de extincion del ONP a diferentes pH

pH 4,6 5,5 6,5 8,3

e mMtcm? 0,89 0,84 0,92 3,6
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Luego se determind la influencia del pH en la velocidad de la enzima y se graficaron las
velocidades relativas a pH 5,5, en funcidn del pH (Figura 9).
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Figura 9. Estudio de la velocidad relativa de B-Gal de A. oryzae en funcién del pH.

Estos resultados permitieron concluir que la enzima presentd su maxima velocidad a
pH 5,5 tanto en su forma soluble como inmovilizada, lo cual concuerda con lo
reportado en bibliografia [46].

3.2.2. Estabilidad con el pH de la f-Gal inmovilizada

Los resultados obtenidos para la estabilidad de la B-Gal inmovilizada a distintos pHs
(Figura 10) demostraron que la misma permanece activa al cabo de 24 horas, a
temperatura ambiente, en un amplio rango de pH (pH: 3,5 - 8,3).
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Figura 10. Estudio de la estabilidad de la B—Gal de A. oryzae en funcién del pH (% Actividad remanente
a 24hs vs pH)
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3.2.3. Estudios de estabilidad con a-Man

Uno de los objetivos especificos de este trabajo era el uso de o-Man en la
demanosidacion de extractos de F. hepatica. Dado el alto costo de la a-Man de C.
ensiformis y de su sustrato, se acotaron los estudios de estabilidad y condiciones
Optimas, a los requeridos para su aplicacion al modelo bioldgico seleccionado.

Cuando se disminuyd el pH del extracto de F. hepatica a valores inferiores de 6,5 se
observod precipitacion del mismo. Por lo cual se resolvié estudiar cdmo funciona la a-
Man a dicho pH. Para eso se determind la actividad enzimdtica de la enzimaa pH 6,5y
se comparé con los valores obtenidos a su pH 6ptimo, 4,5 [47].

Los resultados obtenidos indicaron que la actividad a pH 6,5 es 90% menor que a su
pH éptimo. Sin embargo se pensé que aumentando la cantidad de enzima utilizada en
el ensayo y prolongando los tiempos del mismo, seria viable el uso de la a-Man a pH
6,5. Estos resultados se muestran en la seccion 3.3.2. y 3.4.

3.3. Deglicosilacion de glicoproteinas modelo

A los efectos de estudiar si las glicosidasas inmovilizadas son una herramienta valida
para la deglicosilaciéon de glicoproteinas se seleccionaron dos glicoproteinas modelo
para optimizar los procesos de deglicosilacion. Por un lado, la asialofetuina, una
proteina que presenta unidades de [}-galactosa terminales en las cadenas
oligosacaridicas [50], y fue utilizada para evaluar los procesos de degalactosilacién. Por
otro lado, para evaluar los procesos de demanosidacién se selecciond la lactoferrina
gue contiene N-glicanos con alto contenido de manosa [52-53].

3.3.1. Degalactosilacion de asialofetuina

Se incubaron 0,1 g de derivado de [-Gal inmovilizada con 2 mL de asialofetuina (6
mg/mL) durante 24 horas a temperatura ambiente. Se separd el derivado inmovilizado
por filtracion para reutilizarlo y el sobrenadante se gel-filtr6 para separar la
asialofetuina degalactosilada de la galactosa liberada. La fraccion correspondiente a los
azucares se concentrd por liofilizacion y se evalud por TLC y HPLC para identificar la
presencia de galactosa.

Se sembraron en placas de TLC, las fracciones correspondientes a la galactosa liberada
por el proceso de degalactosilacion junto con estdndares de galactosa de
concentraciones decrecientes con el objetivo de determinar la sensibilidad del método.
En la Figura 11 se puede observar que el andlisis por TLC permite detectar
concentraciones de galactosa de hasta 2 mM, aunque la banda obtenida es muy tenue.
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Figura 11. Cromatografia en capa fina de la fraccion conteniendo azticares correspondientes a la
degalactosilacion de asialofetuina. Carriles: 1.- galactosa 20 mM, 2.- galactosa 10 mM, 3.- galactosa 5
mM, 4.- galactosa 2 mM, 5.- Producto de degalactosilacién (5 L), 6.- Producto de degalactosilacién (10
pL), 7.- Producto de degalactosilacién (15 puL)

En los carriles 5-7 correspondiente a las fracciones de la galactosa liberada por el
proceso de degalactosilacién, se logré visualizar una banda a la altura de los estandares
de galactosa confirmando la liberacién de la misma. Este experimento se repitié varias
veces obteniéndose los mismos resultados.

También, se realizd un blanco con el mismo protocolo utilizado para la
degalactosilacion, pero esta vez utilizando agarosa sin activar en lugar de la B-Gal
inmovilizada, verificdndose que no se libera galactosa en ausencia de 3-Gal (resultado
no mostrado). Esto implica que la liberacion de galactosa es inherente a la accién de la
enzima. Estos resultados permitieron concluir que la B-Gal inmovilizada es una
herramienta valida para la degalactosilacidn de glicoproteinas conteniendo [3-galactosa
terminal.

A continuacién se realizaron ciclos de degalactosilacién re-utilizando el derivado
enzimatico. Las fracciones donde se esperaba encontrar los carbohidratos liberados por
accion de la B-Gal se analizaron por TLC y HPLC. En la Figura 12A se muestra una
cromatografia en capa fina, donde se observa claramente una banda a la misma altura
que el estandar de galactosa en los carriles correspondientes a los azucares liberados
cuando el derivado enzimatico fue reutilizado. Estos resultados confirman la liberacién
de galactosa lo que permite concluir que el re-uso del derivado es viable. Los mismos
resultados se observaron luego de un tercer uso.

Estos resultados fueron confirmados analizando las muestras correspondientes a la
liberacion de carbohidratos por HPLC. Se compararon los perfiles de un estandar de
galactosa 10 mM, con los de las muestras de degalactosilacion observandose en ambos
casos el mismo tiempo de retencién (Figura 12B).
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Figura 12. A) Cromatografia en capa fina de la fraccidn de carbohidratos correspondientes a la
degalactosilacion de asialofetuina. Carriles: 1.- galactosa 10 mM, 2.- galactosa 5 mM, 3.- galactosa 2
mM, 4.- Producto de degalactosilacion del re-uso (15 L), 5.- Producto de degalactosilacién del re-uso
(10 pL), 6.- Producto de deglicosilacién del re-uso (5 pL) B) Cromatografia HPLC. Verde- Estandar de
galactosa 10 mM Negro.-Producto de deglicosilacidn (primer uso) Azul.-Producto del re-uso del derivado
enzimatico.

La concentracion de la galactosa liberada en la degalactosilacién fue de 1,9 mM tanto
con enzima inmovilizada utilizada por primera vez o reutilizada.

Cabe destacar que la sensibilidad de la técnica del HPLC es mayor a la de la TLC. A su
vez el detector de indice de refraccidn es un detector universal mientras que el orcinol,
revelador utilizado en la TLC, es especifico para carbohidratos. Esto explica por qué en
el HPLC se pueden detectar otros picos correspondientes a otros componentes de las
muestras que no pueden ser identificados por TLC.

3.3.2. Demanosidacion de lactoferrina

La capacidad de la a-Man inmovilizada de catalizar procesos de demanosidacion de
glicoproteinas fue evaluada utilizando lactoferrina como glicoproteina modelo. La
demanosidacién se realizdé incubando 0,05 g de a-Man inmovilizada con 2 mL de
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lactoferrina (7 mg/mL) durante 24 horas a temperatura ambiente y pH 4,5 (pH éptimo
de la enzima). Se separd el sobrenadante por filtracién y se gel-filtré para separar la
lactoferrina demanosidada de la manosa liberada.

La fracciéon correspondiente a los carbohidratos liberados fue concentrada por
liofilizacidn y analizada por TLC y HPLC para identificar presencia de manosa.

En una placa de TLC se sembraron estandares de distintas concentraciones de manosa
(5-50 mM), para determinar la sensibilidad del método, junto con las fracciones
correspondientes a los carbohidratos. En la Figura 13 se puede observar que es posible
detectar por TLC concentraciones de manosa de hasta 5 mM.

A B

Figura 13. Cromatografia en capa fina de la fraccion de carbohidratos correspondientes a la
demanosidacion de lactoferrina. A) Carriles: 1.- manosa 50 mM, 2.- manosa 10 mM, 3.- manosa 5 mM,
4.- Producto de demanosidacidn del primer uso (15 uL), B) Carril 1 .- manosa 50 mM, 2.- manosa 10 mM,
3.- manosa 5 mM, Carril 4.- Producto de demanosidacién del primer re-uso (15 pL) Carril 5.- Producto de
demanosidacién del segundo re-uso (15 pL).

En la cromatografia de la Figura 13A se observa que hubo liberacién de manosa ya que
se distingue una banda en el carril correspondiente al producto de demanosidacion, a
la misma altura que el estandar de manosa.

Posteriormente, se evalud la factibilidad de reutilizar el derivado en procesos de
demanosidacién. Una vez que se realizd el ensayo de demanosidacién, el derivado se
lavé con buffer fosfato de sodio pH 7,5, 100 mM, suplementado con acetato de zinc
0,1 mM vy se guardé a 42C para nuevos usos. Como se observa en la Figura 13B cuando
se re-utilizé el derivado se observo liberacién de manosa, lo que permite concluir que
el re-uso es posible.

Ademads, se realizaron controles con el mismo protocolo de demanosidacion pero
incubando lactoferrina con agarosa sin activar, que permitieron confirmar que la
liberacién de la manosa observada se produjo efectivamente por la accidon de la enzima
(No se muestra).

Los resultados obtenidos se confirmaron por HPLC. Se inyectd un estandar de manosa
de concentracién de 2 mM junto con las muestras del primer, segundo y tercer uso del
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derivado enzimatico (Figura 14). En los cromatogramas de las fracciones
correspondientes a los carbohidratos liberados por el proceso de demanosidacidn, se
observa un pico con tiempo de retencién igual al del estdndar de manosa, esto
reafirmaria los resultados obtenidos con TLC.
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Figura 14. Cromatografia HPLC de la fraccidn correspondiente a los carbohidratos obtenida de la
demanosidacion de lactoferrina. -Celeste: Estdndar de manosa 2 mM.- Rojo: Producto de la
demanosidacion.- Azul: Producto de la demanosidacidon del primer re-uso.- Negro: Producto de la
demanosidacion del segundo re-uso.- Fuxia: Producto de demanosidacién de una segunda serie de
experimentos.

A continuacion se realizaron estudios de reconocimiento lectina-carbohidrato
utilizando ConA, una lectina que reconoce manosa. Si el proceso de demanosidacién
fue efectivo, la lactoferrina desprovista de manosa no deberia ser reconocida por la
ConA. En caso de que el proceso de demanosidacidon haya sido parcial, se deberia
observar una disminucién del reconocimiento de la lactoferrina por parte de la ConA.
Se adsorbieron en placa ELISA concentraciones equivalentes de lactoferrina sin tratar,
lactoferrina demanosidada a pH 4,5 y el blanco correspondiente (lactoferrina incubada
con agarosa sin activar en las mismas condiciones que el proceso de demanosidacion).
Posteriormente se incubd con ConA biotinilada y a continuacién con estreptavidina
conjugada a peroxidasa. Se reveld y se midié absorbancia a 492 nm. Una disminucién
en la absorbancia indica disminucion en el reconocimiento de la lectinas como
consecuencia de la demanosidacion.
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Figura 15. Reconocimiento de manosa presente en la lactoferrina por ConA. Se realizé un ensayo tipo
ELISA. Se sensibilizaron los pocillos con lactoferrina demanosidada y sin demanosidar (1ug) y se incubd
con ConA (1ug/ml). Inicial: Lactoferrina. Blanco: Lactoferrina tratada con agarosa sin activar. 1%, 2%°y 3
uso del derivado enzimatico: Lactoferrina demanosidada. Para el grafico B se consideré el 100% de
reconocimiento, al valor de absorbancia correspondiente al obtenido con el material inicial. En ambas
graficas la barra de error indica la SD (desviacion estandar).

En la Figura 15 se observa que la ConA presenta el mismo grado de reconocimiento
por la lactoferrina sin tratar (inicial) y el blanco. Esto descarta el desprendimiento de
manosa de forma inespecifica como consecuencia de la incubacién a pH 4,5 a
temperatura ambiente durante 24 de la lactoferrina. Sin embargo, se observa una
pérdida de reconocimiento de lectina de mas del 80% como consecuencia de la
demanosidacién a pH 4,5 lo que confirmaria la efectividad del proceso de
demanosidacién, reafirmando los resultados iniciales en los que se identific6 manosa
liberada, por TLC y HPLC. En el segundo y tercer uso del derivado enzimatico se observa
una disminucion de la reactividad de las lectinas del 65% y 61% respectivamente. La
perdida de reconocimiento es menor con respecto al primer uso de la enzima
inmovilizada, pero de todas formas sigue siendo efectiva la demanosidacion.

Uno de los objetivos de este trabajo fue el uso de la manosidasa inmovilizada para la
demanosidacidn de extractos de F. hepatica. Dado que este precipita a pHs inferiores a
6,5, se estudid la demanosidacién de lactoferrina a pH 6,5 manteniendo Ia
temperatura (ambiente) y el tiempo (24 horas).

Cuando se analizaron los datos por cromatografia en capa fina, se observo una banda a
la misma altura que los estandares de manosa. Sin embargo, la intensidad de la misma
era menor que cuando el proceso de demanosidacion se realizd a pH 4,5. Esto era de
esperar, debido a que la enzima no estd trabajando en su pH éptimo. Estos resultados
también se confirmaron por HPLC. Al igual que para pH 4,5 se hicieron estudios de re-
usos del derivado obteniéndose idénticos resultados. Esto confirma que es posible el
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uso en forma reiterada del derivado de a-Man para procesos de demanosidacion a pH
6,5 (No se muestran resultados).

Por ultimo se realizd el ensayo de reconocimiento con lectinas donde se observé una
disminucion en el reconocimiento de ConA en relacién a la lactoferrina inicial (Figura
16).
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Figura 16. Reconocimiento de manosa presente en lactoferrina por Con A. Se sensibilizaron los pocillos
con lactoferrina demanosidada y sin demanosidar (1 pg) y se incubd con ConA 1 pug/ml. Se compara la
reactividad de las lectinas de la lactoferrina inicial con los promedios de la reactividad de la lactoferrina
demanosidada (4,5 y 6,5). Para el grafico B se considerdé el 100% de reconocimiento, al valor de
absorbancia correspondiente al obtenido con la muestra inicial. En ambas graficas la barra de error
indica la SD (desviacion estandar).

En la Figura 16 se comparan los promedios de los resultados de reconocimiento con
lectinas obtenidos para las muestras de lactoferrina demanosidadas a pH 4,5y 6,5 a
temperatura ambiente durante 24 horas. En funcién de estos resultados se podria
concluir que en la demanosidacién a pH 4,5 el reconocimiento por las lectinas
disminuye un 80%, en cambio cuando la demanosidacién se realiza a pH 6,5 el
reconocimiento por las lectinas disminuye un 43%, por lo tanto el derivado enzimatico
claramente funciona mejor a su pH éptimo, pero de todas formas es viable trabajar a
pH 6,5.

Con los derivados utilizados en reiteradas oportunidades, tanto a pH 4,5 como 6,5, se
hizo un pool de derivado inmovilizado y se determind la actividad enzimdtica
confirmandose que se mantenia un 100% de la actividad inicial. Ese pool de derivado
se continud utilizando en procesos de demanosidacion en forma exitosa lo que
confirma su re-uso por mas de tres veces.
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3.4. Demanosidacion de un extracto de F. hepatica

Una vez que se validé y optimizé el uso de a-Man inmovilizada como herramienta para
la demanosidacién de glicoproteinas utilizando proteinas modelos, se trasladé a un
sistema bioldgico. Se llevd a cabo la demanosidacién de un extracto total de F
hepatica. Previamente, las condiciones de demanosidacion se fijaron en funcién de los
resultados obtenidos con los estudios realizados con la lactoferrina, teniendo en cuenta
las propiedades del extracto parasitario.

El ensayo se realizé incubando 0,05 g de derivado enzimatico con 0,5 mL de lisado gel-
filtrado, con una concentracion de proteinas de 2 mg/mL, durante 7,5 hs y 24 hs, a
temperatura ambiente. La relacién carga enzimatica: cantidad de proteina en el lisado
fue 14 veces mayor que cuando se trabajo con lactoferrina para compensar el hecho de
que se trabaja a un pH desfavorable para la enzima. Al lisado se le adiciond inhibidores
de proteasas para evitar la protedlisis enzimatica de las proteinas del extracto ya que es
un extracto rico en proteasas. Se realizd en forma simultdnea el blanco
correspondiente, incubando el lisado con agarosa sin activar en las mismas
condiciones. Las demanosidaciones se realizaron a 7,5 hs y 24 hs a los efectos de
evaluar el efecto del tiempo en el proceso de demanosidacion.

La efectividad del proceso de demanosidacion se evalué mediante el ensayo de
reactividad con la lectina ConA. Cabe destacar que la ConA presenta especificidad por
la manosa y también por la glucosa, esto podria contribuir al reconocimiento del lisado
por la lectina y de esta forma sobreestimar el mismo. Asimismo existe la posibilidad de
gue hayan manosas que no se encuentren en los extremos de las cadenas
carbohidratas y que no son hidrolizables por la a-Man pero si reconocidas por la
lectina. En el ensayo se observo una pérdida de reconocimiento por las lectinas en las
muestras tratadas con respecto a la muestra inicial, sin embargo también se observa
una disminucién del reconocimiento de las lectinas en las muestras blanco (Figura 17A
y 17B), que podria ser causado por la protedlisis del lisado durante la incubacién. Por lo
cual se evalud la pérdida de reactividad del lisado por la ConA considerando la Ay, del
blanco como el 100% de reconocimiento (Figura C). Se puede observar que la
reactividad disminuye un 49% a las 7,5hs y un 57% a las 24hs. Esto confirma la
demanosidacién de las glicoproteinas presentes en el extracto parasitario utilizando a-
Man. También confirmamos que la demanosidacion es viable a tiempos menores (7,5
hs) sin pérdida de efectividad.
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Figura 17. Reconocimiento de manosa por ConA presente en lisados parasitarios. Se sensibilizaron los
pocillos con extracto parasitario demanosidado y sin demanosidar (10 pg) y se incubd con ConA-
biotinilada (1 mg/mL). Inicial (extracto parasitario sin tratar), Blanco (extracto parasitario incubado con
agarosa sin activar en las condiciones utilizadas para la demanosidacion, Demanosidacion 7,5 (extracto
parasitario incubado con manosa durante 7,5 hs), Demanosidacién 24 (extracto parasitario incubado
con manosa durante 24 hs). Para el grafico B se considerd el 100% de reconocimiento, al valor de
absorbancia correspondiente al obtenido con la muestra inicial. Para el grafico C se consideré el 100%
de reconocimiento al valor de absorbancia correspondiente al obtenido para cada blanco
correspondiente.
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4. Conclusiones

En el presente trabajo se logrd optimizar la inmovilizacién de la B-Gal de A. oryzae y la
a-Man de C. ensiformis sobre agarosa activada con estructuras cianato éster. Se
obtuvieron rendimientos de inmovilizacién y actividad favorables para ambas enzimas.
En el caso de la a-Man se observd inactivacidn parcial como consecuencia del proceso
de inmovilizacién. Sin embargo, se obtuvieron derivados enzimaticos con una carga
adecuada para ambas enzimas, 251 UE/g y 55 UE/g para B-Gal y a-Man,
respectivamente. Se estudiaron algunas propiedades de las glicosidasas
inmovilizadas. Para la B-Gal se determind que su pH dptimo se encuentra en el entorno
de 5,5, coincidiendo con la enzima en solucion. También se demostré que se mantiene
activa durante 24 horas, a temperatura ambiente en el rango de pH de 3,5 a 8,3. Para
la a-Man, se evalué el funcionamiento de la enzima inmovilizada a pH 6,5, condiciones
requeridas para su aplicacion en la demanosidacién de extractos parasitarios de F.
hepatica. Si bien la actividad enzimatica de la a-Man a pH 6,5 es sensiblemente menor
que a su pH éptimo (4,5) se logrd utilizar en procesos de demanosidacion a ese pH.

La funcionalidad de las glicosidasas inmovilizadas se estudid utilizando glicoproteinas
modelo. La liberacién del monosacdrido correspondiente fue confirmada por TLC y
HPLC. Para la a-Man también se evaluaron los procesos de deglicosilacion mediante
pérdida de reconocimiento por ConA, una lectina especifica para manosa. Se obtuvo
una pérdida de reconocimiento por ConA de un 80 % y un 43 % como consecuencia del
proceso de demanosidacion de lactoferrina a pH 4,5y 6,5, respectivamente. Cuando se
estudié la demanosidacion de un lisado de F. hepatica se observd un porcentaje de
demanosidacion de un 49 %y 57 % cuando la demanosidacion se realizé a 7,5 hs y 24
hs respectivamente.

Tanto la B-Gal como la a-Man inmovilizada pudieron ser reutilizadas en los procesos
de deglicosilacion con glicoproteinas modelo, solo para una de ellas, la a-Man, se
comprobaron los re-usos con el lisado de F. hepatica manteniendo un 100 % de su
actividad enzimatica.

Los resultados obtenidos durante este trabajo de final de carrera permiten concluir
qgue el uso de glicosidasas inmovilizadas constituye una herramienta util en procesos
de deglicosilacién especifica de glicoproteinas y modelos biolégicos.
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5. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo abren distintas lineas para continuar la
investigacion.

En primer lugar, esta herramienta podria ser de gran utilidad en la elucidacién de la
composicion y funcionalidad de glicanos de glicoproteinas que participan en procesos
bioldgicos tanto normales como patolégicos.

También, se podria transferir los procesos de inmovilizacién utilizados en este trabajo
a otras glicosidasas de interés para el estudio de otros modelos de glicoproteinas. Por
otra parte se podrian utilizar nanoparticulas magnéticas como soporte y verificar la
eficiencia de los derivados obtenidos como herramienta biotecnolégica. El tamaio
reducido de las nanoparticulas podria ser una ventaja cuando se utiliza como soporte
para enzimas inmovilizadas, fundamentalmente cuando se trabaja con sustratos
macromoleculares como en el caso de las glicoproteinas.

Por ultimo, también es posible utilizar los glicoconjugados desprovistos de manosa
obtenidos de los lisados de F. hepatica para estudiar si efectivamente pierden su
capacidad inmunomoduladora sobre las células dendriticas.
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