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RESUMEN

Las hemocianinas, glicoproteinas de alto peso molecular cuya funcién mas conocida es
transportar el oxigeno en algunos moluscos, son ampliamente utilizadas en aplicaciones
biomédicas y biotecnoldgicas. La hemocianina mas empleada para estos propésitos, conocida
como KLH, proviene de la Lapa californiana Keyhole limpet (Megathura crenulata), y en Chile se
han descubierto dos hemocianinas sustitutas que provienen de las especies litorales Concholepas
concholepas (CCH) y Fissurella latimarginata (FLH). Las hemocianinas se utilizan como carriers de
moléculas de haptenos y péptidos, como adyuvantes en vacunas y como inmunoestimulantes no
especificos en la terapia contra ciertos tipos de cancer, pues al ser inoculadas en mamiferos
inducen una respuesta inmune adaptativa del tipo Th1, caracterizada por la sintesis de IFN-y,

fundamental en la destruccién de células tumorales e infectadas con patdgenos.

Los efectos inmunogénicos y antitumorales de las hemocianinas se han atribuido a su tamafio
(4-8 MDa), a su estructura cuaternaria didecamérica con multiples epitopos repetidos, a su
xenogenicidad, y a sus azucares, mayoritariamente N-glicosilaciones heterogéneas y complejas
ricas en manosa, que alcanzan un 3-4% (p/p). Se ha demostrado que las N-glicosilaciones tienen
funciones estructurales en la hemocianina de Tadorodes pacificus, sin embargo, este aspecto
estd escasamente estudiado en CCH, FLH y KLH, asi como también el rol de los azucares en sus
efectos inmunolégicos. Al respecto, se ha descrito que las hemocianinas son endocitadas por
células presentadoras de antigenos (APCs) via receptores de reconocimiento de patégenos de la
familia lectina tipo C (CLRs), los cuales reconocen azlcares ricos en manosa, tales como el
receptor de manosa (MR), Dectina-1 y Dectina-2, estimulando la secrecién de citoquinas que
generan un ambiente proinflamatorio benéfico. Sin embargo, no se ha estudiado
experimentalmente la contribucién de los azucares sobre la estructura y la respuesta
inmunomoduladora y antitumoral de dichas hemocianinas, por lo cual, en base a los
antecedentes, se sustenta la siguiente hipdtesis: “La eliminacion enzimatica de N-glicosilaciones
en hemocianinas de gastropodos, tales como KLH, CCH y FLH, disminuye la formacién de

estructuras didecaméricas y sus propiedades inmunogénicas y antitumorales en mamiferos”.

CCH, FLH y KLH fueron N-desglicosiladas enzimaticamente utilizando PNGasa F y también,
guimicamente con peryodato de sodio como control. Posteriormente fueron analizadas segun
pardmetros bioquimicos que incluyeron dot blot con lectinas, tincién de PAS y Lectin array blot
para determinar la presencia de azlcares remanentes, y ademas, se realizaron analisis mediante

SDS-PAGE, microscopia electrénica de transmisidon y dicroismo circular para determinar las

XVi



modificaciones estructurales. Los resultados principales indicaron que la N-desglicosilacién
enzimatica es parcial, selectiva, y que los azlcares remanentes corresponden principalmente a
fucosilaciones. Ademds, la N-desglicosilacion no afecté la estructura secundaria ni el

desplegamiento, pero si la estructura cuaternaria y el replegamiento de estas glicoproteinas.

Los estudios inmunoquimicos mediante ELISA demostraron que la unién de hemocianinas
desglicosiladas a CLRs quiméricos (MR-Fc, Dectina-1-Fc y Dectina-2-Fc) disminuye, en
comparacién con la unidn de las hemocianinas nativas. Ademads, se demostré que la unién de
hemocianinas al MR y Dectina-2 es especifica para manosa, no asi la unién a Dectina-1. Estudios
mediante citometria de flujo y ELISA, en los que se evalué el efecto funcional de la N-
desglicosilacion de las hemocianinas, sobre la unidén/incorporacidn y secrecion de citoquinas
proinflamatorias en la linea de macréfagos murinos J774.2, demostraron que los N-glicidos de
estas glicoproteinas contribuyen a su unién/incorporacion en dichas células, asi como a la
produccién de las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-12p40. Finalmente, se realizaron
estudios inmunolégicos en los que se evalud el efecto de la N-desglicosilacién de hemocianinas
sobre la respuesta humoral especifica y antitumoral en un modelo murino de melanoma B16F10.
Los resultados demostraron que la N-desglicosilacion disminuyé el titulo de anticuerpos anti-
hemocianinas, indicando una respuesta humoral desfavorecida. Respecto al potencial
antitumoral, el volumen tumoral y porcentaje de animales con tumor no mostraron diferencias
entre hemocianinas nativas y N-desglicosiladas con CCH y FLH, pero si con KLH, donde se observo

un mayor volumen tumoral en el grupo tratado con hemocianina N-desglicosilada.

El conjunto de los resultados obtenidos, confirman el rol de los N-glucidos de CCH, FLH y KLH
a nivel de su estructura cuaternaria, y ademas, sugieren fuertemente que las N-glicosilaciones
participan en su reconocimiento por algunos receptores lectina tipo C, asi como en su efecto
proinflamatorio en células presentadoras de antigenos. Finalmente, la N-desglicosilacién
disminuye la respuesta humoral anti-hemocianinas, sin embargo, se requieren experimentos

adicionales para confirmar su rol en el efecto antitumoral.
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ABSTRACT

Hemocyanins are huge glycoproteins with several applications in biomedicine and
biotechnology, whose better-known function is to carry oxygen in the hemolymph of some
mollusks. The most used hemocyanin is named as KLH, from the keyhole limpet (Megathura
crenulata), and two substitute hemocyanins have been described in Chile, from the species
Concholepas concholepas (CCH) and Fissurella latimarginata (FLH). Hemocyanins act as non-
specific immunostimulants when inoculated in mammals, inducing an adaptative Thl immune
response, characterized by the secretion of IFN-y, essential in the destruction of tumoral and
infected cells. By this property, hemocyanins are widely used in biomedicine as carriers of
haptens/peptides, as adjuvants in vaccines, and as immunostimulants in therapies against
certain types of cancer. Their immunomodulatory properties have been attributed to their high
molecular weight (4-8 MDa), their complex quaternary structure, their xenogenicity and their
high and heterogeneous glycan content, mainly mannose-rich N-glycans that reach up to 3-4%
(w/w). Studies in the hemocyanin of Todarodes pacificus and other glycoproteins suggest a
structural role of N-glycans, however, this role has been scarcely studied in CCH, FLH, KLH, as
well as the role of N-glycans on their immunostimulant properties. Hemocyanins are
incorporated by antigen presenting cells (APCs) through mannose-recognizing C-type lectin
receptors (CLRs), such as mannose receptor (MR), Dectin-1 and Dectin-2, promoting the
secretion of beneficial proinflammatory cytokines. Nevertheless, the contribution of glycans to
the structure and the immunomodulatory and antitumor properties of CCH, FLH and KLH has not
been experimentally demonstrated. Based on the bibliographic background, the proposed
hypothesis is that: “The enzymatic N-deglycosylation of gastropods hemocyanins, such as KLH,
CCH and FLH, disfavors the quaternary didecameric structure, and their immunogenic and

antitumor properties in mammals”.

Hemocyanins were enzymatically N-deglycosylated by PNGase F, and as a control, they were
chemically deglycosylated by oxidation with sodium periodate. Analyses by dot blot and lectin
array blot suggest that N-deglycosylation is selective and partial, leaving fucose-rich residual
glycans. Also, analyses by SDS-PAGE, transmission electron microscopy and circular dichroism
showed that N-deglycosylation did not affect the secondary structure or unfolding of
hemocyanins, but it disfavored the association of subunits to form quaternary structures and
their refolding. Moreover, ELISA binding assays showed that the binding of deglycosylated

hemocyanins to chimeric CLRs (MR-Fc, Dectin-1-Fc and Dectin-2-Fc) decreased, compared with
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native hemocyanins. Besides, the binding of hemocyanins to MR and Dectin-2, but not to Dectin-
1, was specific for mannose-rich glycans. Experiments by flow cytometry and ELISA, performed
in J774.2 macrophage cells, showed a decreased binding and incorporation of N-deglycosylated
hemocyanins in these cells, and also showed a decrease in the secretion of proinflammatory
cytokines, such as TNF-a,, IL-6 and IL-12p40, by N-deglycosylated proteins. Moreover, studies in
a B16F10 murine model of melanoma were performed, to study the contribution of N-glycans to
the humoral and antitumor responses induced by hemocyanins. ELISA assays showed a
decreased antibody titer in mice immunized with N-deglycosylated hemocyanins, compared with
their native forms. Nevertheless, no clear effects of N-deglycosylation on antitumor properties
were observed, as mice immunized with native and N-deglycosylated CCH and FLH did not
showed differences in tumor volume and tumor incidence. In contrast, mice immunized with N-

deglycosylated KLH showed an increased tumor volume, compared with the native KLH group.

Altogether, these results confirm that the N-glycans of CCH, FLH and KLH are essential for
their didecameric structure. Similarly, N-glycans of hemocyanins contribute to their
incorporation through CLRs, to the activation of the proinflammatory response by APCs, and to
the humoral anti-hemocyanin response. However, further analyses are required to confirm the

participation of N-glycans on their antitumor properties.
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1. INTRODUCCION

Las hemocianinas son glicoproteinas de alto peso molecular que circulan libremente en
la hemolinfa de algunos moluscos y artrépodos, cuya funcién mas conocida es el transporte de
oxigeno. La union de estas proteinas a oxigeno es reversible y es mediada por cobre, metal que
en su estado reducido les otorga una coloracién azul [1]. Al ser inoculadas en mamiferos las
hemocianinas de moluscos actian como inmunoestimulantes no especificos, motivo por el cual
son ampliamente utilizadas en biomedicina y biotecnologia, y razén por la cual concentran el
interés de esta tesis. Algunas de las aplicaciones principales de las hemocianinas incluyen su uso
como proteinas transportadoras o carriers para producir anticuerpos contra haptenos y
péptidos, como adyuvantes en vacunas terapéuticas para cancer en base a células dendriticas, y
su uso como inmunoestimulantes no especificos en el tratamiento de cancer superficial de
vejiga, entre otros [2,3]. Sin embargo, aunque son ampliamente utilizadas, los mecanismos
inmunolégicos mediante los cuales las hemocianinas actian como inmunomoduladores han sido
poco estudiados experimentalmente. Clasicamente, sus efectos sobre la respuesta inmune se
han atribuido principalmente a su gran tamafio (4-8 MDa), a su estructura cuaternaria compleja
y con multiples epitopos repetidos y con simetria tipo D5, a su xenogenicidad, y a los azlcares

presentes en su estructura [4,5].

La hemocianina mas estudiada y la primera en ser descubierta corresponde a la proteina
que se extrae de la lapa Keyhole limpet (Megathura crenulata), conocida como KLH, la cual ha
sido utilizada por mds de 45 afios en biomedicina [6]. Es destacable que, actualmente, las
hemocianinas sélo pueden extraerse de su fuente natural, pues su tamafo y estructura compleja
no han permitido su expresion heteréloga. Es asi que, el aumento en su demanda ha llevado a
buscar hemocianinas en fuentes alternativas con propiedades inmunoldgicas similares. Al
respecto, en Chile se descubrieron dos hemocianinas de especies de moluscos que habitan en su
litoral, que provienen de Concholepas concholepas (Loco) y Fissurella latimarginata (Lapa negra),
CCH y FLH respectivamente [7,8,9]. CCH posee propiedades inmunoestimulantes similares a las
de KLH, mientras que FLH es significativamente superior, lo que se explicaria en parte por las

diferencias que presentan a nivel de su estructura cuaternaria [8,10].



1.1 Estructura general de las hemocianinas e importancia de los aztcares.

Las hemocianinas son glicoproteinas complejas, compuestas por 10 subunidades que se
agrupan de a pares y forman una estructura bdsica conocida como decdmero, que tienen la
forma de cilindros huecos de aproximadamente 35 nm de diametro y 38 nm de altura, los cuales
se pueden observar facilmente mediante microscopia electrénica de transmision (MET) con
tincidén negativa (figura 1) [4]. Por su parte, cada subunidad oscila entre los 350 y 450 kDa de
peso molecular y posee 8 dominios globulares conocidos como unidades funcionales (FUs), cada
uno de los cuales posee un par de atomos de cobre que unen reversiblemente una molécula de
oxigeno [11,12]. Aunque comparten estas similitudes, las hemocianinas previamente sefialadas,
difieren en otras caracteristicas relacionadas con su estructura y estabilidad, por ejemplo,
mientras CCH y KLH pueden estar formadas por dos tipos de subunidades (CCH-Ay CCH-B, KLH1
y KLH2, respectivamente), FLH posee sélo un tipo de subunidad. Ademds, los decameros de estas
hemocianinas pueden asociarse y formar heterodidecdmeros en el caso de CCH vy
homodidecdmeros en el caso de KLH y FLH, siendo la estabilidad de los homodidecameros

dependientes de la presencia de cationes divalentes en el medio [7,12,13].

Una de las caracteristicas mas relevantes de las hemocianinas, por su rol estructural y
propiedades inmunoldgicas, es su alto contenido de carbohidratos. Estudios realizados en KLH y
en otras hemocianinas, tales como las extraidas de Helix lucorum, Rapana venosa, y Haliotis
tuberculata, han demostrado que estas glicoproteinas poseen azucares heterogéneos, siendo los
mas abundantes los N-glucidos ricos en manosa, aunque también se han descrito N-gllcidos
mixtos que contienen galactosa. Asi mismo, estas hemocianinas exhiben arboles de glicosilacion
que no se encuentran en mamiferos [14,15,16,17]. Respecto a las hemocianinas de nuestro
laboratorio, CCH, FLH y KLH poseen N-glicosilaciones, donde ademds de manosa se observan
estructuras ricas en fucosa y N-acetilglucosamina. Ademas, KLH y FLH, a diferencia de CCH,
presentan O-glicosilaciones expuestas y presencia de xilosa. Del mismo modo, se ha descrito que
en KLH y CCH los azucares corresponden a aproximadamente el 3-4% del peso molecular total

de la proteina, y si bien este dato no esta descrito para FLH se estima un contenido similar [8].



Figura 1. Imagenes de la estructura de hemocianinas de moluscos obtenidas por microscopia electrénica de
transmisidn, con tincidn negativa. (A) Hemocianina de Keyhole limpet (Megathura crenulata), conocida como KLH. (B)
Hemocianina de Concholepas concholepas, conocida como CCH. (C) Hemocianina de Fissurella latimarginata, conocida
como FLH. Las flechas negras indican decdmeros, y las flechas blancas indican didecdmeros, estructura preferente en las

hemocianinas de gastrépodos. La barra de escala representa 100 nm. (Adaptado de Becker y cols., 2014).



Debido a la complejidad de las hemocianinas, se dispone de pocos analisis estructurales,
sin embargo, se ha propuesto un modelo para el homodidecdmero KLH1 a través de
criomicroscopia electrdnica (CryoEM) a 9 A de resolucién (figura 2). Mediante esta técnica se ha
modelado la estructura de la proteina, analizando los residuos de asparagina que podrian estar
glicosilados. En esta estructura se observa que hay 120 sitios putativos de N-glicosilacion, todos
ellos externos, y ademas se distinguen 5 sitios en la zona superior del cilindro [18]. Si bien en
este modelo no se analiza qué azlcares componen los arboles de glicosilacidn, se ha descrito que
tanto KLH1 como KLH2 poseen principalmente manosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina y fucosa, en distintas proporciones [19]. Adicionalmente, se han encontrado
patrones de glicosilacion Unicos, tales como Gal(f1-6)Man, el cual no se encuentra
frecuentemente en glicoproteinas [20], o estructuras mas complejas como centros modificados
de Gal(B1-4)Gal(B1-4)Fuc(al-6)GIcNAc. También se han descrito patrones inmunogénicos en
KLH, tales como Fuc(al-3)GalNAc(B1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNAc, glicosilaciéon que también estd
presente en el pardsito humano Schistosoma mansoni [21], y Gal(f1-6)GalNAc, estructura
presente en el antigeno T de algunas células tumorales, siendo estas glicosilaciones

determinantes inmunogénicos relevantes en KLH [22].

Por otra parte, recientemente se resolvié a 3 A de resolucién la estructura de la
hemocianina del calamar comin japonés Todarodes pacificus, de 3,8 MDa, mediante
cristalografia de rayos X, siendo esta la primera estructura de una hemocianina intacta resuelta
utilizando esta técnica. Este andlisis reveld que el decdmero de dicha proteina posee 28.470
residuos de aminodcidos, 80 conglomerados (clusters) de cobre-oxigeno y 50 motivos de
carbohidratos. Un aspecto relevante es que, ademas de observar la organizacion de las unidades
funcionales, se analizd la presencia de azlcares y se describid que los motivos correspondian
principalmente a glicosilaciones presentes en residuos de asparagina, es decir, N-glicosilaciones
ricas en manosa y N-acetilglucosamina. Ademas, se describié que algunas FUs formaban clusters
de glicosilacién, y se hallaron motivos de glisosilacidn conservados en los sitios de unién entre
FUs (figura 3). Asi mismo, estudios con la hemocianina desglicosilada enzimaticamente vy
analizada mediante microscopia electrénica de transmision (MET), mostraron que la formacién

de los decameros disminuy® significativamente al remover los N-glucidos [23].



Figura 2. Sitios putativos de N-glicosilacion del homodidecamero KLH1. Se muestra un modelo obtenido mediante
criomicroscopia electronica, a 9-A de resolucidn, de los 120 sitios putativos de N-glicosilacién, mostrados en rojo.

(Adaptado de Gatsogiannis y cols., 2008).
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Figura 3. N-glicosilaciones putativas en la estructura de la hemocianina de Todarodes pacificus. Esta proteina fue
cristalizada y analizada mediante cristalografia de rayos X a 3-A. (A) Clusters de N-glicosilaciones presentes en la
estructura decameérica, representadas en el primer plano por esferas de diferentes colores. Las estructuras coloreadas
en el segundo plano muestran distintas subunidades. (B) Diagrama representativo de una unidad funcional (FU-d), que
muestra la cercania entre clusters putativos de N-glicosilacidn y clusters de union a oxigeno mediada por atomos de

cobre. (Adaptado de Gai y cols., 2015).



Estos resultados, en conjunto, sugieren que las N-glicosilaciones tienen un rol en el
ensamblaje y estabilidad estructural de la hemocianina de T. pacificus y, ademas, sugiere que al
haber clusters de glicosilacion en las FUs, los azUcares podrian participar en la regulaciéon

alostérica de la unién reversible de oxigeno a estas proteinas [23].

En general, las glicosilaciones presentes en las proteinas pueden tener distintos roles,
modificando tanto aspectos estructurales, asi como también su funciéon bioldgica.
Estructuralmente, los azlcares son responsables del correcto plegamiento de proteinas en el
reticulo endoplasmico y, adema3s, influyen en la estructura y solubilidad de las mismas [24]. Esto
se ha corroborado experimentalmente, pues gran parte de las glicoproteinas que son
desglicosiladas sufren alteraciones, por ejemplo, mediante estudios de FRET se observé que al
desglicosilar la fraccion constante (fragmento Fc) de la Inmunoglobulina G (IgG), esta presenta
un amplio espectro de cambios conformacionales [25]. Asi mismo, en un estudio diferente, se
observé que al desglicosilar enzimaticamente inmunoglobulinas de la subclase IgG1
recombinantes, ademas de cambios conformacionales, estas presentan mayor susceptibilidad a
ser degradadas por tripsina y quimiotripsina [26]. En base a los antecedentes expuestos, se
puede sugerir que las glicosilaciones, presentes tanto en hemocianinas como en otras proteinas,
tienen relevancia en el ensamblaje y en la estabilidad estructural, y si bien este aspecto no se ha

estudiado experimentalmente con CCH, FLH y KLH, se podria esperar un efecto similar.

Ademas del rol estructural que poseen las glicoslaciones en las proteinas, se destaca su
funcién bioldgica, por ejemplo, en el reconocimiento e interaccidon con otras moléculas, en la
fertilizacidn, durante el desarrollo y especialmente a nivel de la respuesta inmune, en alergias y
eventos patoldgicos [24,27]. Si bien este tema serd abordado con detalle mas adelante, es
relevante mencionar que la gran cantidad de glicosilaciones presentes en hemocianinas y su
diversidad, es una caracteristica en comun con patégenos y células cancerosas, que poseen
estructuras oligosacaridas que también se encuentran altamente glicosiladas. En este contexto,
es factible que, debido a los glucidos conjugados a su estructura, CCH y FLH puedan compartir
algunos epitopos con patdgenos y células tumorales, como ocurre con las glicosilaciones de
Schistosoma mansoni y del antigeno T presentes en KLH, las cuales son reconocidas por el

sistema inmune [21,22].



1.2 Respuesta inmune de mamiferos.

Para hacer referencia al efecto inmunoestimulante de las hemocianinas, es necesario
contextualizar sobre la respuesta inmune en mamiferos. A modo general, este sistema posee
células capaces de reconocer antigenos y generar un amplio espectro de respuestas especificas
ante ellos, habitualmente adquiriendo memoria contra los agresores [28]. Para realizar estas
funciones, el sistema inmune se compone de distintos elementos, los que se han clasificado
segun sus caracteristicas y curso temporal en inmunidad innata e inmunidad adaptativa. La
respuesta inmune innata es la respuesta dominante en la mayoria de los organismos vivos,
ocurre de manera inmediata frente al antigeno y se desencadena por la activacion del
Complemento y también por receptores codificados en la linea germinal (pattern recognition
receptors o PRRs), que reconocen patrones o motivos moleculares asociados a patdgenos
(pathogen-associated molecular patterns o PAMPs), y también patrones moleculares asociados
a sefales de dafio o peligro (damage-associated molecular patterns o DAMPs) [29]. Los
principales PRRs de membrana corresponden a los receptores de tipo toll (toll-like receptors o
TLRs) y los receptores de lectina tipo C (C-type lectin receptors o CLRs). Estos receptores estan
expresados diferencialmente en las células del sistema inmune innato, tales como macroéfagos y
células dendriticas, entre otras. Una vez que los receptores reconocen al antigeno, se induce la
produccién de citoquinas en las células mencionadas, mediadores que favorecen el
reclutamiento de otras células, tales como neutrdfilos y monocitos, gracias a un aumento en el
flujo sanguineo, un aumento en la expresidon de moléculas de adhesién y cambios en la
permeabilidad del endotelio. Esta respuesta favorece el aumento de células y mediadores
proinflamatorios en el sitio de infeccidén. Asi mismo, macréfagos y células dendriticas, ademas de
producir citoquinas, aumentan la expresion de moléculas co-estimulatorias, tales como CD80 y
CD86, y de los complejos mayores de histocompatibilidad (MHC), proteinas que son esenciales
para la activacion de la inmunidad adaptativa. Otro mecanismo de la inmunidad innata, como se
menciond, corresponde al sistema del Complemento. Este sistema estd compuesto por proteinas
plasmaticas, que reaccionan entre ellas para opsonizar al antigeno y reclutar a células fagociticas,
tales como neutréfilos, macrofagos y mastocitos. Existen tres vias de activacion del
complemento, la via cldsica, la via alternativa y la via de las lectinas, sin embargo, todas producen

los mismos efectos ya mencionados. En conjunto, la activaciéon del Complemento, la endocitosis
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de los agresores, y la produccién de citoquinas favorecen la respuesta inflamatoria para controlar
la infeccidn, sin embargo, si estos mecanismos no son suficientes, algunas células activadas, tales
como macroéfagos y células dendriticas, desarrollan mecanismos para iniciar la respuesta inmune
adaptativa [30]. Es relevante mencionar que, si bien en la bibliografia cldsica se ha descrito que
la inmunidad innata no produce memoria inmunoldgica, algunas evidencias sugieren que esta
respuesta podria generar algun tipo de memoria via modificaciones epigenéticas, aunque esta

propiedad se sigue atribuyendo principalmente a la inmunidad adaptativa [31,32].

Por otra parte, el sistema inmune adaptativo estd compuesto por linfocitos Ty B, células
gue expresan proteinas de membrana que permiten el reconocimiento de antigenos, tales como
el receptor de célula T (T-cell receptor, TCR) y el receptor de célula B (B-cell receptor, BCR),
respectivamente, este Ultimo también conocido como anticuerpo o inmunoglobulina (lg) que
reconoce antigenos en solucién y que se puede secretar. En cambio, en el caso de los linfocitos
T, el TCR estd siempre anclado a la membrana y no reconoce antigenos en solucién, sino que se
activa al reconocer péptidos asociados al Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
durante la presentacion antigénica. Este proceso es mediado por células presentadoras de
antigeno (APCs), las cuales son principalmente células dendriticas, macréfagos y también
linfocitos B. Como se menciond, estas células fagociticas endocitan al antigeno y, ademas,
producen citoquinas, moléculas co-estimulatorias y MHC para activar la respuesta adaptativa.
Las APCs, presentan péptidos antigénicos a los linfocitos T mediante los MHC de clase | o Il (MHC-
I/11). Si el antigeno (enddgeno) es presentado por un MHC-I se activaran los linfocitos T CD8+
(citotoxicos), mientras que si el antigeno (exdgeno) es presentado por un MHC-II se activan
linfocitos T CD4+ (ayudadores o helper), los que a su vez se polarizan en fenotipos Th1, Th2, o
Th17, entre otros, segln las citoquinas expresadas por las APCs (IFN-y, IL-4 e IL-17, que
caracterizan estas respuestas, respectivamente). Para que la presentacion antigénica sea
efectiva, es necesario que el péptido esté cargado en su MHC correspondiente, pero también se
requiere la presencia de las moléculas co-estimulatorias y la produccidn de citoquinas por parte
de las APCs. Si uno de estos elementos esta ausente, el linfocito T no sera activado, o bien se
puede producir su apoptosis o anergia [30,31,33]. Es relevante mencionar que los MHC-| se
encuentran en practicamente todas las células nucleadas del organismo, y presentan antigenos

citosolicos o enddgenos. Por otra parte, los MHC-II sélo se encuentran en las APCs, y presentan
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antigenos extracelulares o exégenos. En ocasiones, los antigenos exdégenos son presentados en
MHC-I, proceso que se conoce como presentacion cruzada, y que ocurre principalmente en
células dendriticas, pues expresan ambos MHC, aunque también puede ocurrir en otras APCs
[34]. La presentacidn cruzada ocurre cuando un antigeno exdgeno es endocitado, y mientras es
procesado en las vesiculas fagociticas este es translocado al citosol y cargado en MHC-I. Este
proceso participa en la inmunidad contra ciertas infecciones virales y bacterianas, asi como en la
respuesta inmune contra células tumorales. De hecho, la presentacién cruzada en células
dendriticas ha sido ampliamente investigada en el area de inmunoterapia antitumoral, como una

posible terapia en ciertos tumores [35].

Respecto a los linfocitos B, estas células reconocen antigenos a través del BCR, también
conocido como inmunoglobulina. El BCR, a diferencia del TCR, no requiere que el antigeno esté
procesado ni que sea presentado en el contexto de MHC, sino que puede reconocer epitopos en
antigenos completos, incluyendo azucares vy lipidos. Cuando los linfocitos B estan activados y
diferenciados, las Igs son secretadas como anticuerpos, siendo esta la principal funcién efectora
de los linfocitos B. Estos anticuerpos se unen al antigeno a través de su regién variable, y reclutan
células y moléculas que destruyan al patégeno a través de su fraccidn constante (Fc). Las regiones
variables son muy diversas entre distintos anticuerpos, permitiendo que esta respuesta se
desencadene ante un gran repertorio de antigenos. Por el contrario, la fraccidn constante en
humanos y murinos sélo puede corresponder a 5 tipos o clases (IgG, I1gM, IgA, 1gD, IgE), y cada
una de ellas produce distintas respuestas efectoras, siendo la IgG la mas abundante en el plasma
[30]. Por otra parte, los linfocitos B pueden requerir la colaboracién de los linfocitos T CD4+ para
activarse ante antigenos timo dependientes (mayoritariamente proteinas), mientras que pueden
prescindir de ellos ante antigenos timo independientes (carbohidratos). Junto a los linfocitos T,
los linfocitos B producen memoria inmunolégica, como se ha atribuido a la inmunidad adaptativa

clasicamente [28].
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1.3 Respuesta inmune anti-hemocianinas.

Se ha acumulado evidencia experimental que demuestra que las hemocianinas son
inmunoestimulantes no especificos, que producen una respuesta inmune adaptativa polarizada
de linfocitos T CD4+ hacia el fenotipo Th1 (linfocito T helper 1), jugando un papel clave en los
mecanismos que conducen a este tipo de respuesta las glicosilaciones presentes en su
estructura. En efecto, existe evidencia de que estos arboles de glicosilacidn serian relevantes en
la activacién de la respuesta inmune anti-hemocianinas, principalmente a través de su
interaccion con receptores de inmunidad innata localizados en APCs, tales como los CLRs, que
reconocen motivos moleculares asociados a carbohidratos [36]. Debido a que las hemocianinas
poseen abundantes N-glicosilaciones ricas en manosa y mixtas, agrupadas en clusters [19], se
comportan como multiligandos, en que los CLRs mds relevantes y candidatos a interactuar con
ellas son el Receptor de Manosa (MR), Dectina-1, Dectina-2, DC-SIGN y MGL (macrophage

galactose lectin) (figura 4).

Se ha descrito que el MR reconoce azucares que son abundantes en patdgenos, tales
como manosa, N-acetilglucosamina y fucosa, produciendo la endocitosis del patégeno en APCs
y favoreciendo la presentaciéon antigénica a linfocitos T [37]. Dectina-1 por su parte, reconoce un
amplio espectro de azucares unidos de forma 1-3 y 1-6 en hongos, bacterias y parasitos,
siendo su ligando preferente el zimosano, un B-glicido presente en hongos [38]. Una vez
activado, Dectina-1 promueve la activacién del factor de transcripcion NF-kB, y la produccién de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y de citoquinas proinflamatorias en APCs [39]. Igualmente,
el receptor Dectina-2 presenta una alta afinidad por estructuras ricas en manosa y a-manano
presentes en patdgenos, especialmente en las especies de Candida, produciendo una respuesta
adaptativa de tipo Th17 o Th1, si es que actda en conjunto con Dectina-1 [40]. DC-SIGN también
reconoce estructuras de patdgenos ricas en manosa, mientras que MGL reconoce estructuras
ricas en galactosa, presentes en N- y O-gltcidos, ya sea de patdgenos o de componentes propios
como células tumorales. Tanto DC-SIGN como MGL favorecen la incorporacion de antigenos en

APCs, y la posterior presentacion antigénica [41,42,43].
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Figura 4. Representacion de los receptores de lectina tipo C (CLRs). Se muestra el tipo de microorganismo o ligando de
cada receptor, las vias de sefializacidon principales y las respuestas inmunes que ellos inducen. ITAM indica que los
receptores utilizan motivos de activacion basados en tirosina, e ITIM motivos de inhibicion basados en tirosina.

(Adaptado de Hoving y cols. 2014).
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De los receptores nombrados, Dectina-1 produce una activacion directa de motivos ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) presentes en su extremo intracelular,
mientras que Dectina-2 produce una activacion indirecta de motivos ITAM, pues se asocian con
moléculas adaptadoras, tales como FcRy. Asi, estos receptores activan la quinasa Syk,
promoviendo efectos inmunolégicos en las APCs, tales como sintesis de mediadores
proinflamatorios, fagocitosis, y presentacion antigénica, incluyendo la presentacién cruzada. En
el caso de MR, DC-SIGN y MGL, por otra parte, no existe evidencia para asociar estos receptores

a una de las vias ya descritas [44,45].

Respecto a las hemocianinas, estudios con KLH han descrito que se une al MR,
desencadenando la activacion de la respuesta proinflamatoria en APCs [46]. En nuestro
laboratorio, se demostré mediante espectroscopia por resonancia de plasmones superficiales
(SPR) que CCH, FLH y KLH se unen a mas de un CLR, tales como MR y DC-SIGN, mientras que solo
KLHy FLH se unen a MGL [47]. Ademas, se observé mediante ELISA que las tres hemocianinas se
unen a los receptores Dectina-1 y Dectina-2 (Jiménez, JM., y cols. Manuscrito en preparacion).
Asi mismo, en nuestro laboratorio también se ha demostrado que las hemocianinas son
incorporadas en células dendriticas y macréfagos cultivados in vitro, tanto por macropinocitosis
como por endocitosis mediada por receptores. Una vez incorporadas, dichas hemocianinas son
lentamente procesadas, e inducen la expresidn y secrecion de distintas citoquinas
proinflamatorias, tales como IL-6, TNF-a e IL-12p40, expresidon que varia en intensidad vy
temporalidad dependiendo de la hemocianina estudiada [2,48]. Del mismo modo, como se
mencionoé anteriormente, a pesar de la diferencia estructural y de origen entre KLH, CCH y FLH,
se ha descrito que al ser inoculadas en mamiferos, todas favorecen la respuesta inmune

adaptativa de tipo Thl [8].

En cuanto al potencial terapéutico, las tres hemocianinas poseen propiedades
antitumorales, demostradas en modelos murinos de melanoma, cancer superficial de vejiga y
cancer oral. Al respecto, en un modelo murino de melanoma las tres hemocianinas aumentaron
los niveles plasmaticos de IFN-y de forma similar, sin embargo, si bien las tres hemocianinas
activaron la respuesta humoral, el titulo de anticuerpos aumentd significativamente en los

ratones tratados con FLH, respecto a los tratados con CCH o KLH. Ademas, los ratones tratados
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con FLH presentaron mayor sobrevida y menor volumen tumoral que los ratones tratados con
CCH y KLH. En cuanto a CCH y KLH, el efecto que produjeron en los pardmetros analizados fue
muy similar, por lo que el potencial antitumoral de CCH es comparable con el potencial de KLH.
Finalmente, mientras que CCH y KLH requieren del proceso de priming o sensibilizacidon para

presentar el efecto antitumoral, se demostré que FLH no lo requiere [8].

El mecanismo mediante el cual las hemocianinas producen los efectos seialados no se
ha descrito completamente, sin embargo, el modelo propuesto por nuestro laboratorio en base
a los antecedentes, es que las hemocianinas serian reconocidas “como organismos altamente
manosilados” por los CLRs mencionados a través de sus azlcares, y serian incorporadas en APCs
mediante estos receptores, induciendo la via de sefializacién dependiente de la quinasa Syk, y
estimulando asi la produccién de citoquinas pro-inflamatorias. Asi mismo, luego de ser
incorporadas en APCs, las hemocianinas son lentamente procesadas, presentadas como
antigenos exégenos y también via presentacion cruzada, favoreciendo un fenotipo Th1 [8,47,48].
Sin embargo, la contribuciéon de los N-glicidos de hemocianinas en esta respuesta es poco

conocida.

Con el propdsito de esclarecer el rol de los azucares de KLH, CCH y FLH, tanto en su
estructura como en sus efectos inmunomoduladores y antitumorales, el objetivo general de esta
tesis ha sido estudiar el efecto de la eliminacidon enzimatica de las N-glicosilaciones de dichas
hemocianinas en su estructura, inmunogenicidad a nivel de la respuesta inmune humoral y en

su efecto antitumoral en un modelo murino de melanoma.
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2. HIPOTESIS

“La eliminacion enzimatica de N-glicosilaciones en hemocianinas de gasterépodos,
tales como KLH, CCH y FLH, disminuye la formacion de estructuras didecaméricas y sus
propiedades inmunogénicas y antitumorales en mamiferos”.

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la eliminacién enzimatica de las N-glicosilaciones de
hemocianinas de gasterépodos (KLH, CCH y FLH) sobre su estructura, inmunogenicidad
y efecto antitumoral en mamiferos.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar las hemocianinas desglicosiladas segin parametros bioquimicos.
1.1 Establecer un protocolo de desglicosilacion enzimatica de las hemocianinas con
PNGasa F.

1.2 Identificar la presencia de azlcares residuales en las hemocianinas desglicosiladas.

1.3 Analizar los cambios estructurales de las hemocianinas desglicosiladas
enzimaticamente.

2) Analizar el efecto de la eliminacion de las N-glicosilaciones de las hemocianinas
en la unidn a receptores de lectina tipo C in vitro.
2.1 Evaluar la unién de hemocianinas a receptores lectina tipo-C quiméricos: MR,
Dectina-1y Dectina-2.

2.2 Determinar la especificidad de la unidén mediante ensayos de competencia con
manosa.

3) Determinar el efecto de la eliminacion de las N-glicosilaciones de hemocianinas
en su incorporacion a células presentadoras de antigenos cultivadas in vitro.
3.1 Evaluar la incorporacidon de hemocianinas desglicosiladas en macroéfagos o células
dendriticas murinas cultivadas in vitro.

4) Evaluar el efecto de la eliminacidon de las N-glicosilaciones de hemocianinas
sobre la respuesta inmune humoral y antitumoral in vivo.
4.1 Evaluar la respuesta inmune humoral contra hemocianinas desglicosiladas
enzimaticamente.

4.2 Evaluar el efecto antitumoral de hemocianinas desglicosiladas enzimaticamente en
un modelo murino de melanoma.

16



5. MATERIALES

5.1 Materiales biolégicos

5.1.1 Hemocianinas

Las hemocianinas de Concholepas concholepas (CCH, Inmunocyanine®) en tampén
fosfato salino (en adelante PBS, compuesto por fosfato de sodio 0,1M y cloruro de sodio 0,15M,
pH 7,2), y de Fissurella latimarginata (FLH, Blue-Vac®) en PBS o tampdn Tris (trisaminometano
1M, pH 7), purificadas bajo condiciones libres de pirégenos, fueron suministradas por Biosonda
S.A. (Santiago, Chile). La hemocianina de Megathura crenulata (KLH) en PBS fue obtenida de
Calbiochem (Massachusetts, USA). OVA fue obtenida de InvivoGen (California, USA).

5.1.2 Animales de experimentacién

Ratones C57BL/6 de 8-12 semanas fueron obtenidos de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (Santiago, Chile). Los animales fueron mantenidos a 22-24°C, con un ciclo
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, y comida y agua ad libitum. El estudio se llevé a cabo
en estricta conformidad con las normas bioéticas de FUCITED, exigidas por la Comisién Nacional

de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica de Chile (CONICYT).

5.1.3 Lineas celulares

Se utilizé la linea celular J774.2, correspondiente a macréfagos murinos de la cepa
BALB/c [49]. Ademas, se utilizd la linea celular B16-F10, correspondiente a células de melanoma

murino de la cepa C57BL/6 [50].
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5.1.4 Anticuerpos

Para los ensayos inmunoenzimaticos en fase sélida (ELISA) se utilizé un suero de cabra
anti-lgG humana acoplado a fosfatasa alcalina (anti-lgG-FAL) (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Para
estudiar los CLRs expresados en la linea celular J774.2 se utilizaron los anticuerpos monoclonales
primarios anti-Dectina-1, anti-Dectina-2, anti-MGL, y anti-TLR4 (Abcam, Cambridge, UK), ademas
de un anticuerpo monoclonal anti-MR (BioLegend, California, USA). Como control de isotipo, se
utilizé un anticuerpo monoclonal anti-lgG2a de rata (Abcam). Como anticuerpo secundario se
utilizé un suero de cabra anti-IgG de rata acoplado a isotiocianato de fluoresceina (anti-lgG-FITC)
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Para estudiar los marcadores de superficie de la
linea J774.2 se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-F4/80-AlexaFluor647, anti-MHC-I-FITC

y anti-MHC-II-FITC (BioLegend).

5.1.5 Receptores quiméricos

La quimera recombinante del MR fue donado por la Dra. Luisa Martinez-Pomares (School
of Life Sciences, University of Nottingham, Nottingham, UK). El constructo posee los dominios
lectina del MR (CTLD), unidos a la fraccion constante de la inmunoglobulina humana (Fc).
Brevemente, para su produccion se transfectaron células HEK293, y luego de 5 dias se purificé la
quimera desde el sobrenadante, utilizando una columna de Proteina A. El conjunto de fracciones

que contenia una mayor concentracién de la quimera se dializé contra PBS [51].

Las quimeras recombinantes de Dectina-1 y Dectina-2, fueron donadas por el Dr. Gordon
Brown (Institute of Medical Sciences, University of Aberdeen, Aberdeen, UK), y también poseen
los dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRD), unidos al Fc de la inmunoglobulina
humana. Estas quimeras se obtuvieron de forma similar a lo descrito para MR, mediante
transfeccion de células HEK293T y purificacion de los sobrenadantes en una columna de proteina

A [52,53].
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6. METODOLOGIA

6.1 Caracterizacion de hemocianinas desglicosiladas mediante parametros bioquimicos.

6.1.1 Desglicosilacion de hemocianinas.

La N-desglicosilacién enzimatica de las proteinas se realizd con la enzima Péptido:N-
glicosidasa F (PNGasa F) de Asparia Glycomics (San Sebastian, Espafia). Para llevar a cabo la
desglicosilacién se ensayaron multiples protocolos, sin embargo, se utilizard y describira
solamente el definitivo, escogido de acuerdo con el rendimiento de la reaccién, en cuanto a la
cantidad de hemocianina final obtenida. Brevemente, 1 mg de proteina se disolvié en un
volumen final de 200 pl de tampdn 130 mM Glicina, NaOH pH 8,6 y se calentd a 60°C durante 10
minutos. Se dejd enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 2 ul de PNGasa F disuelta en agua
bidestilada de grado clinico (B. Braun, Melsungen, Alemania), y se incubd durante 24 horas a

37°C en bafio termorregulado. La reaccién se detuvo guardando las preparaciones a 4°C.

La desglicosilacion quimica se realizd6 mediante tratamiento con peryodato de sodio [54].
Brevemente, 5 mg de proteina se disolvieron en 10 ml de peryodato de sodio 15 mM (Merck,
Darmstadt, Alemania), preparado en PBS pH 7,2. Se incubd por 24 horas en oscuridad, a
temperatura ambiente y con agitacion. Para detener la reaccidn se agregaron 25 pul de glicerol

por cada ml de solucidn, y se incubd durante toda la noche a temperatura ambiente.

En ambos métodos de desglicosilacion, luego de detener la reaccion, las proteinas se
lavaron con PBS 5 mM MgCl,, 5 mM CacCl, pH 7,2 en tubos Amicon Ultra-15 10K MWCO (Millipore,
Massachusetts, USA), centrifugando a 5.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Finalmente, la
soluciones conteniendo las proteinas se pasaron por un filtro de 0,22 um (Whatman, Miadstone,
UK). La concentracion final de proteinas se determiné por el método colorimétrico Pierce® 660
nm (Thermo Fisher Scientific) segln las instrucciones del fabricante, usando una curva estandar

de albumina de suero bovino (BSA).
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6.1.2 Dot blot con lectinas y tincion de PAS

Se utilizé el procedimiento general de Schumacher y cols [55]. En una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um se agregaron 30 pg de proteina con ayuda del dispositivo Biodot
Microfiltration Apparatus ® (Bio-Rad, California, USA). La deteccion de las glicosilaciones se
realizé6 mediante incubacién con lectinas y tincién de PAS. En el primer caso, se incubd la
membrana con tampdn de bloqueo (1% BSA 0,05% Tween 20 en PBS pH 7,2) durante 1 hora, y
se incubd con las lectinas biotiniladas Concanavalina A (ConA) o Aglutinina de Mani (PNA)
(Thermo Fisher Scientific) a una concentracion de 2 pg/ml en el mismo tampoén durante 90
minutos. Posteriormente, se incubd con Avidina-Fosfatasa Alcalina (FAL) (Thermo Fisher
Scientific) 1:3.000 en tampdn de bloqueo durante 30 minutos, y se reveld con el reactivo NBT-
BCIP ® (Thermo Fisher Scientific). En el caso de la deteccién mediante tincién de PAS (Acido
peryodico de Schiff), se utilizd el kit Pierce ® Glycoprotein Staining Kit (Thermo Fisher Scientific)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.1.3 Lectin Array Blot

Se realizaron analisis adicionales del contenido de azucares de las hemocianinas nativas
y desglicosiladas mediante Lectin array blot [56], servicio que se solicitd a Asparia Glycomics.
Brevemente, las hemocianinas (0,5 mg/ml) fueron marcadas con el reactivo Alexa-555-NHS dye,
y posteriormente diluidas en PBS 0,5% Tween-20, 0,4 mg/ml BSA y 0,3 mM CaCl,. Las proteinas
marcadas fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente, en ldminas de vidrio
previamente preparadas con 48 lectinas diferentes. Finalmente, las ldminas de vidrio se lavaron
con PBS durante 5 minutos y se escanearon en el equipo G265BA Microarray Scanner (Agilent
Technologies, California, USA). Los datos obtenidos se analizaron con el programa ProScan Array

Express software (PerkinElmer, Massachusetts, USA).
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6.1.4 SDS-PAGE

Se prepararon geles en gradiente de acrilamida de 5-15% para el gel separador, y 5%
para el gel concentrador, segin el método de Laemmli [57]. Se cargaron 2-5 ug de proteina por
carril, las cuales fueron calentadas a 100°C durante 5 minutos, en presencia de SDS y [3-
mercaptoetanol. La electroforesis se realizd en tampdn de corrida (0,1 M Tris, 0,1 M Hepes, 3
mM SDS, pH 8,0), a 60 V durante 1 hora, y a 100 V durante 3 horas. Los geles se tifieron durante
20 minutos con una solucién 0,5% Azul de Coomassie, 50% metanol y 10% acido acético, y luego
se destifieron en una solucién 50% metanol y 10% 4cido acético durante toda la noche. Se usoé el

estandar de peso molecular Kaleidoscope ™ Precision Plus Protein (Bio-Rad, USA).

6.1.5 Microscopia electrénica de transmision (MET)

Se utilizé el procedimiento de De loannes y cols. con modificaciones [7]. Se agregaron 20
ul de hemocianina (0,6 mg/ml) en grillas de cobre recubiertas con parlodion, previamente
estabilizadas por evaporacion al vacio. Las muestras se tineron con 20 ul de acetato de uranilo
1-2% durante 30 segundos. Las grillas se dejaron secar a temperatura ambiente y se observaron
en un microscopio electrdnico Phillips Tecnai 12, en el Servicio de Microscopia de la Pontificia
Universidad Catélica de Chile (Santiago, Chile). Se tomaron entre 15 y 20 imagenes
representativas de distintas muestras y distintos campos, a 80KV con aumentos de 60.000x y

87.000x.

6.1.6 Dicroismo circular

Los analisis mediante dicroismo circular se realizaron segun lo descrito por Kelly y cols.
[58]. Para estudiar la estructura secundaria de las hemocianinas, los espectros de cada
hemocianina se midieron en la regién UV lejana (190-260 nm), en un espectropolarimetro JASCO,
modelo J-810 (JASCO, Essex, UK) de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile (Santiago, Chile). Se utilizaron 200 pl de cada proteina, a una concentracion

de 0,25 mg/ml, en cubetas de 0,1 cm de paso dptico, a 25 °C. Para realizar las curvas de
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desplegamiento, las hemocianinas fueron incubadas con concentraciones crecientes de
Guanidinio-HCI (0-6,7 M) durante 24 horas. Para realizar las curvas de replegamiento, las
hemocianinas fueron incubadas durante 24 horas con Guanidinio-HCI 6,7 M, y posteriormente
diluidas en PBS para obtener distintas concentraciones de Guanidinio-HCl (0,5 — 6,7 M). Para
todas las muestras, se tomaron espectros entre 210-260 nm, y ademas se midié la sefal de
dicroismo a 222 nm durante 1 minuto. En todas las muestras la concentracién final de

hemocianina fue de 0,25 mg/ml.

6.2 Estudio de la uniéon de hemocianinas nativas y desglicosiladas a CLRs.

6.2.1 Ensayos de unién de hemocianinas a CLRs mediante ELISA.

Los ensayos de unidn se realizaron mediante ELISA segun el procedimiento general
descrito por Royer y cols. [59]. Brevemente, placas de poliestireno fueron activadas con 50 pl de
hemocianina nativa o desglicosilada, a concentraciones variables (0,5-10 pg/ml en PBS pH 7,2),
durante toda la noche a 4°C. Como controles positivos se usaron furfurman (extracto de pared
celular de Malassezia furfur) (Invivogen), y zimozano (extracto de pared celular de
Saccharomyces cerevisiae), (Aberdeen University, UK). Como control negativo se uso6 gelatina
(Merck). Todos los controles se usaron a 10 pug/ml en PBS pH 7,2. Posteriormente, se incubé con
50 pl de los receptores quiméricos (MR-Fc 1 pg/ml, Dectina-1-Fc 2,5 pg/ml, y Dectina-2-Fc 2
ug/ml). Los receptores se diluyeron en tampdn TBS (10 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,-2H,0, 154 mM
NaCl y 0,05% [v/v] Tween 20, pH 7,5), y se incubaron con las hemocianinas durante 2 horas a
temperatura ambiente. Luego, se incubd con 50 pl de suero de cabra anti-lgG humana (Sigma-
Aldrich) acoplado a FAL, diluido 1:1.000 en TBS, durante 1 hora a temperatura ambiente. Entre
cada paso, la placa fue lavada 3 veces con 250 ul de TBS. Finalmente, se reveld adicionando 50
ul de p-nitrofenilfosfato (pNPP) (Thermo Scientific, USA) diluido a 1 mg/ml en tampdn FAL (100
mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,-:6H,0, pH 9,5), incubando a 37°C y leyendo la

absorbancia a 405 nm en el lector de placas de ELISA SynergyHTX (Biotek, Vermont, USA).
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6.2.2 Ensayos de inhibicion de la unién de hemocianinas a CLRs por ELISA.

Placas de poliestireno fueron activadas con 50 pl de hemocianinas, nativas o
desglicosiladas, a una concentracion de 10 pg/mly se incubd a 4°C toda la noche. Como controles
positivos se usaron furfurman y zimozano. Como control negativo se uso gelatina. Los controles,
al igual que las hemocianinas, fueron incubados a 10 ug/ml en PBS pH 7,2. Al dia siguiente, se
agregaron 50 ul de los receptores quiméricos (MR-Fc 1 pg/ml, Dectina-1-Fc 2,5 pg/ml, y Dectina-
2-Fc 2 pg/ml), los cuales fueron previamente incubados con concentraciones crecientes (0-40
mM) de D-(+)-manosa (Sigma-Aldrich) o D-(+)-galactosa (Alfa Aesar, Massachusetts, USA), segin
correspondiese, durante 30 minutos. Se dejaron las placas a temperatura ambiente durante 2
horas, y luego se incubd con 50 pl de un suero de cabra anti-lgG humano (Sigma-Aldrich)
acoplado a FAL, diluido 1:1.000 en TBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Entre cada paso,
la placa fue lavada 3 veces con 250 plL de TBS. Finalmente, se revelé adicionando 50 uL de pNPP
1 mg/mL en tampdn FAL, incubando a 37°C y leyendo la absorbancia a 405 nm en el lector de

placas de ELISA SynergyHTX (Biotek).

6.3 Estudio de la incorporacidn de hemocianinas nativas y N-desglicosiladas en APCs cultivadas

in vitro, mediante citometria de flujo.

6.3.1 Hemocianinas conjugadas a fluoréforo.

Las hemocianinas fueron marcadas con los reactivos DyLight NHS Ester 488 y 594
(Thermo Scientific) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, las hemocianinas fueron
diluidas 1:5 en PBS pH 7,2 y se agregaron 100 pl de Bicarbonato 1 M para alcanzar un pH de 8,5.
Las proteinas y el reactivo de tincidn, disuelto en dimetilformamida, se mezclaron en proporcién
1:7, respectivamente. La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora, y la reaccién
se detuvo con la adicidn de un exceso de hidroxilamina pH 6,5. Se dejo reposar 30 minutos y se
centrifugd en tubos Amicon Ultra-15 10K MWCO (Millipore, USA), centrifugando a 5.000 rpm
durante 15 minutos, al menos 6 veces, agregando 10 ml de PBS pH 7,2 entre cada centrifugacion.

Las hemocianinas marcadas se almacenaron en oscuridad, a 4°C hasta su posterior uso.
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6.3.2 Cultivo de la linea celular J774.2.

La linea celular de macréfagos murinos J774.2 fue cultivada a 37°C en una atmésfera de
5% de CO,, en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM L-
glutamina, 1 mM piruvato de sodio, 1 mM solucién de aminoacidos no esenciales MEM
(minimum essential medium), 1 mM penicilina y estreptomicina (todos de HyClone, Utah, USA),
en adelante medio completo. En todos los experimentos, las células fueron cosechadas mediante
una incubacién con tripsina 0,25% EDTA 0,1% (HyClone) durante 10 minutos, y posterior adicion
de un volumen equivalente de medio completo para neutralizar la tripsina. Las células
cosechadas se centrifugaron a 1.600 rpm durante 5 minutos a 4°C, y se resuspendieron en 10 ml
de medio completo. El conteo se realizé utilizando una cdmara de Neubauer. Para expandir las
células, estas fueron diluidas 1:6 en medio completo, mientras que, para los andlisis posteriores,

se sembraron entre 2,5x10° y 3x10° células por condicidn experimental, en placas de 24 pocillos.

6.3.3 Andlisis de marcadores de superficie y CLRs en la linea celular J774.2.

Las células J774.2 previamente sembradas en placas de 24 pocillos se lavaron con PBS
Dulbecco (Thermo Fisher Scientific), y se incubaron con los anticuerpos primarios en PBS-SFB 2%
en una dilucién 1:50 o0 1:100, segln correspondiese. Los anticuerpos primarios utilizados fueron
anti-Dectina-1, anti-Dectina-2, anti-MGL, anti-TLR4 (Abcam), y anti-MR (BioLegend), ademas del
control de isotipo IgG2a de rata (Abcam). Se incubé a 4°C durante 1 hora, y posteriormente se
lavé con PBS-SFB 2%. Luego se incubd con el anticuerpo secundario (suero de cabra anti-IgG de
rata-FITC, Thermo Fisher Scientific) en una dilucidn 1:100 en PBS-SFB 2%, durante 30 minutos en
oscuridad. Las células se lavaron nuevamente, y se incubaron 30 minutos en oscuridad a 4°C, con
diluciones 1:100 en PBS-SFB 2% de los anticuerpos para marcadores celulares anti-F4/80-
AlexaFluor647 (marcador de macréfagos), anti-MHC-I-FITC y anti-MHC-II-FITC (BioLegend).
Finalmente, se lavd con PBS-SFB 2% dos veces, y se fijé con PBS-para-formaldehido (PBS-PFA)
2%, manteniendo los tubos a 4°C en oscuridad. Las muestras fueron adquiridas en el citdmetro

FACSort de BD (Servicio de citometria de flujo, Laboratorio de Inmunologia dirigido por la Dra.
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Maria Rosa Bono, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile), y los datos se trataron

posteriormente utilizando el programa FlowJo 6.0 (Oregon, USA).

6.3.4 Unidn/incorporacion de hemocianinas en la linea celular J774.2.

Las células J774.2 previamente sembradas en placas de 24 pocillos se lavaron con PBS
Dulbecco (Thermo Fisher Scientific), y se incubaron con 100 ul de hemocianina conjugada a
fluoréforo (AlexaFluor-488), nativa o N-desglicosilada segun se especifique. Las hemocianinas
nativas se incubaron a 10 y 100 pg/ml, en medio sin suero, durante 1y 3 horas para establecer
el mejor protocolo, correspondiente a la incubacién a 50 ug/ml durante 1 hora. Posteriormente,
se desprendieron las células con PBS EDTA (HyClone) 5 mM, se lavé con PBS-SFB 2% y se incubd
con la sonda de viabilidad eFluor 780 (Thermo Fisher Scientific) 1:1.000, durante 30 minutos, a
4°Cy en oscuridad. Se lavdo nuevamente y se fijé con PBS-PFA 2%, manteniendo los tubos a 4°C
en oscuridad. Las muestras fueron adquiridas en el citdmetro FACSort de BD (Servicio de
citometria de flujo, Laboratorio de Inmunologia dirigido por la Dra. Maria Rosa Bono, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile), y los datos se trataron posteriormente utilizando el programa

FlowJo 6.0 (Oregdn, USA).

6.3.5 Inhibicion de la incorporacion de hemocianinas en la linea celular J774.2.

Las células J774.2 previamente sembradas en placas de 24 pocillos se lavaron con PBS
Dulbecco (Thermo Fisher Scientific), y se incubaron con 200 pl de D-(+)-Manosa (Sigma-Aldrich),
D-(+)-Fucosa y D-(+)-galactosa (Alfa Aesar) a una concentracién de 100 mM. También se ensayé
la incubacion con el inhibidor de macropinocitosis N,N-dimetilamilorida (DMA) (Sigma-Aldrich) a
una concentracién de 200 ug/ml. Todas las condiciones se realizaron en un volumen final de 200
ul, durante 30 minutos a 37°C. Posterior a los tratamientos mencionados, se incubd con 100 pl
de hemocianina conjugada a fluoréforo (AlexaFluor-488) a 50 ug/ml, en medio sin suero, durante
1 hora a 37°C. Posteriormente, se recogieron los sobrenadantes y se desprendieron las células

con PBS EDTA 5 mM (HyClone). Se lavé con PBS-SFB 2% y se incubd con la sonda de viabilidad
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eFluor 780 1:1.000 (Thermo Fisher Scientific), durante 30 minutos, a 4°Cy en oscuridad. Se lavd
nuevamente y se fijé con PBS-PFA 2%, manteniendo los tubos a 4°C en oscuridad. Las muestras
fueron adquiridas en el citémetro FACSort de BD (Servicio de citometria de flujo, Laboratorio de
Inmunologia dirigido por la Dra. Maria Rosa Bono, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile), y

los datos se trataron posteriormente utilizando el programa FlowJo 6.0 (Oregén, USA).

6.3.6 Anadlisis de la produccion de citoquinas, inducida por hemocianinas nativas y N-

desglicosiladas en cultivos de células 1774.2.

Se sembraron 5x10° células J774.2 en placas de 24 pocillos, en un volumen final de 1 ml
de medio completo. Una vez adheridas a la placa, las células se incubaron con hemocianinas
nativas y N-desglicosiladas, a una concentracién de 500 pg/ml, en un volumen final de 1 ml,
durante 16 y 24 horas, a 37°C. Como control positivo, las células fueron incubadas con LPS de E.
Coli (Enzo Life Sciences, New York, USA), a una concentracién de 100 ng/ml. Como control
negativo, las células fueron incubadas sélo con el medio de cultivo, sin adicion de hemocianina.

Los sobrenadantes fueron colectados y se congelaron a -80°C hasta su posterior analisis.

Para la cuantificacidon de citoquinas en los sobrenadantes de cultivos, se realizé una
determinacion mediante ensayos de ELISA, utilizando los kits comerciales de BD OptEIA™ (BD
Biosciences, California, USA) para detectar IL-6, IL-12p40, IFN-y y TNF-a, segun las instrucciones
del fabricante. Brevemente, se activaron placas de ELISA con 100 pl de un anticuerpo de captura
para cada citoquina, incubando a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se bloqued con
PBS-SFB 10% durante 1 hora, y se incub6 con 100 ul de cada sobrenadante, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Luego se incubd con 100 pl de anticuerpo de deteccién acoplado a
peroxidasa de rabano (HRP), durante 1 hora a temperatura ambiente. Entre cada paso, la placa
fue lavada 3-6 veces con 250 pl de PBS-Tween-20 0,05%. Finalmente, se agregaron 100 pl del
sustrato 3,3'-5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) (Thermo Fisher Scientific), se incubd 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente, y la reaccidn se detuvo agregando 50 pl de 4cido sulfurico
2M. La absorbancia se midioé a 450 nm en el lector de placas de ELISA SynergyHTX (Biotek), y los

valores fueron corregidos sustrayendo la absorbancia a 570 nm.
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6.4 Determinacion de la respuesta humoral y antitumoral producida por hemocianinas nativas

y N-desglicosiladas in vivo, en un modelo murino de melanoma.

6.4.1 Animales de experimentacion

Ratones C57BL/6 de 8-12 semanas, mantenidos segln las condiciones descritas en el
apartado 5.1.2, fueron distribuidos aleatoriamente en 7 grupos experimentales de 3 o 5 ratones
cada uno, segln se especifica en cada experimento. Los grupos correspondieron a ratones
inmunizados con CCH nativa, FLH nativa, KLH nativa, CCH N-desglicosilada, FLH N-desglicosilada
KLH N-desglicosilada, y s6lo PBS como control, correspondiente al vehiculo de las hemocianinas.
Los ratones fueron marcados con picrato de sodio saturado en agua en sus patas traseras o
delanteras para distinguir entre grupos. Asi mismo, dentro de cada grupo los ratones fueron
marcados mediante una pequena incisién en la oreja derecha, izquierda, o ambas, para

distinguirlos individualmente.

6.4.2 Cultivo celular de la linea de melanoma murino B16F10

La linea de células de melanoma murino, B16F10, fue cultivada a 37°C en una atmaosfera
de 5% de CO,, en medio RPMI-1640 suplementado con 10% SFB, 2 mM L-glutamina, 1 mM
piruvato de sodio, 1 mM solucién de aminodcidos no esenciales MEM, 1 mM penicilina y
estreptomicina, (todos de HyClone), en adelante medio completo. Las células fueron cosechadas
en fase exponencial, mediante tratamiento con tripsina 0,25% EDTA 0,1 % (HyClone) durante 5
minutos, y posterior adicion de un volumen equivalente de medio completo. Las células
cosechadas se centrifugaron a 1.600 rpm durante 5 minutos a 4°C, y se resuspendieron en 10 ml

de medio completo. El conteo se realizé utilizando una cdmara de Neubauer.

6.4.3 Analisis de la respuesta inmune humoral anti-hemocianinas.

Ratones C57BL/6 (3 por grupo) fueron inmunizados intraperitonealmente con 200 ug de
hemocianina nativa o N-desglicosilada, en un volumen final de 100 pl, los dias 1, 15 y 42. Como

control, se inmunizé un grupo con PBS, vehiculo de las hemocianinas. Al dia 52 del experimento
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se realizd la sangria de los ratones, las muestras recolectadas se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante 30 minutos y luego se centrifugaron a 5.000 rpm durante 15 minutos para

obtener el suero. Los tubos con suero fueron almacenados a -20°C hasta su posterior uso.

Para cuantificar el titulo de anticuerpos se utilizd el protocolo descrito por Arancibia y
cols. [8]. Para esto, se activaron placas de ELISA con 100 ul de hemocianina (10 ug/ml) por pocillo,
nativa o N-desglicosilada, y se incubaron a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las placas
se bloquearon con 100 pl PBS 1% Caseina (Sigma-Aldrich) durante 1 hora a temperatura
ambiente, y se incubaron con 50 pl del suero correspondiente, previamente obtenido de la
sangria, haciendo diluciones seriadas de los mismos en PBS 1% Caseina. La incubacidn se realizo
durante 90 minutos a 37°C en un bafio termorregulado. Luego se agregaron 100 ul de anticuerpo
de cabra anti-IgG murino (Thermo Fisher Scientific) 1:2.500 en PBS 1% Caseina, incubando a 37°C
durante 30 minutos, y se revelé usando pNPP 1 mg/ml en tampdn FAL, incubando a 37°Cy
leyendo la absorbancia a 405 nm en el lector de placas de ELISA SynergyHTX (Biotek). Entre cada
etapa las placas fueron lavadas con PBS 1% Caseina. El titulo de anticuerpos se definid
operacionalmente como la dilucién del suero a la cual se obtuvo la mitad de la absorbancia

maxima.

6.4.4 Ensayo antitumoral en un modelo murino de melanoma

Se siguid el protocolo descrito por Arancibia y cols. con modificaciones [8]. Ratones
C57BL/6 (5 por grupo) fueron inmunizados intraperitonealmente con 400 pg de hemocianina
nativa o N-desglicosilada, en un volumen final de 100 pl, dos semanas antes del experimento (dia
-14) a modo de sensibilizacion o priming. Se incluyé un grupo control que fue inmunizado sélo
con PBS, vehiculo de las hemocianinas. El dia 0 del experimento, todos los grupos fueron
desafiados con 1,5x10° células de la linea B16F10, en un volumen final de 100 ul de medio RPMI-
1640 con 2% de suero fetal bovino, mediante inyeccidn subcutdnea. Dosis terapéuticas via
subcutdnea de 100 pg de cada hemocianina nativa, N-desglicosilada o PBS, segun
correspondiese, en un volumen final de 100 pl, fueron administradas los dias 1, 4, 7, 10, 14 y 18

del experimento. Se monitored visualmente y por palpacidn cada 3 dias la aparicién de tumores
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y las dimensiones de los mismos, asi como el estado de salud de los animales de
experimentacion. El volumen tumoral se estimé midiendo el largo y ancho del tumor, y
posteriormente, utilizando la férmula del elipsoide [(largo x ancho x ancho)/2]. El dia 25 del
experimento los animales fueron sangrados para obtener los sueros inmunes y estimar el titulo
de anticuerpos (véase apartado 6.4.3) y posteriormente fueron eutanasiados mediante

dislocacidn cervical, acorde a las normas bioéticas.

6.5 Andlisis estadisticos

La mayoria de los experimentos se realizaron al menos dos veces de forma
independiente, en duplicado o triplicado cuando fue posible. Los resultados fueron graficados
utilizando el programa GraphPad Prism 6 (California, USA), y analizados mediante test T de

Student, o ANOVA de una o dos vias, segun se indique en cada caso.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de las hemocianinas desglicosiladas segin parametros

bioquimicos.

7.1.1 Anadlisis de azucares remanentes en hemocianinas desglicosiladas quimica y

enzimaticamente.

Las hemocianinas de molusco en estudio, a saber, CCH, FLH, y KLH, fueron desglicosiladas
guimica y enzimaticamente, mediante tratamiento con peryodato de sodio e incubacién con la
enzima PNGasa F, respectivamente. Para verificar la remocién de los azucares, las hemocianinas
se analizaron mediante dot blot, con lectinas y con tincién de PAS, utilizando las proteinas nativas
como control positivo. En el caso de las hemocianinas desglicosiladas quimicamente, se observo
la remocién de gran parte de sus azucares al compararlas con las hemocianinas nativas, sin
embargo, se detectd la presencia de glicosilaciones remanentes, correspondientes tanto a N-
glicosilaciones, que fueron reactivas con Concanavalina A (ConA), como a O-glicosilaciones, que
fueron reactivas con Aglutinina de mani (PNA) (figuras 5 y 6). El analisis de estas mismas
proteinas mediante dot blot utilizando la tinciéon de PAS, método que revela la presencia de
azucares de forma inespecifica, mostré resultados concordantes con los anteriores, ya que

también se observaron restos de azlcares en la estructura de las tres hemocianinas (figura 7).

Asi mismo, las hemocianinas tratadas con PNGasa F fueron analizadas utilizando la
misma metodologia antes sefialada. Se observdé mediante dot blot con lectinas que hubo una
remocion significativa de los N-glucidos, asi como también una reactividad atribuible a las O-
glicosilaciones presentes en las tres hemocianinas (figuras 5y 6). Ademas, mediante dot blot con
tincidon de PAS (figura 7), se observd una sefial remanente, indicadora de glicosilaciones que, de
acuerdo con la informacién del proveedor de la enzima (Asparia Glycomics), se puede atribuir a

O-glicosilaciones, o a glucidos fucosilados [60].

El conjunto de estos resultados indica que ambos métodos de desglicosilacién son
parciales, sin embargo, los datos indican que la desglicosilacion mas exhaustiva y especifica de

las hemocianinas fue la realizada enzimaticamente.
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Figura 5. Analisis de las hemocianinas (CCH, FLH y KLH) nativas (N), desglicosiladas quimicamente (Ox) y
N-desglicosiladas enzimaticamente (D), mediante dot blot utilizando ConA. En membranas de
nitrocelulosa, se colocaron 30 pg/punto de cada hemocianina y de Ovoalbimina (OVA) como control, y se
incubd con la lectina biotinilada Concanavalina A (ConA, especifica para N-glicosilaciones) a 2 pug/ml en
PBS 0,05% Tween-20. Posteriormente, se incubd con Avidina-FAL 1:3.000 y se revelo con el reactivo NBT-
BCIP. Las membranas se escanearon y analizaron con el programa Imagel. Los datos se muestran como
promedio * SEM. Analisis estadistico mediante el test T. *p<0,05. **p<0,01. La barra en blanco (C)
representa un control, en que la membrana se incubd con todos los reactivos, pero sin hemocianina. Figura

representativa de al menos tres experimentos independientes.
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Figura 6. Analisis de hemocianinas (CCH, FLH y KLH) nativas (N), desglicosiladas quimicamente (Ox) y N-
desglicosiladas enzimaticamente (D), mediante dot blot utilizando PNA. En membranas de nitrocelulosa,
se colocaron 30 pg/punto de cada hemocianina y de Ovoalbimina (OVA) como control, y se incubd con la
lectina biotinilada Aglutinina de mani (PNA, especifica para O-glicosilaciones) a 2 ug/ml en PBS 0,05%
Tween-20. Posteriormente, se incubd con Avidina-FAL 1:3.000 y se reveld con el reactivo NBT-BCIP. Las
membranas se escanearon y analizaron con el programa ImageJ. Los datos se muestran como promedio +
SD. Analisis estadistico mediante el test T. *p<0,05. **p<0,01. La barra en blanco (C) representa un control,
en que la membrana se incubd con todos los reactivos, pero sin hemocianina. Figura representativa de al
menos tres experimentos independientes.
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Tincién de PAS
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Figura 7. Andlisis de hemocianinas nativas (N), desglicosiladas quimicamente (Ox) y N-desglicosiladas
enzimaticamente (D) mediante dot blot con tincion de PAS. Se agregaron 30 ug/punto de cada
hemocianina y de Ovoalbumina (OVA) como control en una membrana de nitrocelulosa, y se analizé
mediante tincidn de PAS, utilizando los reactivos de Pierce® Glycoprotein Staining Kit. Las membranas se
escanearon y analizaron con el software Image). Los datos se muestran como promedio = SEM. Analisis
estadistico mediante test T. *p<0,05. **p<0,01. La barra en blanco (C) representa un control, en que la
membrana se incubd con todos los reactivos, pero sin hemocianina. Figura representativa de al menos tres

experimentos independientes.
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7.1.2 Estudios mediante Lectin array blot

Se debe considerar que los analisis anteriores poseen ciertas limitaciones, ya que ambos
métodos pueden dar una alta seial de fondo inespecifica. Ademas, en estos ensayos se utilizaron
2 lectinas que detectan de manera general N- y O-glicosilaciones expuestas en la molécula, sin
embargo, puede haber azlcares remanentes que no sean ligandos de las lectinas utilizadas. Por
esta razén, para complementar los andlisis anteriores, se realizé un estudio adicional, mediante
Lectin array blot (Asparia Glycomics). En este andlisis, las hemocianinas nativas y N-
desglicosiladas enzimaticamente, fueron marcadas con una sonda fluorescente (AlexaFluor-555)
y posteriormente, fueron incubadas con 40 lectinas diferentes (véase en tabla 1 el nombre, sigla
y especificidad de cada una), que reconocen distintos monosacaridos. Luego, se analizé en una
escala arbitraria la afinidad de la unidn de cada lectina con cada hemocianina. Ademas, como
control del procedimiento, se utilizéo Ovoalbumina (OVA) nativa y N-desglicosilada, debido a que
sus azucares estan caracterizados [61]. Cabe mencionar que este andlisis no se realizd en
hemocianinas desglicosiladas quimicamente, principalmente debido a la dificultad que existe
para acoplar sondas fluorescentes a proteinas tratadas con periodato de sodio y, también,
debido a que este método de desglicosilacion ha probado ser poco selectivo en la remocion de

azucares [54].

Con el fin de facilitar el andlisis de estos resultados, de las 40 lectinas ensayadas, en los
graficos se mostraran sélo las 24 que presentaron unién a las hemocianinas estudiadas. En el
analisis de hemocianinas nativas (figura 8), se observa que CCH y KLH muestran sefiales similares,
pues ambas se unen a ConA, WGA, LEL, STL, RCA, PSA, LCA, y ACA con distintas afinidades. Este
patron de unidn, interpretado de acuerdo con la especificidad de cada lectina (tabla 1), indica
que ambas hemocianinas poseen principalmente oa-manosas y estructuras complejas de N-
acetilglucosaminas, ademds de fucosas unidas a dichos monosacaridos, que son los principales
componentes de las N-glicosilaciones. También se detectaron en menor medida N-
acetilactosaminas, lactosas y B-galactosas, siendo estas Ultimas componentes principales de O-
glicosilaciones, o parte de N-glicosilaciones mixtas, es decir, N-glicosilaciones que no son
necesariamente complejas o ricas en manosa, como se ha descrito en la hemocianina de H.

lucorum [16,62].
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Tabla 1. Panel de Lectinas utilizadas en el analisis mediante Lectin array blot.

Monosacarido

Manosa (Man)

N-Acetilglucosamina (GIcNAc)

N-Acetilactosamina

Lactosa

Acido siélico

Fucosa

N-Acetilgalactosamina

Galactosa

Lectina
Concanavalin A (ConA)
Narcissus Pseudonarcissus (NPL)
Hippeastrum Hybrid (HHL)
Vicia faba lectin (VFA)
Allium sativum lectin (ASA)
Triticum Vulgaris (WGA)
Griffonia simplicifolia Il (BS-11)
Lycopersicon esculentum (LEL)
Solanum tuberosum (STL)
Phytolacca americana (PWA)
Phaseolus Vulgaris Agglutining (PHA L)
Phaseolus Vulgaris Agglutining (PHAE)

Phaseolus Vulgaris Agglutining (PHA E+L)

Cicer arietinum (CAL)

Sambucus nigra (SNA)

Maackia amurensis Lectin | (MAL-1)
Homarus americanus (HMA)

Ulex Europaea Aggl (UEA-I)

Pisum sativum (PSA)

Lens Culinaris (LCA)

Lotus tetragonolobus (LTL)
Aspergillus orzyae (AOL)

Erythrina Cristagalli A (ECA)

Vicia villosa B4 (VVL)

Jacalin (JAC)

Helix pomatia (HPL)

Sophora japonica (SJA)

Glycine max (GML-SBA)

Dolichos biflorus (DBL)

Wisteria floribunda (WFL)

Salvia sclarea lectin (SSA)

Helix aspersa (HAL)

Psophocarpus tetragonolobus | (PT-1)
Soybean agglutinin (SBA)

Ricinus Communis Agglutinin (RCA120)
Maackia amurensis Lectin [l (MAL-II)
Agaricus bisporus (ABL)

Amarantus Caudatus (ACA)

Maclura Pomifera (MPA)
Psophocarpus tetragonolobus Il (PT-II)
Griffonia simplicifolia | (BS-1)
Pseudomonas aeruginosa PA-l (PAL)
Euonymus Europaeus (EEA)
Marasmium oreades agglutinin MOA

Peanut agglutinin (PNA)

Especificidad
o-Man, o-Glc
Man interna y terminal
o-1,3Man, o-1,6Man
o-Man, Glc, GlcNAc
o-1,3-Man
(GlcNAc)-Sial
(GlcNAc) terminal
(GleNAC)3 - GIcNAC
(GlcNAc)3, LacNAc-GlcNac
(GlcNAC)3 GlcNAc
Cadena compleja
Cadena compleja
Oligosacaridos
Lac en fetuina/ 1IgM
o-2-6 Sial-LacNAc
o-2,3-Sial-lacNac
NeuNAc / GalNAc-Sial
o-1,3Fuc
Fuc o-1,6 -GlcNAc y a-Man-Fuc
Core complejo de Man/GlcNAc con o-1,6-Fuc
a-Fuc terminal
Fuc-Fuc
Gal, GalNac
GalNAc-GalNac
GalNac en antigeno T
o-GalNAc v Gal NAc terminal
GalNAc-GalNAc
GalNAc terminal
o-GalNAc
GalNAc
GalNac terminal
GalNAc
o-GalNAc
o-Gal-Gal NAc
B-Gal, Lac, LacNAc
LacNAc Gal
o-Gal(1-3)GalNAc de antigeno T
antigeno T
antigeno T
o-1,2-Fuc-LacNAc
o-Gal
Gal
Lac
Gal-a1,3Gal y Gal-a1,3Gal-f1,4GIcNAc
Gal-B-1,3 - GalNAc
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Figura 8. Analisis de glicosilaciones de hemocianinas mediante Lectin array blot. Las hemocianinas CCH, FLH y KLH, y
Ovoalbuimina como control (OVA), fueron analizadas mediante un ensayo con 40 lectinas, especificas para Manosa
(Man), N-Acetilglucosamina (GIcNAc), Galactosa (Gal), N-acetilactosamina (LacNAc), Fucosa (Fuc), Antigeno T y N-
Acetilgalactosamina (GalNAc). Brevemente, cada proteina fue marcada con el reactivo AlexaFluor-555 Dye e incubada a
una concentracion de 0,08 mg/ml, durante 1 hora a 37°C, en un arreglo con las lectinas mencionadas (véase en tabla 1
nombre y especificidad de cada lectina). La unién se cuantificé en unidades arbitrarias de fluorescencia (fluorescence
a.u). Para facilitar el andlisis, de todas las lectinas ensayadas se graficaron sélo aquellas que presentaron unién a

hemocianinas. Los datos se muestran como promedio + SEM de 1 experimento realizado en quintuplicado.
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También se detectaron o-Glucosas, que corresponden a glicosilaciones que pueden
ocurrir de forma no enzimatica en las proteinas [63]. Para FLH, ademas de las lectinas ya
mencionadas, se observé unién a NPL, HHA, VFA, MPA, SBAmax, AHA y WFL. A partir de esto, se
concluye que FLH ademas de compartir los azlcares ya mencionados con CCH y KLH, posee otras
glicosilaciones, tales como manosas terminales y N-acetilglucosaminas unidas a a.-manosas, que
son caracteristicas de N-glicosilaciones. Respecto a las O-glicosilaciones, se detecté ademas de
galactosa, la presencia de N-acetilgalactosamina, sugiriendo que los azucares de FLH poseen una
mayor variedad de monosacaridos que CCH y KLH. Ademads, es necesario mencionar que la union
de FLH con algunas lectinas produjo una saturacion de la sefial de fluorescencia, por lo que esta
hemocianina tuvo que ser analizada disminuyendo la intensidad del laser, sugiriendo un
contenido mayor de azucares en dicha proteina que en CCH y KLH. Por otra parte, las tres
hemocianinas presentaron union a lectinas especificas para el antigeno Thomsen-Friedenreich
(GalB1-3GalNAc), conocido como antigeno T, disacarido caracteristico de células tumorales, cuya

presencia en KLH ha sido reportada [22].

Si bien la perspectiva inmunoldgica se analizara en los objetivos siguientes, el conjunto
de estos resultados se relaciona con el potencial inmunoestimulante de las hemocianinas, ya que
sus abundantes y variadas glicosilaciones pueden ser blanco de receptores de inmunidad innata,
y ademas podrian corresponder a glicotopos compartidos con antigenos asociados a tumores y
como consecuencia, los anticuerpos anti-hemocianina actuarian via una reaccién cruzada, como
ya se ha descrito en la bibliografia para KLH [21,64]. Finalmente, los resultados para el control
con Ovoalbuimina fueron consistentes con lo descrito, pues esta proteina es reactiva con las
lectinas ConA, WGA, LEL, STLy RCA, que indican presencia de manosa y N-acetilglucosamina. Sin
embargo, se observé una sefial inesperada, correspondiente a la lectina ACA, que es utilizada
para identificar el antigeno T, no descrito en OVA. Debido a que ACA reconoce al antigeno T a
través de su galactosa, es probable que haya una unidn inespecifica de esta lectina a las
galactosas presentes en los arboles de glicosilacién de OVA, o bien, esta unién podria deberse a

alguno de los contaminantes presentes en las muestras comerciales de OVA [61].

37



El mismo analisis mediante Lectin array blot se realizd para las hemocianinas tratadas
con la enzima PNGasa F, para corroborar el efecto de esta enzima en proteinas tan grandes y
complejas como las hemocianinas. En un analisis general, se puede observar que la fluorescencia
disminuye (figura 8), aunque también hay reactividad con algunas glicosilaciones remanentes,

destacandose asi la alta sensibilidad de esta metodologia [56].

Para un analisis mas detallado, se realizé una comparacién de la senal entregada por
cada hemocianina nativa y su correspondiente tratada con PNGasa F. En el caso de CCH (figura
9), disminuyd en distintas proporciones la unién a ConA, NPL, HHA, WGA, LEL, RCA, PHA y ACA,
indicando una remocién parcial de estructuras complejas de N-acetilglucosamina y a-manosa,
ademas de N-acetilactosamina y galactosa. Por otra parte, no disminuye la unién a STL ni PSA,
indicando que hay N-acetilactosaminas y fucosas que no son removidas por la enzima. En el caso
de FLH, se observa una disminucion en la unidn a todas las lectinas, quedando sélo algunas
sefales que indican manosas, fucosas, galactosas y N-acetilgalactosaminas remanentes, dadas

por la unidn a ConA, NPL, LEL, PSA, LCA, y WFL.

Finalmente, en el caso de KLH, nuevamente el resultado es muy similar al obtenido con
CCH, pues disminuye su unién a ConA, LEL y RCA, indicando remocion de manosas, N-
acetilglucosaminas y galactosas, pero dejando intactas las sefiales de fucosa, N-
acetilactosaminas y galactosas, dadas por la unién a ACA, STL y PSA. En todos los casos, la
disminucién en la seial de galactosa podria implicar que parte de estos monosacaridos se
encuentran en N-gltcidos formando azucares mixtos, como se ha descrito en otras hemocianinas
de gastrépodos, como el caso de H. lucorum [16]. Por otra parte, segin datos del proveedor,
algunas fucosas presentes en N-glicosilaciones pueden impedir la unién de la enzima a su
ligando, afectando por ende la remocién de algunos N-glucidos. Ya que la unidon de hemocianinas
a lectinas que se unen a fucosa no disminuye al tratar estas proteinas con PNGasa F, se puede
sugerir que estos monosacaridos estarian inhibiendo parcialmente a la enzima, y que las sefiales
remanentes de manosa y N-acetilglucosamina probablemente correspondan a monosacaridos

presentes en N-glicosilaciones fucosiladas.
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Figura 9. Comparacion de la unidn a distintas lectinas mediante Lectin array blot de CCH, FLH y KLH, nativas y N-
desglicosiladas. Las hemocianinas nativas y tratadas con PNGasa F fueron analizadas mediante un ensayo con lectinas
especificas para Manosa (Man), N-Acetilglucosamina (GIcNAc), Galactosa (Gal), N-acetilactosamina (LacNAc), Fucosa
(Fuc), Antigeno Ty N-Acetilgalactosamina (GalNAc). Brevemente, cada proteina fue marcada con el reactivo AlexaFluor-
555 Dye e incubada a una concentracion de 0,08 mg/ml, durante 1 hora a 37°C, en un arreglo con las lectinas
mencionadas (véase en tabla 1 nombre y especificidad de cada lectina). La unidon se cuantificé en unidades arbitrarias
de fluorescencia (fluorescence a.u). Los datos se muestran como promedio £ SEM de 1 experimento realizado en
quintuplicado. Andlisis estadistico mediante ANOVA de una via. Comparacién de la unidon de hemocianinas nativas vs.
N-desglicosiladas a cada de lectina. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
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A partir de los resultados expuestos, se puede sugerir que FLH tiene una mayor
diversidad de azucares que CCH y KLH, y ademds un mayor niumero de glicosilaciones, como lo
sefalan también los analisis mediante SDS-PAGE. Si bien la perspectiva estructural se abordara
a continuacidn, se cuantificé con el programa ImagelJ la diferencia en la migracién electroforética
de hemocianinas nativas y N-desglicosiladas (Tabla 2), y en base a esta diferencia se establecié
el porcentaje de azucares que fueron removidos mediante el tratamiento con PNGasa F. El
porcentaje estimado de azlcares removidos, segln la diferencia en el peso molecular estimado,
fue de un 2,74% (p/p) y un 2,31% (p/p), en CCH y KLH, respectivamente, mientras que en FLH la
remocion alcanzé un 4,1% (p/p). Los porcentajes reportados por la bibliografia establecen que
las glicosilaciones totales de CCH y KLH serian alrededor de un 3,2%-3,4% (p/p) [65,66], y aunque
este dato no esta reportado para FLH, segun estos resultados se estima que sus glicosilaciones

totales estarian en torno al 4% (p/p).

En resumen, la técnica de Lectin array blot mostré ser altamente sensible, mientras que
los dot blots realizados como primera aproximacion de este trabajo, representaron una técnica
de menor sensibilidad, en la que se detectan azicares preferentemente en el rango pM [67]. A
partir de los resultados expuestos, se puede concluir entonces, que hay una remocion
significativa de las N-glicosilaciones en las hemocianinas tratadas con PNGasa F, resultado que
consideramos novedoso para proteinas tan complejas como CCH, FLH y KLH, en las que es

probable que el acceso de la enzima a algunos de los arboles azucarados se vea impedido [18].

7.1.3 Evaluacién de cambios estructurales en hemocianinas nativas y desglicosiladas

mediante SDS-PAGE.

Para caracterizar las diferencias estructurales entre hemocianinas nativas vy
desglicosiladas, se realizd6 como primera aproximacidon un andlisis mediante SDS-PAGE (figura
10), pues permite identificar las diferencias en la migracién electroforética, asi como la

integridad estructural de una proteina.
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Figura 10. Analisis mediante SDS-PAGE de hemocianinas nativas (N), desglicosiladas quimicamente (Ox) y N-
desglicosiladas enzimaticamente con PNGasa F (D). Gel en gradiente de acrilamida (5-15%), tefiido con Azul de
Coomassie, en el que se cargaron 2 ug de proteina por carril. A la izquierda se sefialan los estandares de peso
molecular. Ademas, se sefialan las subunidades caracteristicas de cada hemocianina; CCH (CCH B y los
fragmentos CCHA1 y CCHA2) FLH (una sola banda) y KLH (KLH1 y KLH2). Imagen representativa de al menos tres

experimentos independientes.

Tabla 2. Porcentaje de azticares removidos por la enzima PNGasa F en CCH, FLH y KLH.

HEMOCIANINA % TOTAL DE AZUCARES % DE N-GLUCIDOS % TOTAL DE AZUCARES
REPORTADO REMOVIDOS ESTIMADO
CCH | 3,1[65] 2,74 +0,42
FLH ND 4,10+ 1,12 5,47
KLH | 3,4 [12] 2,31+0,42

Se realizaron electroforesis en geles de acrilamida (SDS-PAGE), y se cuantifico la diferencia de migracion
electroforética entre hemocianinas nativas y N-desglicosiladas, en al menos 5 geles distintos. A partir de esta
diferencia se estimd el porcentaje de azucares removidos, el cual se presenta como promedio * SEM, vy
corresponde a las N-glicosilaciones eliminadas por la enzima PNGasa F. Ademds, se muestra el porcentaje de
azucares totales reportado en la bibliografia, dato que sélo se encuentra disponible para CCH y KLH, y que no ha

sido descrito hasta este trabajo para FLH. ND: no determinado.

41



Como se observa, CCH presentd sus tres bandas caracteristicas, una de
aproximadamente 350 kDa, correspondiente a la subunidad CCH-B, y dos bandas de
aproximadamente 300 kDa y 108 kDa, correspondientes a la subunidad CCH-A que se auto-
proteoliza en condiciones denaturantes, en los fragmentos CCH-A1 y CCH-A2, respectivamente
[65]. En el caso de FLH, que posee sélo una subunidad, se observa una banda caracteristica de
aproximadamente 350 kDa. Para KLH, proteina que posee dos subunidades de peso muy similar
en torno a 350 kDa [8], se observa sélo una banda pues sus dos subunidades se superponen. Al
analizar la migracion electroforética de las proteinas desglicosiladas quimicamente y, como ha
sido previamente reportado, se observa que ninguna de las hemocianinas ingresa al gel
separador. Este efecto se explica pues, la desglicosilaciéon quimica consiste en una oxidacién con
periodato de sodio no selectiva, que en algunos casos puede oxidar aminodcidos ademas de
azucares, formando bases de Schiff y favoreciendo el entrecruzamiento entre aminodcidos [2].
Por otra parte, al analizar la migracion electroforética de las hemocianinas N-desglicosiladas
enzimaticamente, se observa que el patron de bandas es similar al de las hemocianinas nativas,
pero con un leve desplazamiento en la migracién, reflejando la disminucién del peso molecular
que resulta de la pérdida de sus azucares. Esta diferencia en la migracién fue cuantificada con el
programa Imagel, para estimar el porcentaje de azucares removidos mediante el tratamiento
con PNGasa F (tabla 2), como se sefialé en el punto 7.1.2. La diferencia entre el porcentaje de
azucares reportado para CCH y KLH y el obtenido en este trabajo, se explican en parte porque

solo se han removido las N-glicosilaciones.
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7.1.4 Analisis de los cambios en la estructura cuaternaria de hemocianinas nativas y N-

desglicosiladas.

Respecto a las estructuras cuaternarias caracteristicas de las hemocianinas, conocidas
como didecdmeros, se ha descrito en hemocianinas de cefaldpodos que la N-desglicosilacion

disminuye la re-asociacion de subunidades para formar estas estructuras [23].

Para analizar si este efecto se produce también en las hemocianinas en estudio, las
proteinas nativas y N-desglicosiladas fueron observadas mediante microscopia electrénica de
transmisién, utilizando tincién negativa (figura 11). Con este propdsito, se tomaron entre 15y
20 fotografias de distintos campos de cada muestra, con aumentos de 60.000x y 87.000x, y se
conté en ellos el numero de didecameros. De estos analisis, se obtuvo que la formacién de
didecdmeros disminuye significativamente en las muestras de hemocianinas N-desglicosiladas,
respecto a las nativas. Este efecto se atribuye a la N-desglicosilaciéon, y no a un efecto producido
por los cambios de tampdn y temperatura propios del protocolo, debido a que las hemocianinas
control, sometidas al mismo proceso, pero no desglicosiladas, no presentan una disminucion

significativa en el nimero de didecameros.

En base a estos resultados, se puede concluir que las N-glicosilaciones serian relevantes
en la formacién de las estructuras cuaternarias didecaméricas de CCH, FLH y KLH, como ha sido

descrito para hemocianinas de otras especies de moluscos [23].

7.1.5 Estudios mediante dicroismo circular de hemocianinas nativas y N-

desglicosiladas.

Con el fin de complementar los resultados ya expuestos, con la colaboracién del Dr.
Mauricio Baez (Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile), se
estudiaron las proteinas mediante dicroismo circular en distintas condiciones. Este andlisis
entrega informacion sobre la estructura secundaria de la proteina y también, se pueden obtener

datos sobre la estabilidad de la proteina en distintas condiciones.
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Figura 11. Anadlisis mediante microscopia electrénica de transmisién con tincion negativa de hemocianinas nativas y N-
desglicosiladas enzimaticamente. A. Imagenes representativas de preparaciones de cada hemocianina a 60.000x, en las
que se observan didecdmeros (flechas blancas) y estructuras fragmentadas (flechas negras). Barra de escala: 200 nm. B.
Cuantificacion relativa a partir de 15 a 20 microfotografias del nimero de didecameros, formados en muestras de
hemocianinas nativas (N), controles (C), y N-desglicosiladas (D). Las hemocianinas control (C) corresponden a proteinas
sometidas a los cambios de temperatura y tampdn del protocolo de desglicosilacidn, pero sin el tratamiento con PNGasa F.

Datos como promedio £ SEM. Andlisis estadisticos mediante test T. ****p<0,0001.
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Inicialmente, se realizé un espectro dentro de la zona UV-lejana (200-260 nm) para
obtener la sefial de las proteinas nativas y N-desglicosiladas (figura 12). Para CCH y KLH nativas,
se observa una sefial marcada en la zona negativa, con dos minimos cercanos a 208 y 222 nm,
sefal que es concordante con los espectros ya reportados para KLH, en los que se observa la
misma sefial, dada por la presencia de estructuras de tipo a-hélice [19,68]. En el caso de FLH, el

espectro presenta diferencias con KLH, con un minimo cercano a los 205 nm.

Existen diversas herramientas para analizar la proporcién de estructuras secundarias en
proteinas [69], mediante las cuales se ha reportado que KLH estaria compuesta por un 29% de
a-hélice, y un 31% de laminas 3 [19]. Para las hemocianinas en estudio, se realizé un analisis de
los espectros entre 200-260 nm utilizando sdlo el programa CONTINLL, pues el resto de los
programas requeria tener un espectro entre 180-260 nm, el cual no pudo obtenerse porque bajo
los 200 nm la sefial sobrepasaba el limite de voltaje del espectropolarimetro (700 V), lo que
implicaba una gran exigencia del detector, pudiendo resultar en un dafio al mismo. A pesar de
esto, el andlisis mediante CONTINLL confirmé la proporcion de estructuras secundarias
reportada para KLH [19], y sugiere que CCH presentaria valores similares. En el caso de FLH, su
estructura secundaria estaria compuesta por aproximadamente un 18% de o-hélice, 28% de
l[dminas B, y 46% estructuras irregulares o al azar [69]. Por otra parte, al comparar la sefial
obtenida en hemocianinas N-desglicosiladas, respecto a la sefial obtenida en hemocianinas
nativas, no se observé diferencia, sugiriendo que las proteinas N-desglicosiladas mantendrian las

proporciones mencionadas para cada hemocianina nativa.

En base a este resultado y, en conjunto con los analisis mediante MET, se puede sugerir
que la N-desglicosilacidon afectaria la re-asociacion de las estructuras cuaternarias, pero no
modificaria la proporcién de estructuras secundarias de la proteina. Ademas, se puede concluir
que la estructura secundaria de CCH seria muy similar a la ya descrita para KLH [19], mientras
que en FLH se encontraria un menor porcentaje de estructuras a-hélice, y un mayor porcentaje
de estructuras al azar. Esta diferencia observada en FLH, respecto a CCH y KLH, podria explicarse
en parte debido a que el lote de FLH analizado se encontraba parcialmente fragmentado, por lo

gue se requieren nuevos analisis.
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Figura 12. Espectros de hemocianinas nativas y N-desglicosiladas obtenidos mediante dicroismo circular.

Hemocianinas nativas y N-desglicosiladas, a una concentracién de 0,25 mg/ml, en PBS pH 7,2 y a 25°C,

analizadas mediante dicroismo circular en un espectropolarimetro JASCO, modelo J-810 (JASCO, Essex, UK).
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Posteriormente, continuando con los ensayos mediante dicroismo circular, se realizaron
curvas de desplegamiento y replegamiento con distintas concentraciones de cloruro de
guanidinio (Gnd-HCl), para analizar diferencias en la estabilidad de hemocianinas nativas y N-
desglicosiladas. En el caso de FLH nativa (figura 13), se observa que las curvas de desplegamiento
y replegamiento son diferentes, es decir, la sefial de dicroismo circular en la curva de
replegamiento disminuye a menores concentraciones de Gnd-HCl, comparado con el
desplegamiento. Esto sugiere que el replegamiento en esta proteina podria ser mas lento, si es
gue recupera su estructura inicial, o bien al replegarse podria formar una estructura diferente.
En el caso de FLH N-desglicosilada, se observa que las curvas de desplegamiento y replegamiento

son aun mas disimiles.

Ademas, se observa que FLH nativa se ha replegado desde la concentracion de 2 M de
Gnd-HCI, mientras que FLH N-desglicosilada sélo se ha replegado bajo 1 M de Gnd-HCI,
sustentando que la N-desglicosilacion afectaria el replegamiento de FLH. Respecto al

desplegamiento, no se hallaron diferencias entre ambas muestras.

El mismo analisis se realizd para KLH (figura 14), donde se observa para KLH nativa que
las curvas de desplegamiento y replegamiento son similares. Sin embargo, al observar los
resultados de KLH N-desglicosilada, se observa una diferencia entra ambas curvas, observandose
una tendencia similar a FLH N-desglicosilada, donde la hemocianina sélo se repliega a las minimas
concentraciones de Gnd-HCl. De modo similar a FLH, no se observan diferencias sustanciales en

las curvas de desplegamiento de KLH nativa y N-desglicosilada.

Estos resultados, en conjunto, indican que la N-desglicosilacién afecta el replegamiento
de FLH y KLH, pudiendo afectar la velocidad de replegamiento o la estructura formada, aunque
tendria un efecto minimo en su desplegamiento. Este analisis no pudo realizarse con CCH, debido
a que en la etapa de replegamiento, esta proteina se agrega, lo que impide una correcta lectura

en el espectropolarimetro.
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Figura 13. Curvas de estabilidad de FLH nativa y N-desglicosilada, obtenidas mediante dicroismo circular.
(A) Para realizar la curva de desplegamiento, muestras de FLH nativa y N-desglicosilada fueron tratadas con
concentraciones crecientes (0 — 6,7 M) de cloruro de guanidinio (Gnd-HCl), durante 24 horas a temperatura
ambiente. Asi mismo, para realizar las curvas de replegamiento, muestras de FLH nativa y N-desglicosilada
fueron tratadas con cloruro de guanidinio (Gnd-HCl) 6,7 M durante 24 horas a temperatura ambiente, y
luego fueron diluidas en PBS. Los datos se muestran como promedio = SEM de al menos 20 mediciones de

la sefial a 222 nm, en dos experimentos independientes. Todas las muestras fueron analizadas en el

espectropolarimetro JASCO, modelo J-810 (JASCO, Essex, UK).
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Figura 14. Curvas de estabilidad de KLH nativa y N-desglicosilada, obtenidas mediante dicroismo circular.
Para realizar la curva de desplegamiento, muestras de KLH nativa y N-desglicosilada fueron tratadas con
concentraciones crecientes (0 — 6,7 M) de cloruro de guanidinio (Gnd-HCl), durante 24 horas a temperatura
ambiente. Asi mismo, para realizar las curvas de replegamiento, muestras de KLH nativa y N-desglicosilada
fueron tratadas con cloruro de guanidinio (Gnd-HCl) 6,7 M durante 24 horas a temperatura ambiente, y
luego fueron diluidas en PBS. Los datos se muestran como promedio £ SEM de al menos 20 mediciones de
la sefial a 222 nm, representativos de dos experimentos independientes. Todas las muestras fueron

analizadas en el espectropolarimetro JASCO, modelo J-810 (JASCO, Essex, UK).
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7.2 Andlisis del efecto de la N-desglicosilacion de hemocianinas sobre su unién a

receptores de inmunidad innata in vitro.

7.2.1 Union de hemaocianinas nativas y N-desglicosiladas a receptores lectina tipo-C quiméricos

(MR, Dectina-1 y Dectina-2).

Estudios previos de nuestro laboratorio, demuestran que las hemocianinas se unen a
algunos receptores de lectina tipo-C in vitro con una alta afinidad, siendo esta unién dependiente
de sus azucares [47]. Para evaluar la contribucién de las N-glicosilaciones en este proceso, se
realizé un ensayo de unién mediante ELISA. En este ensayo, concentraciones crecientes de
hemocianinas nativas, N-desglicosiladas y desglicosiladas quimicamente como control, se
incubaron con receptores de lectina tipo-C quiméricos, esto es, que estan unidos al fragmento
Fc de una IgG humana (MR-Fc, Dectina-1-Fc y Dectina-2-Fc). Asi mismo, a partir de la escala de
concentraciones se realizaron graficos de barra representativos, considerando la unién de
hemocianinas, a una concentracion de 2 ug/ml, a los distintos receptores. En estos graficos de
barra se analizé estadisticamente la diferencia de unién de cada hemocianina con su receptor, y
ademas se incluyeron los controles positivos y negativos para asegurar la funcionalidad de los
receptoresy la especificidad de la unién. A modo general, en todas las curvas de unién se observé
una sefial mayor en hemocianinas nativas, entre 1 y 2 unidades de densidad optica (DO),
respecto a las hemocianinas N-desglicosiladas y desglicosiladas quimicamente, que presentaron
valores entre 0,5y 1,5 unidades de DO. En un andlisis mas especifico, en el ensayo realizado con
MR (figura 15), se observé que las hemocianinas nativas se unen al receptor de forma similar al
control positivo (furfurman), y que la unién a hemocianinas desglicosiladas quimicamente
disminuye significativamente para todas las proteinas ensayadas. Por otra parte, se observé que
la unidn de todas las hemocianinas N-desglicosiladas también disminuye significativamente,
presentando una sefial menor a la de hemocianinas desglicosiladas quimicamente. En el ensayo
realizado con Dectina-1 (figura 16), se observd que la unién de las hemocianinas N-
desglicosiladas al receptor es significativamente menor, respecto a las hemocianinas nativas.
Para las hemocianinas desglicosiladas quimicamente, la unién de FLH y KLH al receptor
disminuye, mientras que la unién de CCH presenta una tendencia a la baja, respecto a la unién

de hemocianinas nativas.
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Figura 15. Analisis de la unién de hemocianinas al MR mediante ELISA. (A) Las hemocianinas nativas
(verde), desglicosiladas quimicamente (azul) y N-desglicosiladas enzimaticamente (rojo), a una
concentracion de 2 pug/ml, fueron incubadas con el receptor quimérico (MR-Fc, 1 pg/ml). La unidén fue
revelada con un suero de cabra anti-Fc humano-FAL. Se utiliz6 como control positivo la unién del MR a

furfurman, y como control negativo la unidn a gelatina, ambos a 2 pug/ml. (B). Curvas de unién en funcién

de la concentracidn de hemocianina. Se ensayé la union de concentraciones variables de hemocianina (0,5-

10 pg/ml) al receptor quimérico (MR-Fc, 1 pug/ml). Los datos se muestran como promedio + SEM de dos
experimentos independientes. Andlisis mediante ANOVA de dos vias. *p<0,5. **p<0,01. ***p<0,001.

**%*%p<0,0001.
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Figura 16. Analisis de la union de hemocianinas a Dectina-1 mediante ELISA. (A) Las hemocianinas nativas

(verde),

desglicosiladas quimicamente (azul) y N-desglicosiladas enzimaticamente (rojo),

a una

concentracién de 2 pug/ml, fueron incubadas con el receptor quimérico (Dectina-1-Fc, 2,5 ug/ml). La unién
fue revelada con un suero de cabra anti-Fc humano-FAL. Se utiliz6 como control positivo la union del
receptor a zimozano, y como control negativo la unién a gelatina, ambos a 2 ug/ml. (B). Curvas de unién
en funcién de la concentracion de hemocianina. Se ensayd la unidn de concentraciones variables de
hemocianina (0,5-10 pg/ml) al receptor quimérico (Dectina-1-Fc, 2,5 pug/ml). Los datos se muestran como

promedio = SEM de dos experimentos independientes. Analisis mediante ANOVA de dos vias. *p<0,5.

*%p<0,01. ***p<0,001. ****p<0,0001.
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Asi mismo, la unién de todas las hemocianinas nativas fue comparable a la unién del
control positivo. Finalmente, en los ensayos con Dectina-2 (figura 17), se observé que las
hemocianinas N-desglicosiladas también presentan una unidn significativamente menor,
respecto a las hemocianinas nativas. En el caso de las hemocianinas desglicosiladas
guimicamente, CCH y FLH presentan una disminucién significativa en la unién, mientras que KLH

presenta una tendencia a la baja, respecto a las hemocianinas nativas.

Se debe seiialar que la unidon de hemocianinas desglicosiladas a los receptores ensayados
no alcanza el valor del control negativo, indicando que puede persistir un grado de unién,
probablemente por la presencia de azUcares remanentes en su estructura, como se demostré en

experimentos anteriores.

El conjunto de estos resultados permite concluir que la desglicosilacion de CCH, FLH y
KLH, tanto en forma quimica como enzimatica, disminuye su unién a los receptores de lectina
tipo C estudiados y, por ende, sugieren fuertemente que los azlcares participarian en la union

de estas proteinas a dichos receptores.

7.2.2 Especificidad de la unidn a receptores de lectina tipo C mediante ensayos de competencia

con D-(+)-Manosa y D-(+)-Galactosa.

En este ensayo, los receptores quiméricos ya mencionados fueron pre-incubados con
distintas concentraciones (0-40 mM) de D-(+)-manosa, su ligando natural, y D-(+)-galactosa,
monosacarido que no es un ligando preferente para estos receptores. Posteriormente, los
receptores fueron incubados con una concentracion fija de hemocianinas (10 pug/ml), y se analizé
la unidon mediante un ELISA. Los ensayos realizados con el MR muestran que la incubacion con
D-(+)-manosa inhibe completamente la unién de las hemocianinas, incluso a concentraciones tan
bajas como 1-2 mM de este monosacérido (figura 18). Por el contrario, se observa que la
incubacién con D-(+)-galactosa no produce inhibicidn de la unién, o bien, la inhibicion que se
observa no es total, pues no alcanza los niveles del control negativo, ni siquiera a altas

concentraciones del inhibidor (40 mM).
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Figura 17. Andlisis de la uniéon de hemocianinas a Dectina-2 mediante ELISA indirecto. Las hemocianinas
nativas (verde), desglicosiladas quimicamente (azul) y N-desglicosiladas enzimaticamente (rojo), fueron
incubadas con el receptor quimérico humano (Dectina-2-Fc, 1 ug/ml). La unidn fue revelada con un suero
de cabra anti-Fc humano-FAL. A. Curvas de unién a Dectina-2-Fc, a distintas concentraciones de
hemocianina (0,5-10 pg/ml). B. Gréfico representativo, considerando sélo la unidon de Dectina-2-Fc a
hemocianinas incubadas a 10 pg/ml. Control positivo: furfurman. Control negativo: gelatina. Datos como
promedio £ SEM. Andlisis mediante ANOVA de dos vias. *p<0,5. **p<0,01. ***p<0,001. ****p<0,0001.
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Figura 18. Analisis de la especificad de la union de hemocianinas al MR, mediante ensayos de
competencia con azucares en solucion. El receptor quimérico (MR-Fc, 1 pg/ml) fue incubado con
concentraciones crecientes de manosa o galactosa (0-40 mM), y luego con las hemocianinas (10 pg/ml)
nativas (verde), desglicosiladas quimicamente (azul) y N-desglicosiladas enzimaticamente (rojo). La union
fue revelada con un suero de cabra anti-Fc humano-FAL. Control positivo: furfurman (negro). Control

negativo: gelatina (gris). Datos como promedio + SEM.
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Estos resultados, que son consistentes para las 3 hemocianinas en estudio, sugieren que
el ligando preferente del receptor seria manosa, y que se trata de una unién especifica para este
azucar presente en las N-glicosilaciones de hemocianinas. Por otra parte, en el caso de las
hemocianinas desglicosiladas quimica y enzimaticamente, se observa que la unién residual al
receptor también es inhibida por el pre-tratamiento con D-(+)-manosa, indicando que,

probablemente la unién remanente sea debido a los azlicares que permanecen en su estructura.

Los resultados utilizando el receptor Dectina-1, muestran que la pre-incubacién tanto
con D-(+)-manosa como con D-(+)-galactosa inhiben su unién a las hemocianinas (figura 19).
Utilizando ambos monosacéridos, se observa una inhibicidn parcial a bajas concentraciones (5-
10 mM), y esta inhibicién tiende a ser total a altas concentraciones (40 mM). En este caso, es
posible que la unién a Dectina-1 no sea especifica para manosa ni para N-glicosilaciones, y puede

existir unién mediada por otros monosacaridos [70].

Finalmente, con Dectina-2, los resultados son similares a los obtenidos con el MR. Se
observa que la incubacion con D-(+)-manosa inhibe completamente la uniéon de las
hemocianinas, pero a diferencia del MR, donde la inhibicién es completa a una concentracién de
1-2 mM de D-(+)-manosa, en Dectina-2 la inhibicidon es completa a una mayor concentracion, de
10 mM de D-(+)-manosa, es decir, se requiere una concentracion mas alta para lograr una
inhibicidn total, indicando que posee una menor afinidad (figura 20). Ademas, en el caso de FLH,
se observa unidén remanente al inhibir con D-(+)-manosa. Esto puede relacionarse con la mayor
diversidad de azlcares que posee FLH, demostrada en los andlisis mediante Lectin array blot
(véase figuras 8 y 9), que pueden ser ligando del receptor en estudio. Por otra parte, se observa
que la incubacién con D-(+)-galactosa no produce inhibicién de la unién, o esta es residual y no
alcanza los niveles del control negativo, ni siquiera a altas concentraciones del inhibidor (40 mM).
Esto indica que la unidén de las tres hemocianinas a este receptor también es especifica para N-
glicosilaciones ricas en manosa, aunque no se puede descartar la contribucién de otros

monosacaridos, especialmente en FLH.
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Figura 19. Andlisis de la especificad de la union de hemocianinas a Dectina-1, mediante ensayos de

competencia con azticares en solucion. El receptor quimérico (Dectina-1-Fc, 2,5 pg/ml) fue incubado con
concentraciones crecientes de manosa o galactosa (0-40 mM), y luego con las hemocianinas (10 pg/ml)
nativas (verde), desglicosiladas quimicamente (azul) y desglicosiladas enzimaticamente (rojo). La union fue
revelada con un suero de cabra anti-Fc humano-FAL. Control positivo: zimozano (negro). Control negativo:

gelatina (gris). Datos como promedio + SEM.
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Figura 20. Analisis de la especificad de la unién de hemocianinas a Dectina-2, mediante ensayos de

competencia con azucares en solucién. El receptor quimérico (Dectina-2-Fc, 1 ug/ml) fue incubado con
concentraciones crecientes de manosa o galactosa (0-40 mM), y luego con las hemocianinas (10 ug/ml)
nativas (verde), desglicosiladas quimicamente (azul) y desglicosiladas enzimaticamente (rojo). La unidn fue
revelada con un suero de cabra anti-Fc humano-FAL. Control positivo: furfurman (negro). Control negativo:

gelatina (gris). Datos como promedio + SEM.
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7.3 Determinacion del efecto de las N-glicosilaciones de hemocianinas, en la

unién/incorporacion a células presentadoras de antigenos y su efecto en la produccién de

citoquinas in vitro.

7.3.1 Caracterizacion de la linea celular de macréfagos murinos 1774.2.

El primer paso para estudiar el efecto de la N-desglicosilacién en la incorporacién de
hemocianinas, fue disponer de una linea celular que fuese apropiada como modelo de estudio.
Se considerd utilizar distintas lineas de macréfagos (Raw264.7 y J774.2) y células dendriticas
(DC2.4 y MutuDC), debido a que existe evidencia bibliografica de que estas lineas expresan
receptores de inmunidad innata, incluyendo los de lectina tipo C, que son capaces de incorporar
y presentar antigenos, y ademas son productoras de citoquinas proinflamatorias [71,72]. De
acuerdo con los resultados obtenidos mediante citometria de flujo, se optd por los macréfagos
murinos de la linea 1774.2 (figura 21). Se observé que la linea J774.2 disponible en nuestro
laboratorio presenta, como ha sido reportado, una alta expresién del marcador de macréfagos
F4/80, ademas de una alta expresion de MR y TLR-4. También presentan MGL, Dectina-1,
Dectina-2, aunque en menor medida que los receptores nombrados anteriormente. No se
observé MHC de clase | y Il. Estos resultados indicaron, que esta linea era apropiada para
continuar los estudios, debido a que expresan algunos de los receptores de interés para este

trabajo.

7.3.2 Estudio de la unidn/incorporacion de hemocianinas nativas en la linea celular de

macrofagos murinos J774.2 mediante citometria de flujo.

Para determinar si la linea celular J774.2 era capaz de unir/incorporar hemocianinas (ya
sea que estén en la superficie o en el interior de las células), se realizé un ensayo con las proteinas
nativas. Para esto, las células se incubaron con un pulso de CCH, FLH y KLH, marcadas con la
sonda fluorescente AlexaFluor-488, a distintas concentraciones (0, 10 y 100 pg/ml), durante 1
hora y luego se analizaron mediante citometria de flujo. Se observé que la unidén/incorporacion
de hemocianinas presenta un efecto dosis-respuesta (figura 22), en el que aumenta la intensidad

de fluorescencia media (MFI) al aumentar la concentracion de hemocianinas.

59



A)

N° de células

N° de células

N° de células

F4/80 MHC-I
400
300
8 300
E}
200 “Q
o
Q 200 7]
©
o
i =z
100
100 =Y
o] 0
1DD 101 102 10a 104 105 100 101 10 10 10 105
Intensidad de fluorescencia FITC Intensidad de fluorescencia FITC
Dectina-2 MR
300 7}
%)
°c
=)
]
Q Zz00
(]
©
o
=z
100 7}
[
1 2 3 4 5 0
1o 10 10 10 10 0 10 10 10 10 10
Intensidad de fluorescencia FITC Intensidad de fluorescencia FITC
Controles
400 7
7 300 7}
o
=
Q
© 200
(]
el
o
=z
100 7
o]
] 1 2 3 4 &

3

5
10

E
10 10

Intensidad de fluorescencia FITC

10 10 10 10 10 10

Intensidad de fluorescencia FITC

N° de células

N° de células

W
=1
a8

1

w
=1
=]

1

MHC-II

1 4 5
10 10 10

3
10

0 2
10 10

Intensidad de fluorescencia FITC

N° de células

Dectina-1

400

3 4 5

10 10 10

2
10
Intensidad de fluorescencia FITC

0 1
10 10

MGL TLR4
300 T 300
8
=]
N]
200 = ;200‘
©
=
100 =% 100 =
o 04
00 10" 10 107 1o 5 w? 1 10° 10° ot e
Intensidad de fluorescencia FITC  Intensidad de fluorescencia FITC
B)
1000 < o
300 4
600 -
™
=
400
2004
-
N » *\ ‘:I.p &L o al
YOO, Q‘c’@b o TEE
Q¥ QY

Figura 21. Caracterizacion de la linea celular de macréfagos murinos J774.2 por citometria de flujo. (A) Se evalud la
expresion de marcadores de superficie y de receptores de lectina tipo C en células de la linea 1774.2. El analisis se realizé
utilizando los siguientes anticuerpos: anti-F4/80-AlexaFluor647 (propio de macrdéfagos), anti-MHC-I-FITC y anti-MHC-I-FITC.
En el caso del andlisis de receptores (Dectina-1, Dectina-2, MR, MGL y TLR4), las células se incubaron con los anticuerpos

primarios sin marca fluorescente, y luego con el suero de cabra anti-IgG de rata-FITC. En todas las figuras se observa la sefial

de autofluorescencia en gris, y la sefial correspondiente a la expresion de los distintos marcadores y receptores en morado.

El control en que se usé sélo el anticuerpo secundario se observa en rojo, mientras que el control de isotipo se observa en
azul. (B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia media (MFI) de todos los marcadores y receptores, incluyendo la

sefial de autofluorescencia (AF), y los controles sélo con anticuerpo secundario (C1) y el control de isotipo (C2). Los datos

representan la media + SEM de dos experimentos. Analisis mediante ANOVA de una via, comparacion respecto a la sefial de

autofluorescencia (AF), donde *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
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Figura 22. Estudio de la unién/incorporacién de hemocianinas en células de la linea J774.2 mediante citometria de
flujo. CCH, FLH y KLH, conjugadas al fluoréforo AlexaFluor-488, fueron incubadas a 10 y 100 pg/ml, durante 1 hora,
en células de la linea J774.2. (A) Histogramas representativos de la unién/incorporacidon de hemocianinas. Se observa
el control de autofluorescencia (gris), y la incorporacion de CCH (celeste), FLH (verde) y KLH (rojo), ademas del control
en que se incubd sélo con PBS (linea punteada). (B) Intensidad de fluorescencia media (MFI) en funcién de la
concentracion de hemocianinas. Los datos se muestran como media £+ SEM y son representativos de 2 experimentos

independientes.
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En una siguiente aproximacidn experimental, se realizé un andlisis mediante citometria
de flujo de la unidén/incorporacién de hemocianinas en células de la linea 1774.2, tratdndolas
previamente con el inhibidor de macropinocitosis 5-(N,N)-Dimetilamilorida (DMA). Este reactivo
produce la inactivacion del antitransportador de Na*/H*, lo que ocasiona una disminucion del pH
intracelular y, por tanto, una inactivacién de las GTPasas que promueven el remodelamiento del
citoesqueleto de actina [73]. De este modo, el tratamiento con DMA, en las condiciones
experimentales utilizadas, inhibiria la macropinocitosis de forma significativa, aunque no total,

sin afectar la endocitosis mediada por receptores, ni la unién de hemocianinas a los mismos.

En los resultados, se observé que tanto para CCH como para FLH y KLH, las células
tratadas con DMA presentan una disminucién parcial en la seial de fluorescencia (figura 23), de
aproximadamente un 50%, sugiriendo que la incorporacion de hemocianinas en la linea J774.2
podria ser por mas de un mecanismo. Continuando con este razonamiento, se realizd un
experimento de inhibicion de la unién/incorporacidn en presencia de azlcares. Para esto, se pre-
incubaron las células con D-(+)-manosa, D-(+)-fucosa y D-(+)-galactosa a una concentracién de
100 mM, y posteriormente se realizd el ensayo de unidén/incorporaciéon de hemocianinas
mediante citometria de flujo. A diferencia del experimento anterior, los resultados fueron
variables entre las distintas hemocianinas (figura 24). En el caso de CCH, se observd que la
union/incorporacion no es inhibida por ninguno de los azlcares. En cambio, para FLH, se observé
que la unidén/incorporacion es parcialmente inhibida por manosa. Finalmente, para KLH se
observd que la unidn/incorporacidon es inhibida parcialmente por los tres monosacéridos,
aunque la inhibicion es significativamente mayor en presencia de manosa y fucosa, respecto a la
inhibicion que se produce con galactosa. Debido a que las inhibiciones observadas fueron
parciales, se considerd que estos resultados eran consistentes con los resultados del ensayo
anterior, confirmando que las hemocianinas podrian unirse a estas células e incorporarse via
receptores que tienen como ligando diferentes azlcares, y también de forma inespecifica
mediante macropinocitosis. Alternativamente, y para corroborar los resultados obtenidos, se
realizé un tercer experimento de inhibicion de la unidn/incorporacioén, en el que los macrofagos
1774.2 fueron tratados con DMA y azlcares en conjunto (manosa, fucosa y galactosa 100 mM),
y posteriormente incubados con hemocianinas y analizados mediante citometria de flujo (figura

25).
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Figura 23. Efecto del inhibidor de macropinocitosis N,N-Dimetilamilorida (DMA) sobre la unién/incorporaciéon de
hemocianinas en macréfagos de la linea celular J774.2. CCH, FLH y KLH, conjugadas al fluoréforo AlexaFluor-488, fueron

incubadas a 50 pg/ml, durante 1 hora, en presencia de DMA 200 pg/ml. Se analizé la incorporacién en células con y sin DMA

mediante citometria de flujo. (A) Histogramas representativos de la unién/incorporacién de hemocianinas. Se observa el
control con PBS (gris), y la unién/incorporacién de CCH (azul), FLH (verde) y KLH (rojo). Los histogramas con lineas punteada

corresponden a la condicion con DMA, mientras que los histogramas con linea sélida corresponden a la condicién sin DMA.

(B) Porcentaje de inhibicidn de la unidn/incorporacion de hemocianinas en células con y sin DMA. El calculo de los porcentajes
se realizd en base a la intensidad de fluorescencia media (MFI), considerando como 100% al grupo de células que no fueron
tratadas con DMA. Anadlisis mediante test T. ****p<0,0001. Las barras representan la media de dos experimentos

independientes + SEM.
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Figura 24. Efecto de aztcares en solucién sobre la unién/incorporacion de hemocianinas, en macréfagos de la linea celular
J774.2. Las hemocianinas conjugadas al fluoréforo AlexaFluor-488, fueron incubadas a 50 ug/ml, durante 1 hora, en presencia
de D-(+)-manosa (Man), D-(+)-fucosa (Fuc) o D-(+)-galactosa (Gal) 100 mM. (A) Histogramas representativos de la
unioén/incorporaciéon de hemocianinas, estudiada mediante citometria de flujo. Se observa el control con PBS (gris), y la
union/incorporacion de CCH (azul), FLH (verde) y KLH (rojo). Los histogramas con lineas punteada corresponden a la condicion
con el azucar respectivo, mientras que los histogramas con linea sdlida corresponden a la condicion sin azlcares. (B)
Porcentaje de inhibicién de la unidn/incorporacién de hemocianinas en células con y sin azlcares. El célculo de los
porcentajes se realizé en base a la intensidad de fluorescencia media (MFI), considerando como 100% las células que no
fueron incubadas con los monosacaridos utilizados. Andlisis mediante test T. **p<0,01. ****p<0,0001. Las barras
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Figura 25. Efecto de la co-incubacion de aztcares y del inhibidor de macropinocitosis N,N-Dimetilamilorida (DMA) sobre
la unién/incorporacion de hemocianinas en macréfagos de la linea celular J774.2. CCH, FLH y KLH, conjugadas al fluoréforo
AlexaFluor-488, fueron incubadas a 50 ug/ml, durante 1 hora, en presencia de DMA 200 pug/ml y aztcares (manosa, fucosa y
galactosa) 100 mM, y se analizé la unién/incorporacién mediante citometria de flujo. (A) Histogramas representativos de la
union/incorporacion de hemocianinas. Se observa el control con PBS (gris), y la unidn/incorporaciéon de CCH (azul), FLH
(verde) y KLH (rojo). Los histogramas con lineas punteada corresponden a la condicion de inhibicidn, mientras que los
histogramas con linea sélida corresponden a la condicidn sin inhibir. (B) Porcentaje de inhibicion de la unién/incorporacion
de hemocianinas en células con vy sin inhibicidn con azlicares y DMA. El célculo de los porcentajes se realizd en base a la
intensidad de fluorescencia media (MFI), considerando como 100% a las células que no fueron tratadas. Andlisis mediante

test T. ¥****p<0,0001. Las barras representan la media de dos experimentos independientes + SEM.
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En los resultados se observd que la inhibicion es aditiva para todas las hemocianinas en
estudio, alcanzando una inhibicion de aproximadamente 70% para CCH y FLH, y de
aproximadamente un 90% para KLH. Estos resultados sugieren que CCH y FLH podrian unirse a
estas células de forma inespecifica, o bien, a través de receptores diferentes a los estudiados,
cuyos ligandos no sean azlcares. Ademas, no se puede descartar que persista un grado de
macropinocitosis debido a la concentracién de DMA utilizada. Aun asi, se confirma que hay una
contribucion de los azlcares en la unidn/incorporacion de hemocianinas, aunque el mecanismo

predominante seria el de macropinocitosis.

Finalmente, se estudid la unidn/incorporacion de hemocianinas nativas y N-
desglicosiladas, en macréfagos 1774.2 previamente tratados con DMA 200 pg/ml (figura 26). Este
tratamiento previo se realizd para inhibir la incorporacién mediante macropinocitosis, y observar
principalmente la participacién de los azlcares. En este experimento, no se observé diferencia
significativa entre la intensidad media de fluorescencia (MFI) de macréfagos tratados con CCH
nativa y N-desglicosilada. Sin embargo, la unidn/incorporacion de FLH y KLH N-desglicosiladas
disminuyd en aproximadamente un 20%, respecto a las hemocianinas nativas, sugiriendo una

contribucion de los N-glucidos.

Ya que la disminucién observada fue parcial, es probable que los glicidos remanentes de
las hemocianinas N-desglicosiladas sean suficientes para su unién/incorporacion, o bien, en este
proceso pueden participar otros receptores cuyos ligandos no sean carbohidratos. Aun asi, estos
resultados en conjunto sugieren una contribucion de los azicares en la unién de FLH y KLH a CLRs

y su posterior endocitosis.

7.3.3 Andlisis de la produccion de citoquinas inducida por hemocianinas nativas y N-

desglicosiladas, en macréfagos de la linea 1774.2.

Macrofagos J774.2 fueron incubados con las hemocianinas nativas y N-desglicosiladas a
500 ug/ml, y con LPS y medio de cultivo como controles positivo y negativo, respectivamente, y
se analizé la produccién de TNF-a, IL-6 e IL-12p40, citoquinas que son inducidas por

hemocianinas [48].
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Figura 26. Efecto de la N-desglicosilacion de las hemocianinas sobre su unién/incorporaciéon en macréfagos J774.2. Los
macrdfagos 1774.2 fueron tratados con DMA 200 ug/ml y posteriormente incubados con hemocianinas nativas (N) usadas
como control y N-desglicosiladas (D), conjugadas al fluoréforo AlexaFluor-488, a 50 pug/ml durante 1 hora, y se analizé la
unién/incorporacion mediante citometria de flujo. (A) Histogramas representativos de la unidén/incorporacion de
hemocianinas. Se observa el control con PBS (gris), y la unién/incorporacién de CCH (azul), FLH (verde) y KLH (rojo). Los
histogramas con lineas punteada corresponden a hemocianinas N-desglicosiladas, mientras que los histogramas con linea
sélida corresponden a hemocianinas nativas. (B) Porcentaje de unidn/incorporacion de hemocianinas nativas y N-
desglicosiladas. El célculo de los porcentajes se realizd en base a la intensidad de fluorescencia media (MFI), considerando
como 100% la unién/incorporacién de hemocianinas nativas. Andlisis estadistico mediante el test T. *p<0,05. Las barras

representan el promedio + SEM de 3 experimentos independientes.
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Si bien se analizaron los sobrenadantes de los cultivos a distintos tiempos, entre 1y 24
horas, se observé una produccién significativa de citoquinas sélo después de las 16 horas de
incubacién. Por esto, se recogieron los sobrenadantes a las 16 y 24 horas de incubacién con

hemocianinas, y se cuantificaron las citoquinas presentes mediante ELISA (figura 27).

Los primeros estudios, realizados para cuantificar TNF-o, muestran que a las 16 horas la
produccién de esta citoquina inducida por hemocianinas nativas y N-desglicosiladas no presenta
diferencias significativas, aunque FLH y KLH N-desglicosiladas tienden a producir menos TNF-
a que las proteinas nativas. A pesar de esto, las sefales estan muy cerca del ultimo punto de la
curva de calibracién (16 pg/ml), incluyendo la del control positivo. Por otra parte, al analizar el
mismo experimento a las 24 horas de incubacion, se observa que hay una produccion
significativa de TNF-a, tanto en el control positivo como en las células tratadas con hemocianinas
nativas, produccién que disminuye significativamente en células tratadas con FLH y KLH N-

desglicosiladas, no asi en las células tratadas con CCH N-desglicosilada.

Posteriormente, se realizd un ensayo para evaluar la produccion de IL-6. Esta citoquina
fue detectada en cantidades mds altas que TNF-a a las 16 y 24 horas, cuando las células fueron
tratadas con el control positivo y con las tres hemocianinas. A las 16 horas de incubacién, se
observé que la produccién de FLH y KLH N-desglicosiladas disminuyd significativamente,
respecto a las células tratadas con hemocianina nativa. A las 24 horas de incubacion, se mantuvo
la diferencia entre FLH nativa y N-desglicosilada, sin embargo, los niveles de IL-6 inducidos por
KLH N-desglicosilada fueron similares a los inducidos por KLH nativa. Los niveles de IL-6 inducidos

por CCH nativa y N-desglicosiladas se mantuvieron similares a las 16 y 24 horas.

Finalmente, en el ensayo realizado para detectar IL-12p40, los niveles de esta citoquina
fueron muy bajos a las 16 horas, estando las sefiales muy cerca del ultimo punto de la curva de
calibracion (16 pg/ml), al igual que lo observado con TNF-a. Sin embargo, al evaluar los niveles
de citoquinas a las 24 horas, se observa una produccion importante de IL-12p40 cuando las
células fueron tratadas con LPS (400 pg/ml). La produccién de IL-12p40 inducida por
hemocianinas fue menor, cercana a 100 pg/ml, produccién que fue menor cuando las células
fueron tratadas con FLH y KLH N-desglicosiladas. En el caso de CCH, los niveles de IL-12p40

inducidas por la proteina nativa y N-desglicosilada fueron similares.
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Figura 27. Andlisis de la produccion de citoquinas proinflamatorias, inducidas por hemocianinas nativas y N-
desglicosiladas, en macréfagos J774.2. Las hemocianinas nativas (N) y N-desglicosiladas (D) fueron incubadas a 500 ug/ml,
durante 16 y 24 horas, en la linea celular J774.2 y se cuantificé la presencia de TNF-a, IL-6 e IL-12p40 en los sobrenadantes
de los cultivos. Como control positivo, las células fueron incubadas con el lipopolisacarido de E. Coli (LPS, gris), y como control
negativo se utilizd el medio de cultivo sin hemocianinas (C, blanco). Las barras representan el promedio + SEM de tres

experimentos independientes. Analisis mediante test T de Student. *p<0,05. **p<0,01.
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En conjunto, estos resultados demuestran que los N-glucidos de FLH y KLH participan en
la induccién de citoquinas proinflamatorias en macréfagos, tales como TNF-a, IL-6 e I1L-12p40.
En el caso de CCH, los resultados podrian atribuirse a que los azlcares remanentes son
suficientes para inducir las citoquinas estudiadas. Asi mismo, por los efectos de estas citoquinas,
tanto en células del sistema inmune como en otros tejidos [74,75,76], se puede sugerir que los
N-glucidos de hemocianinas potenciarian su rol inmunoestimulante, favoreciendo la repuesta

proinflamatoria producida en las APCs.

7.4 Analisis del efecto de las N-glicosilaciones de hemocianinas sobre la respuesta inmune

humoral y antitumoral in vivo.

7.4.1 Estudio del efecto de la remocidon de N-glicosilaciones de hemocianinas sobre la

respuesta inmune humoral anti-hemocianinas.

Se inmunizo intraperitonealmente a ratones C57BL/6, con 200 pg de cada hemocianina
nativa y N-desglicosilada, y ademas se incluyd un grupo control que sélo se inoculé con PBS,
vehiculo de las hemocianinas. La inmunizacion intraperitoneal se realizé los dias 1 y 15 del
experimento. El dia 25 se realizé la sangria de los ratones, y se midid la respuesta inmune
humoral mediante un ELISA, realizando diluciones seriadas de los sueros en base dos. Al analizar
los titulos de anticuerpos correspondientes a la respuesta secundaria, se observd que fueron
relativamente bajos en todos los ratones inmunizados, en torno a 1:200 diluciones o menores.
Por este motivo, se optd por realizar una tercera inmunizacidn, para lo cual se dio un refuerzo
de 200 pg de cada hemocianina nativa y N-desglicosilada, y 15 dias después se realizé una nueva
sangria. Al analizar la respuesta terciaria (figura 28), no se observd una diferencia significativa
entre los grupos experimentales, sin embargo, se observd una tendencia a la baja en el titulo de
anticuerpos de los sueros provenientes de ratones inmunizados con hemocianinas N-

desglicosiladas, respecto a los sueros de los ratones inmunizados con hemocianinas nativas.
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Figura 28. Evaluacién de la respuesta inmune humoral anti-hemocianinas nativas y N-desglicosiladas. 3
ratones por grupo se inmunizaron con 200 pg de CCH, FLH y KLH nativa (N) y N-desglicosilada (D), o sélo
con PBS como control del vehiculo de las hemocianinas (C), los dias 15, 25 y 40 del experimento.
Posteriormente, se obtuvieron los sueros y se analizo el titulo de anticuerpo mediante ELISA. El titulo se

definié como la diluciéon a la cual se alcanza la mitad de la DO maxima. Resultado de un experimento, los

datos se muestran como promedio + SEM.
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7.4.2 Estudio del efecto de la remocién de N-glicosilaciones de hemocianinas, sobre su

potencial antitumoral en un modelo murino de melanoma.

Se inmunizé intraperitonealmente a grupos de 5 ratones C57BL/6, con 400 ug de cada
hemocianina nativa y N-desglicosilada a modo de sensibilizacidon, pues estudios previos
demuestran que en la respuesta antitumoral de las hemocianinas participa la respuesta
adaptativa [77]. Ademas, se incluyd un grupo control que sdlo se inoculd con PBS, vehiculo de
las hemocianinas. Luego de 14 dias, todos los ratones recibieron subcutdneamente 1,5x10°
células B16F10, y los dias posteriores recibieron 6 dosis de inmunoterapia, de 100 pg de cada
hemocianina nativa y N-desglicosilada. Al analizar el volumen tumoral durante los 25 dias de
experimento, se observaron diferencias entre los resultados obtenidos con las distintas
hemocianinas (figura 29). En el caso de CCH y FLH, los animales inmunizados con la proteina N-
desglicosilada no presentaron diferencias significativas respecto a los inmunizados con la
proteina nativa, sugiriendo que en estas proteinas la N-desglicosilacion no afectaria su efecto
antitumoral. En el caso de KLH, los animales inmunizados con la proteina N-desglicosilada
presentaron un volumen tumoral significativamente mayor, comparado con el grupo inmunizado
con hemocianina nativa, sugiriendo que para esta hemocianina los N-glucidos si participarian en
el efecto antitumoral de esta proteina. Se observd, ademas, que todos los grupos inmunizados
con hemocianina, nativa o N-desglicosilada, presentaron un menor volumen tumoral respecto al

grupo control (PBS), confirmando el potente efecto antitumoral que presentan estas proteinas.

Por otra parte, al analizar el porcentaje de animales que presentaron tumor, se observa
que en el grupo control (PBS) sdlo el 60% de los animales desarrollé tumor, indicando que el
numero de células inyectado no fue suficiente para producir el crecimiento tumoral en todos los
animales. De todos modos, este parametro se midid también en los grupos inmunizados con
hemocianina, donde se observd que para CCH y KLH nativas y N-desglicosiladas el porcentaje de
animales con tumor al final del experimento fue de 60%. Este resultado fue distinto para FLH,
donde la incidencia de tumores en el grupo inmunizado con proteina nativa fue de 80%, mientras
que para el grupo de hemocianina N-desglicosilada fue de un 100%. Asi mismo, en el grupo
inmunizado con FLH nativa, la aparicion de tumor fue significativamente mas lenta, respecto al

grupo de FLH N-desglicosilada.
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Figura 29. Evaluacion del potencial antitumoral de hemocianinas nativas y N-desglicosiladas, en un
modelo de melanoma murino. 5 ratones por grupo se sensibilizaron con 400 g de hemocianinas nativas
y N-desglicosiladas, o sélo con PBS como control, y dos semanas después fueron desafiados con 1,5x10°
células de melanoma murino B16F10. En los 18 dias posteriores al desafio, se administraron 6 dosis de 100
pg de hemocianina a modo de inmunoterapia, y se monitored el porcentaje de animales con tumores, asi
como su volumen. Resultado de un experimento, los datos se muestran como promedio = SEM. Analisis
mediante test T. *P<0,05.

73



En base a los resultados expuestos se puede sugerir que los N-gltcidos podrian contribuir
en la respuesta antitumoral inducida por KLH, debido al aumento del volumen tumoral cuando
estos azlcares son eliminados. En el caso de FLH, se observd un retardo en la cinética del
porcentaje de animales con tumor, sin embargo, esto no permite afirmar que existe un efecto
de la N-desglicosilacidn, porque el control del experimento sélo alcanzé un 60% de incidencia de
tumores, y no un 100% como se hubiese esperado. Finalmente, para CCH no se observo
diferencia significativa en ninguno de los pardmetros estudiados, indicando que el potencial
antitumoral de esta hemocianina no es dependiente de sus N-glucidos, o bien, que las N-

glicosilaciones remanentes son suficientes para inducir una respuesta antitumoral.

Antes de eutanasiar a los animales de este bioensayo se realizé una sangria, con el fin de
estimar el titulo de anticuerpos especificos anti-hemocianina, ya que recibieron una dosis mas
alta de hemocianina, en comparacién al primer ensayo de respuesta humoral (apartado 7.4.1).
El titulo se estimd mediante ELISA, siguiendo el mismo protocolo descrito para el primer analisis.
Los resultados de este experimento (figura 30), mostraron que los grupos inmunizados con CCH
nativa y N-desglicosilada no presentaron diferencias significativas en el titulo de anticuerpos. Por
el contrario, los resultados de FLH y KLH mostraron que los animales de los grupos inmunizados
con proteinas N-desglicosiladas desarrollaron un titulo de anticuerpos significativamente menor,

en comparacion a los grupos inmunizados con hemocianinas nativas.

En conjunto, con los resultados de este experimento, no se puede elaborar conclusiones.
A modo general se podria decir que hay diferencias entre las hemocianinas estudiadas. Por una
parte, se demostrd que las N-glicosilaciones contribuyen a la respuesta humoral y antitumoral
inducida por FLH y KLH, las cuales disminuyen o tienden a disminuir cuando las hemocianinas
son N-desglicosiladas. Por el contrario, no se observaron diferencias entre CCH nativa y N-

desglicosilada en los parametros analizados.
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Figura 30. Evaluacién de la respuesta inmune humoral anti-hemocianinas nativas y N-desglicosiladas, en
un modelo de melanoma murino. 5 ratones por grupo se sensibilizaron con 400 pg de hemocianinas
nativas (N) y N-desglicosiladas (D), o sélo con PBS como control (C), y dos semanas después fueron
desafiados con 1,5x10° células de melanoma murino B16F10. En los 18 dias posteriores al desafio, se
administraron 6 dosis de 100 pg de hemocianina a modo de inmunoterapia. El dia 25 se obtuvieron los
sueros y se analizo el titulo de anticuerpos mediante ELISA. El titulo se definié como la dilucidn a la cual se
alcanza la mitad de la DO maxima. Resultado de un experimento, los datos se muestran como promedio +
SEM. Analisis mediante test T de Student. *P<0,05.
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8. DISCUSION

Las hemocianinas de moluscos son glicoproteinas ampliamente utilizadas en
biotecnologia y biomedicina por sus efectos adyuvante e inmunoestimulante no especifico, sin
embargo, los mecanismos mediante los cuales estas proteinas ejercen sus efectos
inmunomoduladores no han sido completamente dilucidados. En esta tesis, se estudié el rol de
los azlcares en la estructura de tres hemocianinas modelo, a saber, CCH, FLH y KLH, asi como su
contribucion al potencial inmunogénico en la respuesta inmune humoral especifica y antitumoral

no especifica en un modelo murino de melanoma.

Estudios previos de nuestro laboratorio, sugieren una participacion de los azucares en
la respuesta inmune inducida por hemocianinas, entre ellos, estudios de la unién de dichas
hemocianinas a los receptores de inmunidad innata MR, DC-SIGN y MGL mostraron que la unién
es dependiente de los oligosacdridos ricos en manosa presentes en su estructura [47]. Asi mismo,
se realizaron estudios en macréfagos peritoneales y células dendriticas derivadas de médula
dsea que mostraron una disminucidn del potencial inmunogénico y antitumoral de hemocianinas
desglicosiladas quimicamente con peryodato de sodio [78]. Sin embargo, existen ciertas
limitaciones en la desglicosilacién quimica mediante este procedimiento. En una primera
instancia, se ha descrito que una cantidad significativa de azlcares ricos en manosa son
resistentes a este tratamiento. En efecto, estudios con fetuina mostraron que la oxidacién con
peryodato de sodio elimina acidos sidlicos, sin embargo, mas de un 80% de las manosas y
hexosaminas permanecen intactas luego de este tratamiento y, dependiendo de la composicién
del arbol de glicosilacién, también una proporcidon similar de galactosas permanecerian
invariables luego de este tratamiento [54]. Adicionalmente, se observé que este método no es
selectivo para azlcares, sino que también puede oxidar residuos de aminoacidos en las
proteinas, formando bases de Schiff que permiten el entrecruzamiento de estos residuos y
estabilizan la estructura didecamérica [8]. Asi mismo, estudios en células dendriticas derivadas
de médula dsea determinaron que, luego de ser incorporada, CCH desglicosilada quimicamente
es procesada mas lentamente que CCH nativa. Ademas, esta investigacién demostré que CCH

tratada con peryodato de sodio presenta un mayor potencial inmunoestimulante a nivel de
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respuesta humoral y potencial antitumoral [2]. Sin embargo, estudios con FLH demostraron que
la produccion de citoquinas y el potencial antitumoral de esta proteina disminuyen cuando es
desglicosilada quimicamente [8]. Por esto, si bien los estudios realizados con hemocianinas
desglicosiladas quimicamente han sido relevantes para estudiar la contribucién de los azlcares,
poseen las limitaciones mencionadas, ya que se tienen dos variables, por un lado se eliminan
parcialmente los azlcares y por otro se rigidiza la molécula, haciendo necesario un método
alternativo de desglicosilacion que sdélo afecte a los carbohidratos presentes en la proteina, para
poder efectivamente estudiar su contribucidn en las propiedades inmunogénicas y antitumorales

de hemocianinas.

8.1 La N-desglicosilacion enzimatica es selectiva, parcial, y afecta la estructura cuaternaria de

las hemocianinas.

La desglicosilacion seleccionada para realizar este trabajo fue la N-desglicosilacion
enzimatica mediante un tratamiento con PNGasa F. Esta enzima remueve los N-glucidos, que
corresponden a los azlcares mas abundantes en hemocianinas, cuando estos no poseen fucosas
cercanas al residuo de asparagina [56]. Estudios estructurales en hemocianinas han descrito que
los sitios de glicosilacién son conservados, por lo que algunos azucares podrian ubicarse en la
cara externa de los didecameros [14,16,18]. Sin embargo, hay evidencia de que estos glucidos
podrian ubicarse también en los clusters de unién a oxigeno y en los loops de unién entre FUs
[23], sitios que no son del todo accesibles para la enzima. Considerando este aspecto, las
subunidades de las hemocianinas en estudio fueron disociadas antes de ser desglicosiladas, ya
que las moléculas completas no pudieron ser denaturadas o reducidas durante el tratamiento,
pues formaron agregados, dando cuenta de que la desglicosilacion, entre otros efectos, puede
disminuir su solubilidad, como se ha dado cuenta en publicaciones previas [24]. Con estas
consideraciones, se optd por realizar la desglicosilacion en condiciones de disociacidn pues,
aunque pudiesen quedar glicidos inaccesibles para la enzima, las hemocianinas desglicosiladas
mantenian su solubilidad, permitiendo posteriores andlisis tanto de tipo estructurales como

inmunolégicos.
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Por otra parte, es relevante considerar que multiples proteinas, entre ellas KLH,
contienen fucosas cercanas al residuo de asparagina, especificamente, fucosas unidas a N-
acetilglucosamina, estructuras que en disposicién a(1-3) inhiben a la enzima e imposibilitan la
remocidn de aquellos arboles de glicosilacion [8,19,21], sugiriendo que el uso de PNGasa F
produciria una desglicosilacidn parcial. Si bien dichas estructuras no se han descrito para CCHy
FLH, mediante Lectin array blot se observd que en CCH las fucosas no eran removidas, mientras
gue en FLH eran removidas parcialmente, indicando que dichos monosacaridos podrian inhibir a
la enzima debido a su disposicién con respecto al residuo de asparagina. Los aspectos
mencionados dan cuenta de la dificultad existente para desglicosilar totalmente una
hemocianina, sin embargo, este trabajo demuestra que mediante el protocolo establecido se

logré una desglicosilacién parcial y selectiva.

Del mismo modo, los resultados de este trabajo contribuyeron a caracterizar los
monosacaridos que componen los azlcares de hemocianinas, entre ellos, centros complejos de
N-acetilglucosamina compuestos por mas de 3 unidades de este monosacdrido. Ademas, se
confirmé la presencia de a-manosa, y se detectd la presencia de fucosas unidas a glucidos
complejos, principalmente a manosa y N-acetilglucosamina. Por otra parte, se observé una alta
sefal de 3-galactosa en todas las hemocianinas, mientras que N-acetilgalactosamina se detectd
soélo en FLH. Ambas sefiales disminuyeron luego del tratamiento con PNGasa F, confirmando que
CCH, FLH y KLH podrian contener N-glicidos mixtos abundantes en galactosa [16]. Ademds, se
detectd la presencia del antigeno T en todas las hemocianinas. El hecho de que estas proteinas
tengan glicidos tan complejos y heterogéneos sustenta la hipdtesis de que puedan interactuar
con varios CLRs, comportandose como multiligandos, como ya se ha descrito, produciendo asi
un amplio espectro de respuestas como se detallara en el apartado 8.2. Del mismo modo, los
andlisis de las hemocianinas nativas y desglicosiladas con PNGasa F mediante SDS-PAGE,
aportaron evidencia sobre el porcentaje de N-glicosilaciones de FLH, dato que no habia sido
estimado y que estaria en torno al 4,1% p/p. Del mismo modo, considerando que los N-glicidos
corresponden aproximadamente a un 75-80% de los glucidos totales de las hemocianinas en
estudio [20,65], se estimd que el porcentaje total de azlcares de FLH estaria cercano al 5,4%. Los

resultados en conjunto demuestran que FLH posee una mayor cantidad de glicidos y mas
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heterogéneos que CCH y KLH, aspecto importante a considerar dado que FLH posee un mayor

potencial inmunoestimulante y antitumoral [8,10].

Desde otra perspectiva, los andlisis estructurales mediante MET y dicroismo circular
demostraron que la N-desglicosilacion afecta la estructura cuaternaria de las hemocianinas,
disminuyendo significativamente la formacidn de didecdmeros, sin embargo, no tiene efecto en
su estructura secundaria. Numerosos estudios han demostrado que las proteinas desglicosiladas
sufren alteraciones en distintos aspectos, tales como el plegamiento, trafico, solubilidad y
susceptibilidad a ser proteolizadas [79]. Sin embargo, se ha descrito también que el grado de
desglicosilacion influiria en estos parametros, tal como en el caso de la B2 glicoproteina |,
proteina plasmatica humana, donde se observd que la sefal de dicroismo de dicha proteina
nativa y desglicosilada enzimaticamente de forma parcial no mostraba cambios, sin embargo, el
espectro presentaba modificaciones al remover mds del 96% de los glicidos [80]. Del mismo
modo, se ha descrito que la presencia de pocos azucares, tanto N- como O-oligosacaridos, es
suficiente para estabilizar la estructura de las proteinas, tales como la proteina polimdrfica de
membrana C (PMP-C), la gonadotrofina coridnica humana (hCG) y el cluster de diferenciacién
humano 2 (CD2) [81,82,83]. Ya que la desglicosilacion de las hemocianinas en este trabajo fue
parcial, es probable que los N-glucidos remanentes y de dificil acceso para la enzima, en conjunto

con los O-glucidos, fuesen suficientes para mantener su estructura secundaria.

Respecto a la estructura cuaternaria, se ha descrito que distintas proteinas son
estabilizadas por la presencia de N-glucidos, pues las glicosilaciones disminuirian las
fluctuaciones dindmicas de su estructura. En el caso de los decameros, se ha descrito en diversas
hemocianinas, tales como la de T. pacificus, que cada FU posee distintos niveles de glicosilacién,
sin embargo, la mayoria de los gliucidos se ubican en el extremo C-terminal de las FUs. Al
asociarse las subunidades, los extremos C-terminales de las FUs, altamente glicosilados, quedan
ubicados en la interfase de unién entre subunidades, sugiriendo que los azlcares podrian
reforzar o estabilizar dicha unidn. Es probable que la remocion de los N-gltcidos debilite la unién
entre las subunidades, siendo esta una posible explicacidn para el efecto observado en CCH, FLH,
y KLH, donde se obtuvo una disminuciéon del nimero de didecdmeros por efecto de la N-

desglicosilacion, y que es comparable a los resultados obtenidos por Gai y cols. [23].
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En relacidn con los resultados obtenidos en las curvas de estabilidad, se observé que la
N-desglicosilacion modifica el replegamiento de FLH y KLH. La literatura disponible sugiere que,
si bien los azlcares no participarian directamente en el replegamiento de proteinas en solucidn,
si estabilizarian ciertas estructuras intermediarias, guiando el proceso de replegamiento para
alcanzar la estructura final [84]. Por ejemplo, estudios mediante dindmica molecular concluyeron
que en la proteina aglutinina del poroto de soya (SBA), las estructuras intermediarias formadas
durante el desplegamiento de dicha proteina con y sin glicosilaciones eran muy similares, sin
embargo, las correspondientes a la SBA glicosilada mostraron una energia libre menor,
pardmetro que indica mayor estabilidad, respecto a la SBA sin sus azucares [85]. Asi mismo,
estudios de replegamiento en la lectina de Erythrina corallodendron (ECorL) con y sin sus
azucares, demostraron que los oligosacdridos de esta proteina afectaban el proceso de
replegamiento, aunque la estructura final obtenida para ambas proteinas fue la misma [86]. Por
esto, es probable que las diferencias en las curvas de replegamiento de hemocianinas N-
desglicosiladas, respecto a hemocianinas nativas, se deba a que las estructuras intermediarias
serian menos estables, haciendo mas lento el replegamiento hacia una estructura similar a la de
hemocianinas nativas, o bien, llevando a la formaciéon de estructuras disimiles, e incluso a la

formacién de agregados como se observé para CCH.

8.2 Las hemocianinas se unen a distintos CLRs, y la unidn es dependiente de sus azucares.

En nuestro laboratorio se ha demostrado la unién de hemocianinas al MR, DC-SIGN vy
MGL mediante SPR, y la dependencia de los azlcares en esta unién [47]. Sin embargo, debido a
lo heterogéneas que son las glicosilaciones de las hemocianinas, no se descarta su unién a otros
CLRs. En este trabajo, se confirmé la unidn de hemocianinas al MR, y también se estudid su
interaccion con los receptores Dectina-1 y Dectina-2. Ademads, se demostré que la unién al MRy
a Dectina-2 ocurre en forma especifica con los N-gltcidos, mientras que la unién a Dectina-1 es
dependiente de los azlcares de hemocianinas, pero no se pudo determinar con qué tipo de
glicosilacién. Esto puede explicarse en parte porque se ha descrito que Dectina-1 reconoce

azucares en disposicién B (B-glicidos), sin embargo, no se han identificado sus monosacaridos
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preferentes, sugiriendo que Dectina-1 reconoce azulcares por su estructura, mas alld de su

composicion [87].

La unién de CCH, FLH y KLH a los receptores descritos en esta tesis y en trabajos
anteriores [47], posee gran relevancia a nivel inmunoldgico, pues explica en parte los efectos
descritos en la respuesta inmune anti-hemocianinas y, ademas, sugiere que esta respuesta seria
potenciada gracias a sus N-glucidos [8,48]. Se ha descrito que los ligandos del MR que estan
altamente manosilados, son presentados de forma mas eficiente a linfocitos T, en MHC-I/II,
respecto a sus ligandos no manosilados [88]. Dectina-1 y Dectina-2 por su parte, favorecen la
activacion de la respuesta inmune innata a través de la quinasa Syk, por lo que una menor unién
de hemocianinas N-desglicosiladas, respecto a hemocianinas nativas, podria relacionarse con
efectos moderados de estos CLRs, tales como menor eficiencia en la presentacidn antigénica o

en la produccién de citoquinas por parte de las APCs.

Los analisis realizados mediante Lectin array blot confirmaron la presencia de N-gltcidos
ricos en manosa, N-acetilglucosamina y fucosa, ademas de galactosa en las hemocianinas.
Debido a que estas proteinas se unen a variados CLRs, no se puede descartar su union a otros
receptores a través de sus azucares, tales como otras proteinas de la familia SIGN, DCIR, BDCA-
2, entre otros, receptores que también reconocen glicidos y producen efectos
inmunomoduladores en las APCs que los expresan [89,90,91]. Asi mismo, aunque los azlcares
de hemocianinas han sido descritos clasicamente como ricos en manosa, los resultados de este
trabajo muestran que también poseen abundantes galactosas, ligandos del MGL, cuya unién a
FLH y KLH ha sido descrita [47]. Este receptor, de modo similar al MR, favorece la endocitosis de
sus ligandos y posterior presentacidn antigénica, por lo que la contribucién de las galactosas,
tanto de N- como de O-glicidos, a la incorporacién y presentacion antigénica de estas

hemocianinas no se puede descartar [92].

Adicionalmente, es necesario considerar que estudios en monocitos humanos THP-1 han
sugerido que las hemocianinas no sélo producirian la activacién de la quinasa Syk luego de unirse
a receptores, sino que también activan la quinasa Erk, proteina que es parte de la via de las
quinasas asociadas a mitdgenos (MAPK) [93]. Si bien la quinasa Erk estd rio abajo de Syk, también

puede activarse por la via de los TLRs, especificamente TLR2 o TLR4, por lo que no se descarta
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gue estos receptores participen en la respuesta anti-hemocianinas, considerando ademas que el
MR no tiene motivos de sefializacién y que requiere acoplarse con otros receptores para
transducir su sefal [94]. Aunque el ligando preferente de TLR2 y TLR4 es el lipopolisacarido
bacteriano (LPS), se ha descrito un amplio espectro de virus, bacterias y moléculas que se unen
a ellos, tales como polisacéridos, incluyendo zimosano [95,96]. De este modo, también se ha
descrito que los CLRs y TLRs podrian colaborar en su respuesta, presentando un efecto sinérgico

cuando ambos son activados mediante ligandos fungicos [97].

Aunque las hemocianinas se unen a multiples CLRs, y probablemente interactien con
otros tipos de receptores, el estudio realizado en esta tesis permite concluir que dicha unién es
dependiente de sus azlcares, y aunque los residuos de carbohidratos remanentes produzcan
una unidn basal a algunos de los CLRs estudiados, los resultados obtenidos sugieren fuertemente
gue esta union ocurriria con menor afinidad, induciendo una respuesta inmune menos eficiente,

en comparacion a una hemocianina altamente glicosilada.

8.3 Los N-gluicidos participan en la produccion de citoquinas inducida por hemocianinas en

APCs, y contribuyen parcialmente a su unién/incorporacion.

Las hemocianinas son incorporadas en APCs mediante macropinocitosis y mediante
endocitosis mediada por receptores, como se ha descrito en macréfagos peritoneales y en
células dendriticas derivadas de médula dsea [2,8]. En el primer caso, las células incorporan
moléculas y antigenos de forma no selectiva, mediante extensiones de la membrana plasmatica
que forman macropinosomas [98]. En el segundo mecanismo, los receptores de membrana se
unen al ligando con alta afinidad, y se forman invaginaciones de la membrana plasmatica,
recubiertas de moléculas como clatrina o caveolina, que posteriormente forman endosomas
tempranos, endosomas tardios y finalmente se fusionan con lisosomas formando fagolisosomas

[99].

En esta tesis, se analizd la unién/incorporacion de hemocianinas nativas y N-
desglicosiladas en macrdfagos murinos J774.2 en los cuales la macropinocitosis fue inhibida

mediante un tratamiento con DMA, observandose una disminucion en la unidén/incorporacion
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de FLH y KLH N-desglicosilada, de aproximadamente un 20-30%. En el caso de CCH, no se observo
una diferencia significativa en este proceso entre la hemocianina nativa y N-desglicosilada.
Aunque estos resultados sugieren una contribucién de los glicidos en la unién e incorporacién
mediada por receptores de las hemocianinas a dichas células, demuestran que cuando ellas son
N-desglicosiladas también logran unirse e incorporarse a ellas. Una explicacion posible, como se
mencioné en el apartado 8.2, es que los oligosacaridos remanentes de la N-desglicosilacién
pueden ser suficientes para mediar la interaccion de estas proteinas con los receptores, pues las
hemocianinas se unen a multiples CLRs. Asi mismo, el tratamiento con DMA en las condiciones
descritas produce una inhibicién mayoritaria de la macropinocitosis, pero esta inhibicién no es
total, por lo que no es posible descartar un grado basal de incorporacién de hemocianinas por
otros mecanismos independiente de sus azucares [100]. Para explicar este punto es necesario
considerar que la macropinocitosis, a modo general, es inhibida significativamente cuando el pH
intracelular es menor a 7,2, en comparacién a la endocitosis via receptores, que es inhibida
cuando el pH es menor a 6,4. Esto se explica pues, si bien en ambos procesos influye el
remodelamiento del citoesqueleto de actina, poseen diferentes mecanismos y proteinas
reguladoras, cuya sensibilidad al cambio de pH también es distinta [73]. En células J774.2 se ha
estimado que el pH intracelular es aproximadamente 7,5, y dadas las condiciones
experimentales, se estima que el pH disminuiria aproximadamente 0,5 unidades, siendo el pH
intracelular cercano a 7 posterior al tratamiento con 200 ug/ml de DMA [101,102,103]. En estas
condiciones, el tratamiento con DMA no afectaria la unidn a receptores y posterior
incorporacidn, permitiendo asi estudiar la contribucion de los azdcares. Sin embargo, en las
condiciones ensayadas la inhibicion de la macropinocitosis es significativa, pero no total, no
descartandose asi un grado basal de incorporacion en forma inespecifica. Cabe mencionar que
la concentracion de 200 pg/ml de DMA fue establecida experimentalmente durante el curso de

este estudio, pues a concentraciones mayores disminuia la viabilidad celular.

Es relevante mencionar también que, en los experimentos realizados mediante
citometria de flujo, el andlisis se describié como un estudio de la unién/incorporacion. Evidencias
de nuestro laboratorio han demostrado mediante MET, que macréfagos peritoneales y células
dendriticas derivadas de médula dsea cultivadas in vitro con hemocianinas, incorporan

completamente estas proteinas luego de 1 hora de incubacién. De este modo, podemos suponer
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gue a este tiempo de incubacion, las hemocianinas fluorescentes ya estan en el interior de las
células. Sin embargo, como los andlisis mediante citometria de flujo no permiten comprobarlo,
el parametro a analizar se describié como unidn/incorporacién, considerando de este modo
tanto la unién de hemocianinas a receptores en la membrana plasmatica, asi como la

incorporacién ya sea en vesiculas recubiertas de clatrina o mediante macropinocitosis.

Desde otro punto de vista, aunque estos resultados sugieren que los azlcares
participarian en la unién/incorporacion de hemocianinas en APCs, es necesario mencionar que
estas células no sdlo incorporan antigenos mediante receptores, sino que ademas estdn
continuamente incorporando antigenos inespecificamente mediante macropinocitosis [98]. Es
por esto que, probablemente en un contexto fisioldgico las hemocianinas serian incorporadas en
APCs preferentemente mediante macropinocitosis, sin embargo, los glucidos en su estructura
tendrian que ver con los efectos moduladores de estas proteinas y con las vias de sefalizacion

de las mismas para inducir un microambiente proinflamatorio.

Como ya se ha mencionado, la unién de hemocianinas a CLRs, dependiente de sus
azlcares, tiene consecuencias inmunolégicas tales como estimular la produccién de citoquinas
proinflamatorias, generando un microambiente proinflamatorio benéfico que favorece la
presentacién antigénica a linfocitos T. Es por esta razon, que se evalud la contribucién de los N-
glucidos en la produccién de citoquinas proinflamatorias en los macréfagos J774.2. A modo
general, se observé una disminucion en la produccion de TNF-a., IL-6 e IL-12p40 inducida por FLH
y KLH N-desglicosiladas, respecto a hemocianinas nativas, demostrando que la disminucién en la
unién a CLRs se correlaciona con una menor respuesta de las APCs en cuanto a produccion de
mediadores proinflamatorios. Se evaluaron estas citoquinas pues son producidas por
macroéfagos, entre otras APCs, y tienen funciones efectoras relacionadas con la respuesta inmune
anti-hemocianinas. En el caso de TNF-qa,, esta citoquina produce la activacién de NF-xB y de las
vias de MAPK en células del sistema inmune, tales como linfocitos T efectores y reguladores,
favoreciendo la sobrevida, proliferacion y diferenciacién de células inmunes y también de otros
tejidos. Asi mismo, puede conducir a la apoptosis de células, aunque este proceso estd
normalmente enmascarado por el efecto anti-apoptdtico de NF-kB [74]. En el caso de IL-6, esta

citoquina posee efectos pleiotrdpicos, siendo relevante su rol como inductor del desarrollo de
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linfocitos T CD4+ y CD8+ efectores, asi como su rol estimulador de la produccion de anticuerpos
en linfocitos B, entre otros [75]. Finalmente, entre los efectos de IL.-12p40 destacan la activacion
de la respuesta citotdxica de células NK y de linfocitos T CD8+ y, ademas, la activacién de la

respuesta adaptativa de tipo Thl [76].

Pensando nuevamente en un contexto fisioldgico, aunque las hemocianinas N-
desglicosiladas fuesen incorporadas mediante macropinocitosis de forma inespecifica, la menor
union a CLRs y menor produccion de las citoquinas sefialadas podria conllevar a una respuesta
efectora disminuida, en comparacion a la respuesta de hemocianinas nativas. Una menor
producciéon de TNF-o. podria relacionarse con una menor respuesta sistémica, sin embargo, la
menor produccién de IL-6 e IL-12 podrian relacionarse con una respuesta humoral disminuida y
una respuesta adaptativa de tipo Th1 desfavorecida [74,75,76]. Es relevante considerar, respecto
a los fenotipos efectores de linfocitos T CD4+, que una disminucidn en los gltcidos no sélo podria
desfavorecer una respuesta de tipo Th1, sino que una variacién en la composicion de los azucares
también puede alterar la respuesta inmunomoduladora. Como se menciond, las hemocianinas
N-desglicosiladas perdieron manosas, N-acetilglucosaminas y galactosas, sin embargo, poseen
fucosas remanentes. Por esto, las hemocianinas N-desglicosiladas son proteinas abundantes en
fucosa. Se ha descrito que los azucares cuyo monosacdrido mayoritario es fucosa también son
capaces de unirse a CLRs, sin embargo, a diferencia de los glicidos ricos en manosa, los ligandos
altamente fucosilados inducen vias alternativas de activacion de Nf-kB, que favorecen la
respuesta adaptativa de tipo Th2 y desfavorecen la respuesta Th1 [104]. Por esto, no se descarta
que las hemocianinas parcialmente desglicosiladas, ademas de desfavorecer la respuesta de tipo

Th1 favorezcan otros fenotipos.

Respecto a CCH, no presenté diferencias en la unién/incorporacion ni en la produccion
de citoquinas al ser N-desglicosilada. Considerando que en FLH y KLH se demostré una
participacién de los N-glucidos en la respuesta anti-hemocianinas, es probable que los azlcares
remanentes de CCH sean suficientes para inducir las respuestas mencionadas. Como se sefiald
en el apartado 8.1, los efectos de la desglicosilacion en ocasiones son variables segln el grado
de desglicosilacion alcanzado [80], por lo que no se puede descartar que CCH requiera un

tratamiento mas exhaustivo para observar un efecto a este nivel. Esta idea es sustentada en los
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analisis mediante SPR realizados en nuestro laboratorio, en los que se estudid la afinidad de la
union de hemocianinas a MR, DC-SIGN y MGL, determinada segun la constante de disociacién.
En estos experimentos se observé que FLH y KLH desglicosiladas quimicamente no se unian a
ninguno de los receptores estudiados. Por el contrario, habiéndose sometido a la desglicosilacién
quimica, la unién de CCH a DC-SIGN auln persistia. Por esto, no se descarta que los gllcidos
remanentes de esta proteina sean suficientes para mediar la unién a CLRs y producir los efectos

inmunomoduladores descritos [47].

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren fuertemente que la endocitosis mediada
por receptores, asi como la produccién de citoquinas que favorecen una respuesta de tipo Thl
estarian influenciadas por los N-glucidos de CCH, FLH y KLH, evidencia que sustenta el rol

modulador de los azlcares presentes en estas glicoproteinas.

8.4 Los N-glucidos de hemocianinas contribuyen a la respuesta humoral y participarian en la

respuesta antitumoral no especifica.

La respuesta inmune humoral anti-hemocianinas se analizd6 en dos series
experimentales, en la primera oportunidad en ratones C57BL/6 naive, y en la segunda en ratones
de la misma cepa que habian sido desafiados con células de melanoma de la linea B16F10. En el
primer caso, los ratones (3 por grupo) recibieron 600 ug totales de cada hemocianina, no
observandose una diferencia significativa en la respuesta humoral, estimada mediante el titulo
de anticuerpos, aunque si una tendencia a la baja en los ratones inmunizados con las
hemocianinas N-desglicosiladas. En cambio, en el segundo caso, los ratones (5 por grupo)
recibieron 1 mg total de cada hemocianina y si se observé una disminucion significativa en la
respuesta humoral en los animales inmunizados tanto con FLH como KLH N-desglicosilada, no asi
en CCH, en que solo se observé una leve disminucién, respecto a los grupos inmunizados con
hemocianina nativa. Estos resultados sugieren una participacién de los glicidos en la respuesta
humoral anti-hemocianinas. Como se menciond inicialmente, la respuesta humoral se
caracteriza por la produccidn de anticuerpos por los linfocitos B, cuyo receptor de antigenos

puede reconocer epitopos en proteinas, lipidos o azucares [30]. En el caso de las infecciones por
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algunos parasitos, se ha descrito que los organismos infectados desarrollan anticuerpos de tipo
IgM e IgG que son, es su mayoria, anticuerpos anti-glicotopos. Esto ha sido demostrado en las
infecciones por Schistosoma mansoni, Toxocara canis, y Haemonchus contortus, entre otros
helmintos, que corresponden a patdgenos cuya superficie se encuentra altamente glicosilada
[105,106]. Ya que las hemocianinas se pueden considerar “organismos altamente glicosilados”,
es probable que la respuesta humoral contra estas proteinas esté compuesta por una cantidad
significativa de anticuerpos contra glicotopos, pues por su heterogeneidad podrian ser
reconocidos por un amplio repertorio de BCRs. Sin embargo, la uniéon de hemocianinas a los BCR
por si sola no seria suficiente para activar a linfocitos B, pues corresponden a antigenos timo-
dependientes, es decir, requieren la colaboracion de linfocitos T CD4+ para producir la activacion
de linfocitos B [107]. Teniendo en cuenta esta evidencia, una opcidn es que inicialmente las
hemocianinas N-desglicosiladas sean reconocidas por un menor espectro de BCRs, respecto a las
hemocianinas nativas. Asi mismo, la menor produccién de citoquinas en la respuesta inmune
podria desfavorecer el ambiente proinflamatorio, disminuyendo la activacién tanto de linfocitos

B como de linfocitos T colaboradores.

Otro aspecto por considerar al momento de evaluar la respuesta inmune humoral es la
naturaleza de los epitopos que reconocen los anticuerpos, que pueden ser lineales o
conformacionales, y que coexisten en el suero de un organismo inmunizado [108]. Como se ha
descrito mediante MET, las hemocianinas N-desglicosiladas no se encuentran como
didecdmeros, a diferencia de las hemocianinas nativas, lo que podria generar neoepitopos. Por
esto, no se puede descartar que sean reconocidas por BCRs distintos a los que reconocen
hemocianinas nativas, pues ademas de haber perdido sus azlcares, su conformacion a nivel de
estructura cuaternaria es diferente. Asi mismo, considerando que los N-glicidos se unen a
residuos de asparagina, los que se transforman en residuos de 4cido aspartico cuando el glicido
es removido, no se puede descartar una modificacién en la secuencia de hemocianinas,
especialmente ante el hecho de que una hemocianina puede tener mas de 120 asparaginas
glicosiladas [18]. Por lo tanto, no se puede descartar que el cambio en el residuo de un
aminodcido pueda afectar el reconocimiento de epitopos lineales de algin BCR especifico. Estas

modificaciones a nivel de secuencia y estructura cuaternaria podrian implicar que las
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hemocianinas N-desglicosiladas sean reconocidas por un menor repertorio de BCRs, ademas de

los aspectos mencionados respecto a sus azucares.

Finalmente, existe evidencia de que en ocasiones un antigeno glicosilado o desglicosilado
no sélo produce distintos titulos de anticuerpos, sino que también produce distintos clases y
subclases de los mismos. Se observé en un modelo de infeccién con Echinostoma caproni
glicosilado, N- y O-desglicosilado, que los sueros de mamiferos inmunizados con el pardsito
desglicosilado presentaron altos niveles de IgM y bajos niveles de IgG, mientras que el parasito
glicosilado presentd una alta produccién tanto de IgM como de IgG. Esto sugiere que el pardsito
en su forma glicosilada produciria la diferenciacién de células B y maduracién de sus anticuerpos.
Del mismo modo, el parasito N-desglicosilado presenté niveles muy bajos de IgG3, respuesta
predominante en el modelo de estudio, mientras que el parasito O-desglicosilado no presenté
cambios respecto al parasito glicosilado. Los niveles de IgG1, por otra parte, no presentaron
variaciones [106]. Estos resultados sugieren que, ademas del titulo de anticuerpos, los N-gltcidos

pueden modular las respuestas, activando distintas clases y subclases de anticuerpos.

Respecto al potencial terapéutico de las hemocianinas, se ha descrito que estas proteinas
poseen propiedades antitumorales por si solas en distintos modelos de cancer, tales como
melanoma y cancer superficial de vejiga, entre otros [8,10,77,109]. Basicamente, al producirse
la respuesta inmune contra las hemocianinas, se generaria un ambiente proinflamatorio
benéfico, que estimularia el desarrollo de respuestas inmunes latentes que se estén produciendo
contra células tumorales o infectadas por patdgenos, efecto conocido como bystander, en este
caso, positivo. Es asi que las APCs, luego de incorporar hemocianinas via CLRs gracias a sus
azlcares, pueden presentarlas procesadas en MHC-II, pero también existe la posibilidad que se
presenten en MHC-I via presentacién cruzada, activando linfocitos T CD8+ y promoviendo sus
efectos citotdxicos contra células tumorales [47]. Asi mismo, también se ha propuesto que la
produccién de IL-12 inducida por la interaccién de hemocianinas con sus CLRs a través de sus
azlcares, es capaz de estimular a células citotdxicas, tales como células NK y linfocitos T CD8+
[76]. Las células NK activadas, junto a los linfocitos T CD4+ activados mediante la presentacion
antigénica, producen IFN-y, citoquina esencial en la respuesta antitumoral. Esta citoquina,

ademads de mantener un ambiente proinflamatorio, puede actuar directamente contra las células
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tumorales deteniendo su proliferacidn, induciendo su apoptosis, o favoreciendo la expresion de
MHC-I en las mismas células del tumor, promoviendo de este modo su reconocimiento mediante
linfocitos T CD8+ [110]. Este aumento en los niveles de IFN-y han sido detectados en modelos
murinos de cdncer superficial de vejiga inmunizados con hemocianinas, asi como en pacientes
con este cancer, inmunizados con KLH [77,111]. Del mismo modo, estudios con KLH han
demostrado que, gracias a sus epitopos cruzados con células tumorales, los anticuerpos anti-KLH
reconocen a las células tumorales, permitiendo su destruccién mediante citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos [112]. Si bien existe evidencia que sustenta estos mecanismos, casi
todos se basan en que el inicio de la respuesta anti-hemocianinas seria a través de la unién de
hemocianinas a los CLRs mediante sus azucares. No obstante, también se ha descrito la presencia
de anticuerpos naturales en donantes humanos, que presentan reaccidn cruzada con KLH, CCH

y FLH, que activan la via clasica del complemento [113].

En los resultados obtenidos, mediante estudios en un modelo murino de melanoma
B16F10, se observd que los animales inmunizados con KLH N-desglicosilada presentaron un
mayor volumen tumoral, en comparaciéon a los animales inmunizados con KLH nativa. Este
resultado sustenta que para esta hemocianina los N-glucidos pueden contribuir en su potencial
antitumoral, sin embargo, por tratarse de sdlo un bioensayo, esta propiedad de los carbohidratos
de las hemocianinas no es concluyente. No obstante, considerando el/los posibles mecanismos
antitumorales de las hemocianinas, estos resultados podrian explicarse por el menor titulo de
anticuerpos producidos por KLH N-desglicosilada, que reaccionan en forma cruzada con el tumor
[10], disminuyendo la citotoxicidad mediada por anticuerpos, asi como por los niveles bajos de
IL-12, que podrian conllevar una menor activacién de células citotdxicas. En el caso de CCHy FLH,
sin embargo, no se observd diferencia entre las hemocianinas nativas y N-desglicosiladas, en
cuanto al volumen tumoral de los animales en experimentacién. Este resultado podria explicarse
en parte por los azlcares remanentes de dichas hemocianinas, que podrian ser capaces de
inducir una respuesta antitumoral. Como se menciond en el apartado 8.3, en este trabajo se
analizaron las citoquinas caracteristicas para la respuesta inmune anti-hemocianinas que
promueven una respuesta de tipo Thl, sin embargo, no se puede descartar una polarizacion
hacia un fenotipo distinto que también conlleve a una respuesta antitumoral. Al respecto, existe

evidencia de que, si bien la respuesta de tipo Thl produce un mayor efecto citotdxico, otras
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respuestas tales como Th2 son capaces de eliminar igualmente los tumores, favoreciendo la
necrosis de los mismos mediante infiltracidon de granulocitos en el tumor, tales como eosinodfilos
[114,115]. Por esto, es probable que CCH y FLH sean capaces de modular otro tipo de respuestas

gracias a los glucidos remanentes luego de la desglicosilacién parcial.

Es relevante mencionar que el andlisis de incidencia tumoral, correspondiente al
porcentaje de ratones con tumor en cada grupo, no resulté concluyente pues en el grupo control
s6lo un 60% de los animales desarrollé tumores. Una interpretacién posible es que, la cantidad
de células inyectada fue muy baja y el sistema inmune de los ratones control se defendié del
tumor, sugiriendo que en los préximos experimentos, se debe realizar el desafio con un nimero
mayor de células tumorales. De todos modos, en los grupos inmunizados con CCH y KLH nativa y
N-desglicosilada se observd un 60% de incidencia tumoral, sugiriendo que el tratamiento con
hemocianinas no inhibe la apariciéon del tumor, pero si inhibe significativamente su crecimiento,
respecto al control con el vehiculo de estas proteinas. En el caso de FLH, el grupo inmunizado
con proteina N-desglicosilada alcanzé un 100% de ratones con tumor en los primeros dias,
mientras que el grupo tratado con FLH nativa mostré un 80% sélo al final del experimento. Esto
podria sugerir un efecto de los N-glucidos en la aparicidn del tumor, sin embargo, no se puede

concluir debido a las razones ya expuestas.

Los resultados de este trabajo, como se ha descrito, muestran las diferencias que existen
entre las distintas hemocianinas. Por una parte, se observd que la N-desglicosilacion
practicamente no influye en los efectos inmunomoduladores de CCH, mientras que en FLH y KLH,
la N-desglicosilacion disminuyé su unién/incorporacion en células 1774.2, disminuyd la
produccién de citoquinas en estas células, produjo una baja en la respuesta humoral, y aunque
hacen falta andlisis adicionales, sugieren una participacidén en el potencial antitumoral. Estos
resultados son concordantes con las diferencias que existen entre estas hemocianinas, pues CCH
forma heterodidecdmeros altamente estables que no dependen de cationes divalentes en el
medio, mientras que FLH y KLH forman homodidecameros que tienden a disociarse y agregarse
ante cambios de temperatura y pH [2]. Asi mismo, los resultados con hemocianinas
desglicosiladas quimicamente mostraron que FLH oxidada tendia a disminuir sus propiedades

inmunoestimulantes [8], mientras que CCH oxidada tendia a aumentarlas [2]. Esto demuestra
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gue CCH es una proteina altamente estable, cuyos azlcares podrian estar menos accesibles para
ser removidos, dejando glucidos remanentes que sean suficientes para unirse a CLRs y activar

variadas respuestas como se discutié en apartados anteriores.

Finalmente, los antecedentes experimentales y los analisis desarrollados en esta tesis,
gue se presentan en la figura 31, contribuyen a comprender los mecanismos mediante los cuales
las hemocianinas ejercen sus efectos, demostrando que los azucares de tipo N- contribuyen
tanto en la estabilidad estructural de estas proteinas, asi como en la respuesta
inmunoestimulante. Ademas, sugieren fuertemente que los N-glucidos tendrian un rol
modulador en la respuesta, como se ha discutido. Por esto, el alto contenido de azlcares en
hemocianinas es probablemente uno de los factores que explica sus efectos
inmunomoduladores y, como tal, debe ser un aspecto esencial por considerar para el desarrollo

de nuevas aplicaciones biotecnoldgicas de estas fascinantes proteinas.
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Figura 31. Modelo propuesto sobre el rol de los azticares en la estructura y propiedades inmunogénicas y antitumorales CCH,
FLH y KLH. En los esquemas se resumen los principales resultados de esta tesis. A. Efecto a nivel de la estructura. Se observé
una disminucion en la formacion de didecdmeros luego de la N-desglicosilacion. B. Efecto a nivel de sus propiedades
inmunoldgicas. Se observo que la N-desglicosilacion de hemocianinas disminuia la unidn a CLRs (MR-Fc, Dectina 1-Fc y Dectina
2-Fc) y la incorporacién mediante dichos receptores, produciendo niveles mas bajos de citoquinas. Asi mismo, se observé una
disminucidn en la respuesta humoral, faltando antecedentes para confirmar el rol en su potencial antitumoral.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que:

1. Los métodos de desglicosilacion en proteinas tan complejas como las hemocianinas
estudiadas en esta tesis, a saber, CCH, FLH, y KLH, son parciales. Sin embargo, con el
procedimiento enzimatico utilizando PNGasa F se logré una desglicosilacion significativa
y selectiva, evidenciadas tanto en los cambios estructurales como en los efectos

inmunoldgicos inducidos por estas glicoproteinas in vitro e in vivo.

2. Elanalisis de los glucidos de CCH, FLH y KLH, mostré que poseen azlcares heterogéneos,
principalmente N-glucidos ricos en manosa, los que también son abundantes en N-
acetilglucosamina, fucosa y -galactosa. Ademas, todas presentan el antigeno T en su
estructura, un epitopo compartido con células tumorales, dando cuenta que parte de los
mecanismos inmunoduladores que ellas producen se explicarian por reacciones

cruzadas.

3. La N-desglicosilacién de las tres hemocianinas mencionadas, disminuyé el nimero de
didecdmeros, sugiriendo que los N-glucidos participan en la estabilidad de la estructura
cuaternaria, aunque no influyen en la proporcién de estructuras secundarias. Asi mismo,
la N-desglicosilacion de dichas hemocianinas afectd su replegamiento, sin un efecto

significativo en su desplegamiento.

4. Llas tres hemocianinas N-desglicosiladas presentaron una unién significativamente
menor a MR, Dectina-1 y Dectina-2, demostrando que su union a dichos CLRs es

dependiente de sus N-glucidos.
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Los N-glicidos de hemocianinas participan en la respuesta inmunoestimulante,
favoreciendo su unién a APCs, su incorporacion via CLRs y la produccién de citoquinas

proinflamatorias, tales como TNF-q, IL-6 e IL-12.

La N-desglicosilacidén de las hemocianinas afecté la respuesta inmune humoral especifica

anti-FLH y anti-KLH, reflejada en una disminucién significativa del titulo de anticuerpos.

Los N-glucidos podrian contribuir al efecto antitumoral de FLH y KLH, sin embargo, se

requiere evidencia experimental adicional para demostrarlo.

El conjunto de los resultados obtenidos es una contribucién al conocimiento del papel
de las N-glicosilaciones en la estructura y las propiedades inmunomoduladoras no

especificas de las hemocianinas de moluscos en mamiferos.
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