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4 Los carbohidratos como
mediadores claves en procesos
fisiologicos y patologicos

KARINA V. MARINO Y ANABELA M. CUTINE

4.1. INTRODUCCION

El estudio funcional de los glicoconjugados (macromoléculas que contienen
hidratos de carbono en su estructura) permanecio historicamente relegado
frente al de los acidos nucleicos y las proteinas debido al concepto central
que establece que el flujo de informacion celular va desde el ADN al ARN
y luego a proteinas, relegando a los hidratos de carbono a funciones tra-
dicionalmente metabodlicas o de estabilidad biofisica. A esto se le suma la
alta complejidad estructural de los glicanos, directamente relacionada a su
biosintesis sin molde (su capacidad de ramificarse, su estereoquimica, su
natural variabilidad, la que hizo que el estudio analitico del glicoma (perfil
de glicanos presente en una célula o tejido) fuera encarado en profundidad
tan solo recientemente. Con el desarrollo de nuevas tecnologias nacio el area
denominada Glicomica Funcional, la que permite correlacionar la estructura
de los glicanos con su funcionalidad biologica.

El glicoma celular es mucho mas facilmente modulado que los genes o
el RNA, siendo influenciado por diversos factores tanto ambientales como
geneéticos, y haciendo que el perfil de glicanos expuesto por la célula funcione
como una carta de presentacion para interactuar dinamicamente con su
entorno. Esta comunicacion muchas veces es mediada por proteinas especifi-
camente evolucionadas para reconocer glicoepitopes particulares, denomina-
das lectinas, las que poseen un dominio de reconocimiento de carbohidratos
(DRC) con afinidad caracteristica y que marca la familia a la que pertenecen.
Estas proteinas estan ampliamente distribudas y conservadas en la naturaleza:
en mamiferos se han descripto mas de 80 lectinas divididas en 12 familias
diferentes, pero también se expresan en bacterias y microorganismos.

La funcion principal del sistema inmune es reconocery atacar aquello que
No nos es propio, COmo microorganismos invasores. En un proceso de apren-
dizaje esencial para el mantenimiento de la salud, este sistema debe aprender
aidentificar lo propio (para asi generar tolerancia y mantener la homeostasis),
y a la vez educarse en el reconocimiento de aquellas senales que revelan
lo «no propio» (por ejemplo, los patdgenos), con el objeto de atacar y eli-
minar los peligros de manera eficiente. El equilibrio inmune es delicado, y
la disrupcion del mismo puede provocar diversas enfermedades: cuando el
sistema inmune falla y reconoce algo propio como ajeno se producen las
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conocidas como enfermedades autoinmunes; cuando la reaccion inmune no
es debidamente controlada puede generarse un proceso inflamatorio cronico;
cuando lo ajeno no es reconocido la respuesta inmune no se dispara, y no
hay defensa frente a lo no propio o ajeno.

Es asi como los glicoconjugados estan involucrados en todos estos procesos:
muchas toxinas bacterianas son glicosidasas que degradan el glicoma de las
células del huésped, y muchas proteinas mediadoras de la adhesion e invasion
de patogenos son lectinas que reconocen glicanos especificos en las células
del huésped. El glicoma de superficie es también esencial en el proceso de
iniciacion, desarrollo y resolucion de la respuesta inmune: la funcionalidad de
los glicanos en la inmunidad va mas alla del reconocimiento y activacion de la
respuesta, incluyendo funciones importantes como la maduracion y activacion
de diferentes tipos celulares, su trafico celular y el control de su actividad.

Hoy en dia podemos clasificar también a las células tumorales como per-
tenecientes a lo ajeno o no propio. Alteradas en su expresion génica, durante
muchos anos se creyé que la inmunidad no podia reconocer un tumor en
desarrollo, pero hoy sabemos que si es capaz de hacerlo y que en muchos
casos el tumor regula o inhibe la respuesta inmune para sobrevivir y expan-
dirse. Entre las diferencias que presentan las células neoplasicas, el glicoma
de superficie se ha demostrado alterado; este glicoma aberrante las dife-
rencia de las células normales, y asiste en procesos como la migracion y la
metastasis tumoral.

En este capitulo describiremos algunos ejemplos de como las interac-
ciones entre carbohidratosy lectinas influyen y modelan la respuesta inmune
en contextos fisiologicos y patoldgicos, incluyendo interacciones huésped-
patogeno y enfermedades neoplasicas.

4.2. ANTIGENOS CARBOHIDRATOS ASOCIADOS A TUMORES
(TACAS): GLICOSILACION ABERRANTE COMO SELLO DISTINTIVO
DEL PROCESO NEOPLASICO

Mas alla de la diversidad estructural que presenta el glicoma celular y su
dinamica capacidad de adaptacion frente al entorno, para cada tipo celular
puede definirse una firma de glicanos o glicoma de manera reproducible en
condiciones fisiologicas. Lo mismo puede ser dicho del glicoma de suero, el
que se define en base a las glicoproteinas circulantes y el rango de glicoformas
presentes para las mismas. Sin embargo, los procesos neoplasicos producen
alteraciones en las estructuras de los glicanos tanto para glicoconjugados
de membrana tumoral como para glicoproteinas de suero en pacientes con
estas enfermedades. De hecho, y como se describira mas adelante, muchos
de los biomarcadores utilizados hoy en la clinica para diferentes tipos de
tumores son macromoléculas con glicosilacion aberrante.
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Es importante resaltar que, de todos los cambios estructurales posibles en
glicosilacion, solamente un grupo limitado se correlaciona con la transfor-
macion maligna de la célula y con la progresion del tumor, probablemente
consecuencia de la seleccion hacia aquellas modificaciones dtiles para la
supervivencia de la célula neoplasica. Si bien las alteraciones en el perfil de
glicosilacion varian segin el tipo de tumor, a partir de la caracterizacion estruc-
tural del perfil de glicanos se han podido definir los conocidos como «antigenos
carbohidratos asociados a tumores» (en inglés, Tumor Associated Carbohydrate
Antigens, TACAs), marcadores moleculares de células tumorales que implican
tanto la sub- o sobreexpresion de ciertos glicoepitopes comunes a células no
malignizadas, como la neoexpresion de estructuras especificas. Esta alteracion
del glicoma desencadena diferentes procesos biologicos, que repercuten en
el propio tumor (su capacidad de desarrollo, migracion y metastasis) y en
procesos inmunologicos asociados (como programas de regulacion celulary
escape tumoral). Si bien el glicoma tumoral varia segln el tipo de célula (por
ejemplo, no es lo mismo el glicoma de superficie de una célula tumoral de mama
que el de una de pancreas), los cambios mas frecuentemente observados en
los N—glicanos estan asociados a una mayor ramificacion y complejizacion. En
este sentido, se observa un aumento en las estructuras multiantenarias, mayor
cantidad de N-glicanos B(1,6)-ramificados y/o fucosilados, un aumento en la
sintesis de cadenas de polilactosaminay en la sialilacion y finalmente, mayor
proporcion de antigenos tipo Lewis (Lewis X o Le*, Lewis Y o Le", sialil Lewis X o
SLe¥, sialil Lewis A o SLe*). En tanto, los O-glicanos se presentan truncadosy con
estructuras inmaduras como el antigeno Tn (GalNAc-a-0-Ser/Thr) o el antigeno
T (también conocido como Core 1 O-glicano, Gal B(1,3)GalNAc-0-O-Ser/Thr).
Estos TACAs incluyen también estructuras tipo sialilTn (sTn), y entre los gli-
colipidos con glicosilacion alterada, glicoesfingolipidos Globo Hy gangliosidos
GM2 y GD2/GD3 (Figura 41). Este O-glicoma aberrante asiste en la movilidad
celulary adhesion contribuyendo a un fenotipo invasivo y consecuentemente,
a la promocion de metastasis.

Muchos de los TAcAs expresados diferencialmente en la célula tumoral se
pueden detectar también a nivel sérico, como consecuencia de la sobreexpre-
sion de los glicoconjugados que los contienen. Un ejemplo clasico es mucr,
una mucina transmembrana altamente O-glicosilada detectable en suero
de pacientes con neoplasia de origen epitelial, que asiste al crecimiento y
desarrollo metastasico, asi como a la resistencia a las terapias. Como conse-
cuencia de la transformacion neoplasica y la pérdida de polaridad celular,
MUC1 entra en circulacion. Su O-glicosilacion esta alterada y su expresion
correlaciona con invasion, metastasis y pobre sobrevida del paciente. Los
cambios en el glicoma de suero también se producen como consecuencia de
las alteraciones en glicoproteinas séricas de origen no tumoral; si bien los
mecanismos moleculares asociados alin no han sido del todo elucidados,
se ha propuesto que las glicoproteinas séricas con glicosilacion aberrante
podrian estar asociadas a la inflamacion antitumoral. Este concepto surge
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FIGURA 4.1. ANTIGENOS CARBOHIDRATOS ASOCIADOS A TUMOR (TACAS). LAS ALTERA-
CIONES EN EL PERFIL DE GLICOSILACION VARIAN SEGUN EL TIPO DE TUMOR. EN EL
CASO DE LOS N-GLICANOS, ESTAS PUEDEN INCLUIR LA SOBREEXPRESION DE COM-
PLEJOS MULTIANTENARIOS, ALTAMENTE FUCOSILADOS Y/O SIALILADOS Y LA EXPRE-
SION DIFERENCIAL DE ANTIGENOS COMO LEWIS X (LEX), LEWIS Y (LEY), SIALIL LEWIS
X (SLEX), O SIALIL LEWIS A (SLEA). EN OPOSICION, LOS O-GLICANOS SE ACORTAN,
PRESENTANDO ESTRUCTURAS COMO GALNAC (TN), SIALIL TN (STN), ANTIGENO DE
THOMSEN...FRIEDENREICH (TF). FINALMENTE, EN EL CASO DE GLICOLIPIDOS, LOS
TACAS MEJOR ESTUDIADOS SON GLOBO H, GM2, GD2 Y GD3 (ADAPTADO DE CAGNONI
ET AL, 2016)

de la observacion de alteraciones similares en el suero de pacientes con
enfermedades inflamatorias cronicas como la artritis reumatoidea. Hoy en
dia, buena parte de los biomarcadores utilizados para diagnosis y prognosis
en enfermedades neoplasicas son glicoproteinas, y muchas de ellas con glico-
silacion alterada (Tabla 4.1). A nivel sérico, entre los biomarcadores de origen
tumoral en aplicacion clinica se encuentra cA19-9, un nombre alternativo
para el glicoepitope SLe* presente en glicoproteinas y glicolipidos circulantes
cuyas altas concentraciones se han asociado con mala prognosis en cancer
gastrico y de colon. Este marcador serologico es utilizado en pacientes con
diagnostico de cancer colorrectal, gastrico, pancreatico o biliar, y es esencial
para monitorear respuesta clinica a terapia. En tanto muc1, antes mencio-
nada, se cuantifica en el ensayo conocido como determinacion de cA15-3 en
pacientes de cancer de mama para monitorear respuesta a terapia y también
detectar recurrencia de manera temprana.

Algunos de estos TACAs han sido utilizados en vacunas terapéuticas con el
objeto de despertar la respuesta inmune antitumoral. Entre ellas se incluyen
vacunas para cancer de mama con blanco en O-glicanos truncados como Tn, STn
y antigeno T presentes en mucinas, para el tratamiento de melanoma utilizando
GM2Yy GD3,y finalmente para cancer de prostata basadas en el glicoesfingolipido
Globo H. Las alteraciones en glicosilacion observadas en glicoproteinas de origen
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TABLA 4.1. LISTA DE BIOMARCADORES APROBADOS POR LA FDA USADOS ACTUAL-
MENTE EN LA PRACTICA CLINICA

Marcador Nombre Tipo de Tipo de Aplicacion Ano de
cancer deteccion clinica aprobacion
por la FDA
AFP a-Fetoproteina Higado Concentracion | Diagnostico, | 1992/
de proteinas | estadi- 2008
y fucosilacion | ficacion,
del core deteccion de
(para AFP-L3) | recurrencia
y monitoreo
PSA, Antigeno Prostata | Concentracion | Screening, 1986/
Pro2PSA | prostatico de proteinas | discrimi- 1994/
especifico nacion de 2012
cancery
enfermedad
benigna
CA125 Antigeno Ovario Concentracion | Deteccion de | 1997/
(MUC16) | de cancer de proteinas | recurrencia 2011
y monitoreo
HE4 Proteina epididi- | Ovario Concentracion | Deteccion de | 2008
(FDC2) mal humana & de proteinas | recurrencia
y monitoreo
test OVA1 | B-2 Microglobulina | Ovario Concentracion | Prediccion 2009
(varias + CA12511 (sube), de proteinas
proteinas) | apolipoproteina Al
+ prealbUmina +
transferrina (baja)
Test ROMA | HE4 + CA125 Ovario Concentracion | Prediccion 2011
de proteinas
CA15-3 Antigeno de can- | Mama Oligosacaridos | Monitoreo 1997
(MuC1) cer 15-3 sialilados de
union O en
MUC1
CA27-29 |Antigeno de can- | Mama Concentracion | Monitoreo 2002
cer 27-29 de MUC1
CA19-9 Antigeno de car- | Pancreas, |SLe*en Monitoreo 2002
bohidratos 19-9 ovario mucinas de
o0 antigeno de glicoproteinas
cancer 19-9 y gangliosidos
CEA Antigeno Colon, Concentracion | Deteccion de | 1985
carcioembrionario | estomago, | de proteinas | recurrenciay
pancreas, monitoreo
pulman
y mama
HER2/neu | Receptor 2 Mama Concentracion | Eleccion 1998
del factor de cre- de proteinas | de la terapia
cimiento humano
epidermal
Tg Tiroglobulina Tiroides Concentracion | Monitoreo 1997
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no tumoral también han resultado en biomarcadores (tiles para la clinica: un
ejemplo paradigmatico es la deteccion del aumento en core a—1,6—fucosilacion
(1,6)-fucosilacion sérica en pacientes con hepatocarcinoma celular, basada
principalmente en el aumento de los N-glicanos core-fucosilados producido
en —fetoproteina-L3 (AFP-L3). Esta glicoforma altamente (-1,6)-fucosilada esta
selectivamente asociada al tumor, y su deteccion por kit comercial en suero
fue aprobado por la Food and Drug Administration de Estados Unidos para el
diagnostico de esta enfermedad neoplasica; su uso se expandio rapidamente
como alternativa o complemento al diagnostico por imagenes.

Finalmente, diversos autores han postulado el uso de lectinas vegetales
capaces de reconocer este glicoma aberrante para el diagnostico temprano
de neoplasia por imagenes, y posteriormente, para el delivery selectivo de
terapias antitumorales. Un ejemplo es el uso de la lectina de Sambucus nigra
inmovilizada en nanoparticulas fluorescentes, ya que reconoce el sialico (-2,6)
altamente expresado en células tumorales. Esta opcion fue propuesta para
cancer de mamay para cancer colorrectal.

4.3. EL SISTEMA INTESTINAL COMO MUESTRA
DE LA IMPORTANCIA DEL EJE GLICANOS—-LECTINAS
EN LA TOLERANCIA INMUNOLOGICA

El intestino es, sin duda, uno de los rganos con mayor complejidad a nivel
glicobiolagico. En el mismo encontramos no solo derivados de carbohidratos
que provienen de nuestra dieta (polisacaridos como el almidon de origen
vegetal, condroitin sulfato proveniente de la carne animal, y los oligosacaridos
libres de leche, para nombrar algunos), sino también glicanos propios de
las células intestinales, glicoconjugados que conforman el mucus que recu-
bre el lado luminal del intestino (mucinas, inmunoglobulina A secretoria,
etc.) y finalmente, aquellos glicoconjugados bacterianos que se exponen
en la superficie de la microbiota intestinal (ya sean bacterias comensales o
patogénicas, Figura 4.2). El sistema intestinal es dinamico e intrincado, y su
constante exposicion a antigenos externos requiere que el sistema inmune
asociado a mucosas esté finamente regulado. Por un lado, debe inducir
tolerancia contra antigenos alimentarios inocuos y microbiota comensal,
pero por el otro y simultaneamente, montar respuestas adecuadas contra
posibles patogenos para evitar enfermedades. La gruesa capa de mucus que
recubre el tracto intestinal esta compuesta mayoritariamente por mucinas,
glicoproteinas que estan compuestas por carbohidratos en un 80 % de su
peso. Estos O-glicanos, de estructura X-GalNAc-a-0-Ser/Thr (donde X pueden
ser diversos monosacaridos que dan lugar a diferentes estructuras core (ver
Capitulo 2y 6) son tan abundantes en mucinas que, de hecho, la clasificacion
estructural de los mismos responde al nombre O-glicanos tipo mucina. Es tal
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FIGURA 4.2. GLICOBIOLOGIA DEL COLON, Y SU ALTERACION DURANTE EL PROCESO

DE INFLAMACION. A. ESQUEMA DEL COLON EN HOMEOSTASIS LAS CELULAS EPITELIA-
LES ESTAN RECUBIERTAS POR MUCUS, PRINCIPALMENTE COMPUESTO POR PROTEINAS
ALTAMENTE O-GLICOSILADAS (MUCINAS) QUE ACTUAN NO SOLO COMO BARRERA FiSICA
DE PROTECCION FRENTE A BACTERIAS SINO COMO FUENTE DE CARBOHIDRATOS PARA
AQUELLOS MICROORGANISMOS QUE PUEDEN COLONIZARLAS (f)VALO ROJO). ALGUNAS
BACTERIAS (OVALO VIOLETA) NO PUEDEN COLONIZAR, Y CONTINUAN POR EL TRACTO
INTESTINAL PARA LUEGO SER ELIMINADAS. SIGA, LA INMUNOGLOBULINA PREDOMI-
NANTE EN MUCOSAS RECONOCE TANTO BACTERIAS COMENSALES COMO PATOGENICAS,
DESATANDO UNA REACCION INMUNE INFLAMATORIA SOLO EN EL CASO DE LAS ULTIMAS.
B.— ESQUEMA REPRESENTATIVO DEL COLON EN PROCESO INFLAMATORIO. LA BARRERA
FISICA DE MUCUS DISMINUYE COMO CONSECUENCIA DE LA INFL/—\MACION, PERMITIENDO
QUE CIERTAS BACTERIAS LLEGUEN A CONTACTAR CON LAS CELULAS EPITELIALES Y DES-
ATANDO EN CONSECUENCIA UNA RESPUESTA INMUNE. A SU VEZ, EL PROCESO INFLA-
MATORIO PUEDE MODIFICAR EL REPERTORIO DE MICROBIOTA INTESTINAL AL PRODUCIR
ALTERACIONES EN LA GLICOSILACION DE MUCINAS. EN EL RECUADRO SE OBSERVAN
BACTERIAS UNIENDO LOS GLICANOS DEL HUESPED A TRAVES DE LECTINAS Y OTRAS
INTERACTUANDO CON SIGA A TRAVES DE SUS GLICANOS

la importancia de esta barrera biofisica de mucus que se ha propuesto el
concepto de legislacion por carbohidratos, donde las estructuras de glicanos
presentes en las mucinas del intestino determinan la capacidad de coloniza-
cion de ciertas bacterias, y en consecuencia la composicion de la microbiota
intestinal. A su vez, los microorganismos también son parte de la renovacion
y degradacion de esta barrera de mucus, ya que muchas bacterias poseen
enzimas glicoliticas que degradan estos glicoconjugados en su beneficio.
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En enfermedades inflamatorias intestinales (EI1), como la enfermedad de
Crohn o la colitis ulcerosa, la funcion de las mucinas y su glicosilacion ha
sido ampliamente estudiada. Se ha demostrado que en mucinas intestinales
de pacientes con colitis ulcerosa hay una expresion aumentada de O-glica-
nos inmaduros como sTn, y que las formas de O-glicanos mas extendidas,
sulfatadas o sialiladas practicamente desaparecen. Ya sea como causa o
consecuencia de estas alteraciones estructurales en las mucinas, la micro-
biota de pacientes con Ell se ve profundamente modificada por el proceso
inflamatorio intestinal.

En estos pacientes no solo la estructura de los O-glicanos de mucinas se
encuentra modificada: la barrera fisica que presenta el mucus es mucho mas
fina, y consecuentemente menos eficaz en evitar el contacto con la microbiota,
la que puede entonces llegar hasta el epitelio y generar una respuesta inmune
no deseada (Figura 4.2B). Como componente central del sistema inmune en
mucosas se encuentra también la IgA secretoria (SIgA), el anticuerpo mas
abundante en el lumen intestinal y cuya funcion protectora se basa en el
reconocimiento de patogenos entéricos y su discriminacion de bacterias
comensales. La SIgA es una macromolécula altamente glicosilada (Figura 4.3),
y se ha postulado que mientras interacciona con microoganismos patégenos
mediante su porcion variable (Fab), la interaccion con las comensales se daria
mediante el reconocimiento de sus glicanos en la porcion constante (Fc) o
en el componente secretorio por lectinas de origen bacteriano. El recubri-
miento de microorganismos comensales por SIgA en el intestino es parte de
la educacion del sistema inmune que se desarrolla en el neonato, asistiendo
en el reconocimiento selectivo de los patogenos y favoreciendo la coloniza-
cion de los comensales beneficiosos para el huésped como Lactobacillus o
Bifidobacterium. En neonatos donde el sistema inmune alin no esta del todo
desarrollado, la SIgA es proveida por la leche materna (Figura 4.3).

4.34. Lectinas bacterianes: adhesinas como
factores clave en adhesion e invasion

La adherencia al mucus es una propiedad esencial para que las bacterias
comensales puedan colonizar el intestino, y también el primer paso en la
patogénesis de muchas enfermedades infecciosas. Para asegurar su super-
vivencia, la mayor parte de los microorganismos que colonizan el intestino
presentan varios mecanismos de adhesion mediados por factores bacterianos
denominados adhesinas, muchos de los cuales son lectinas que se unen a
glicoproteinas, glicolipidos o glicosaminoglicanos presentes en la superficie
celular del huésped. Los factores de adhesion bacteriana suelen ser parte
de los pili o fimbriae, finos apéndices similares a cabellos que recubren la
superficie de las bacterias. Normalmente se componen de una unidad proteica
repetitiva, y en su extremo mas alejado de la superficie celular presentan una
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FIGURA 4.3. ESTRUCTURA DE LAS DOS VARIANTES DE SIGA PRESENTES EN HUMANOS
AMBAS SON HOMODIMEROS, CON DOS CADENAS PESADAS (H) Y DOS CADENAS LIVIA-
NAS (L) UNIDAS POR UNA CADENA J Y UN COMPONENTE SECRETORIO. CONTIENEN
VARIOS SITIOS DE N—GLICOSILACION EN LA CADENA PESADA Y EL COMPONENTE
SECRETORIO. SIGAT ES MAYORITARIA EN LA LUZ INTESTINAL A NIVEL DEL COLON Y
POSEE UNA REGION BISAGRA ENTRE LA PORCION CONSTANTE (FC) Y LA PORCION
VARIABLE (FAB) MAS EXTENSA QUE SIGA2, PRESENTANDO ADEMAS 5 SITIOS POSIBLES
DE O-GLICOSILACION. SE POSTULA QUE MIENTRAS EL FAB ESTA DIRECTAMENTE RELA-
CIONADO CON LA INMUNIDAD ADAPTATIVA MEDIANTE EL RECONOCIMIENTO ESPECI-
FICO DE ANTIGENOS, LOS GLICANOS PRESENTES EN AMBAS ESTRUCTURAS ESTARIAN
INVOLUCRADOS EN LA INMUNIDAD INNATA POR EL RECONOCIMIENTO DE ESTOS A
TRAVES DE LECTINAS DE ORIGEN BACTERIANO

adhesina que media las interacciones con el huésped. Por ejemplo, ciertas
cepas patogénicas de Salmonella presentan pili que facilitan su adherencia
a la mucosa intestinal humana, causando diarrea infecciosa. Los ligandos
especificos a los que se unen las bacterias en las células animales se conocen
como receptores de adhesina y son bastante variables; de hecho, el tropismo
de ciertas bacterias por tejidos especificos (por ejemplo, sistema respiratorio
versus sistema gastrointestinal) se define por el repertorio de pares recep-
tor-adhesina expresados. En algunos casos, las bacterias expresan adhesinas
que unen mucinas o glicoproteinas de matriz extracelular como fibronectina.
En otros, la adhesion puede estar mediada por carbohidratos terminales o
motivos internos en la estructura glicosidica, que pueden ser expuestos a
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las adhesinas por la accion de glicosidasas especificas. También es posible
encontrar lectinas bacterianas ancladas a membrana, como es el caso de
S. enterica serovar Typhi, causante de la fiebre tifoidea en humanos: este
microorganismo comienza su proceso de infeccion por invasion intracelular
de células intestinales epiteliales, y el nicleo (core) externo del lipopolisa-
carido (LPs) de esta bacteria es esencial para el proceso de internalizacion
en células epiteliales. La eliminacion de carbohidratos clave en el nicleo
de LPs reduce marcadamente la eficiencia de la invasion. Otro ejemplo es
Helicobacter pylori, la causa de llceras gastricas mas comin en humanos:
su reconocimiento de glicoepitopes tipo Lewis B a través de la adhesina
BabA hizo que recientemente se postulase la utilizacion de nanoparticulas
decoradas con estas glicoestructuras como terapia para la eliminacion de
este patogeno.

La SIgA, mencionada anteriormente, también es capaz de prevenir la adhe-
sion de patogenos a las superficies epiteliales por competencia de interaccion
con sus propios glicanos, ya que en ambas isoformas humanas tanto la cadena
pesada de SIgA como el componente secretorio de la misma estan altamente
glicosilados (Figura 4.3). Como estos glicanos son similares estructuralmente
a aquellos en la cara luminal de las células epiteliales, se ha propuesto que
la SIgA tanto libre como unida a bacterias puede actuar como inhibidor com-
petitivo de la union bacteria-epitelio. Por ejemplo, SIgA en concentraciones
similares a las encontradas en leche materna humana inhibe la union de la
toxina A de Clostridium difficile a sus receptores epiteliales por interaccion
con los residuos de galactosa y acido sialico presentes en el componente
secretorio (Figura 4.3). Ademas, y si bien es logico pensar que la SIgA ha
evolucionado con la funcion de reconocer los microorganismos patogenos a
través de la region variable, en los dltimos anos se ha demostrado que mas
del 70 % de las bacterias comensales se encuentran recubiertas por SIgA,
pero su interaccion en muchos casos es via glicanos. En este sentido, se ha
propuesto que las interacciones entre los glicanos de SIgA y las bacterias
comensales son uno de los mecanismos por los que controla la homeostasis
intestinal (Figura 4.3).

4.3.2 Oligosacaridos libres en leche materna en la colonizacion intestinal
tempranay en el control del establecimiento de microbiota en neonatos

En el desarrollo neonatal de mamiferos, la madre provee una parte impor-
tante del estimulo ambiental en la forma de leche materna, uno de los flui-
dos biologicos mas complejos que provee nutrientes, compuestos protec-
tores y factores de desarrollo y crecimiento. El efecto protector de la leche
materna va mas alla del periodo de lactancia, por lo que se ha postulado que
modula las funciones de inmunidad y barrera de mucosas a largo plazo, pero
con un mecanismo ain en estudio. Claramente, la primera diferencia es el
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FIGURA 4.4. COMPARACION ESTRUCTURAL ENTRE LOS OLIGOSACARIDOS LIBRES

EN LECHE MATERNA Y LECHE BOVINA ESTRUCTURAS DE OLIGOSACARIDOS REPRESEN-
TATIVOS PRESENTES EN LECHE, INCLUYENDO LACTO-N-TETRAOSA Y LACTO-N—
NEOTETRAOSA (NEUTROS), 2 -FUCOSILLACTOSA (NEUTRO FUCOSILADO), SIALILLACTO-
N-TETRAOSA Y DISIALILLACTO-N-NEOTETRAOSA (SIALILADOS CON UNA O DOS
CARGAS NEGATIVAS, RESPECTIVAMENTE). B. CROMATOGRAMA OBTENIDO A PARTIR

DE LA EXTRACCION DE OLIGOSACARIDOS LIBRES EN LECHE BOVINA, DERIVATIZACION
CON 2-AMINOBENZAMIDA Y SEPARACION POR MATRIZ HIDROFILICA (HILIC-FLR).

SE IDENTIFICAN EN CADA PICO LAS ESTRUCTURAS MAYORITARIAS PRESENTES.

C. CROMATOGRAMA OBTENIDO A PARTIR DE LA EXTRACCION DE OLIGOSACARIDOS
LIBRES EN LECHE MATERNA, DERIVATIZACION CON 2-AMINOBENZAMIDA Y SEPARA-
CION POR MATRIZ HIDROFILICA (HILIC—FLR). SE SIMBOLIZAN SOLO ALGUNAS DE LAS
100 ESTRUCTURAS IDENTIFICADAS EN LECHE MATERNA. EN ESTE PANEL SE PUEDE
OBSERVAR COMO, COMPARADO AL CROMATOGRAMA B, LAS ESTRUCTURAS PRESENTES
EN LECHE MATERNA SON MUCHO MAS COMPLEJAS Y VARIADAS
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establecimiento de la microbiota intestinal, que se ha demostrado distinta
entre ninos alimentados con leche materna y con formulaciones artificiales
a partir de leche bovina comercial.

Dentro de la compleja composicion de la leche, una buena propor-
cién son los oligosacaridos libres en leche (oLL), donde cada especie de
mamifero a través de un proceso evolutivo ha seleccionado estructuras de
glicanos libres que resultan de la adaptacion a las necesidades de cada
animal. En leche materna humana, estos oligosacaridos se encuentran en
una concentracion aproximada de 10-15 g/L lo que, considerando su bajo
peso molecular, los hace extremadamente abundantes. Generalmente las
estructuras presentes son derivados del disacarido lactosa, con conside-
rable variacion estructural dependiente de la especie animal y particu-
larmente en el caso de la leche materna humana, con dependencia del
background genético y étnico, incluyendo la expresion de grupos san-
guineos. Los oligosacaridos se pueden clasificar en neutros no fucosilados,
neutros fucosilados y cargados sialilados, donde los Gltimos contienen
estructuras neutras y neutras fucosiladas decoradas con acido sialico en
diferentes proporciones (Figura 4.4A). En leche humana materna todos
estos grupos estan representados, mientras que la leche de animales
domeésticos (bovina, de cabra, de oveja) presenta estructuras mas simples
y menos fucosiladas (Figuras 4.4B y 4.4C).

Al ser carbohidratos, inicialmente se creyd que tenian propiedades nutri-
cionales, pero se ha demostrado que la mayoria de los mismos practica-
mente no se degradan en su pasaje por el tracto intestinal. El perfil de oLL
se demostro muy similar en leche materna y en heces de infantes, salvo
por pequenas diferencias en porcentaje de abundancia. Sin embargo, esto
parece depender de la estructura especifica de los oLL, ya que por ejemplo
la lacto-N-tetraosa disminuye considerablemente en heces, y 50 % de las
heces de infantes analizadas no presentan sialillacto-N-tetraosa o disialil-
lacto-N-neotetraosa (Figura 4.4A). Se ha postulado que del total de los oLL
ingeridos y no recuperados en heces, una buena parte es fermentada por
microbiota, mientras que otra parte pasaria a nivel sistémico via la barrera
epitelial y con una potencial funcion inmunomoduladora, pero los estudios a
este nivel son alin escasos. Hoy sabemos que los oLL son un factor clave de
proteccion innata. Los oLL controlan de manera indirecta el establecimiento
de la microbiota intestinal en el neonato, favoreciendo ciertas especies bac-
terianas comensales necesarias para degradar los alimentos en favor de la
nutricion del neonato. Un ejemplo es el género Bifidobacterium, ya que las
bacterias de este grupo fermentan estos oligosacaridos como parte de su
proceso metabolico natural. Estas bacterias lacticas son una de las primeras
en colonizar el tracto gastrointestinal humano, y su genoma contiene un arre-
glo de genes muy abundante para el metabolismo de carbohidratos. Es mas:
algunas especies muestran un genoma especializado para la degradacion de
oligosacaridos libres en leche. De hecho, los oLLs con N-acetilglucosamina en
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su estructura fueron inicialmente conocidos como «factor bifidus», un factor
clave para la colonizacion del tracto intestinal por Bifidobacteria. Estos datos
sugieren que los oLL promueven determinadas especies de Bifidobacterium
liberando N-acetilGlucosamina, acido sialico y fucosa, y que estos mono-
sacaridos no solo sirven al huésped como fuente de carbono sino también
a otras bacterias de la microbiota intestinal, ayudando a un balance en las
poblaciones que componen el microbioma del huésped.

Desde hace varias décadas estudios independientes demostraron una
fuerte asociacion entre el amamantamiento y la disminucion en los casos
de diarreay enfermedades respiratorias, hecho que puede ser parcialmente
atribuido a la potencial accion competitiva de los oLL. Estos glicanos libres,
cuyas estructuras se asemejan a aquellas con las que microorganismos
patdgenos interaccionan, compiten con los glicanos naturales del sistema
intestinal en los procesos de adhesion, colonizacion y/o invasion. Al ser
oligosacaridos solubles, los microorganismos no pueden adherirse a las
mucinas o a la superficie celular y son eliminados. Particularmente, las
estructuras derivadas de la 2'-fucosillactosa (Figura 4.4) han demostrado ser
un factor de proteccion innato transmitido al infante via la leche materna,
siendo eficaz en la disminucion de la invasion de células epiteliales huma-
nas por Campylobacter jejuni, agente causante de diarrea. Diversos OLL
fucosilados también disminuyen la adherencia de Escherichia coli ente-
ropatogénica (EPEC), uno de los microorganismos causantes de diarreas
severas en infantes. La lacto-N-neotetraosa (Figura 4.4A) demostrd poseer
una actividad biologica similar.

4.3.3. El otro lado de la moneda: las lectinas del huésped como factor
clave en la regulacion de la respuesta inmune

Las familias de lectinas en humanos se dividen en tres grandes grupos:
Lectinas de tipo C (debido a que son calciodependientes), Galectinas (lec-
tinas solubles con afinidad por derivados de lactosa, Gal(1,4)-Glc) y Siglecs
(del inglés, Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins, lectinas tipo
inmunoglobulina que unen acido sialico). Las familias de lectinas se clasifican
seglin la estructura primaria y secundaria del dominio de reconocimiento de
carbohidratos (DRC), aunque pueden variar en la estructura glicosidica por
la que presentan afinidad. Su funcionalidad también es muy variada, y en
esta seccion describiremos algunas de ellas focalizando en sus funciones en
el sistema inmune en respuesta a microorganismos intestinales (lectinas de
tipo C) y al desarrollo tumoral (Siglecs/Galectinas).
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4.3.4. Induccion de la respuesta inmune por Lectinas de tipo C:
;ataque o tolerancia?

Las lectinas tipo C poseen funciones muy relevantes a nivel inmune, actuando
como receptores de adhesion y sefializacion. bc-siGN (del inglés Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule —3- Grabbing Nonintegrin) es
una lectina presente en la superficie de células inmunes que reconoce gli-
canos de alta Man o fucosilados presentes en microorganismos patogenos
(por ejemplo, Enterobacter sakazakii, cuya presencia en formulas de leche
para neonatos es una de las causas mas frecuentes de meningitis y ente-
rocolitis necrotizante). Si bien se esperaria que el reconocimiento de estas
estructuras por DC-SIGN en las células dendriticas (células especializadas
en la captura, procesamiento y presentacion de antigeno a linfocitos T) pro-
voque la activacion de la respuesta inmunoldgica y la eliminacion de los
microorganismos patogenos, E. sakazakii es un ejemplo de como una bac-
teria puede tomar ventaja de la actividad inmunomoduladora de DC-SIGN
y utilizarla para su propio beneficio. Esta bacteria evita la presentacion de
antigenos a las células Ty de ese modo asegura su supervivencia dentro de
las células dendriticas, asegurando un nicho de reproduccion y la bacteremia
suficiente para luego cruzar la barrera hematocefalica, causando meningitis
(Figura 4.5A). Las interacciones de DC-SIGN no se limitan al reconocimiento
de microorganismos patogenos, sino que también involucra probioticos. Los
efectos beneficiosos de los probioticos incluyen el control de la inflamacion
intestinal, como la que se observa en enfermedades como Crohn o colitis
ulcerosa, pero los mecanismos no han sido del todo esclarecidos. En el caso
de Lactobacillus reuteriy Lactobacillus casei, dos probioticos de amplio uso,
se ha demostrado que los mismos inducen la produccion de linfocitos T regu-
latorios (una poblacion linfocitaria que controla la inflamacion) via union a
DC-SIGN, generando un estado de tolerancia e inmunomodulacion positiva.
Finalmente, bc-sIGN funciona como receptor clave de la SIgA, asistiendo a
la vigilancia inmunologica en mucosas.

Otro miembro de esta familia es Dectin—1, una lectina con afinidad por
B-glucanos producidos por hongos, por ejemplo, Candida albicans, un
hongo presente en el fungoma intestinal de manera corriente en humanos,
pero que frente a un estado de inmunosupresion como el que se presenta
en personas transplantadas o pacientes con cancer puede tornarse pato-
génico (Figura 4.5A). La union de esta lectina a su ligando en la superfi-
cie del patégeno provoca la fagocitosis de este, y se ha demostrado que
ratones deficientes en Dectin—1tienen menor sobrevida y mayor cantidad de
organos infectados después de ser inyectados con C. albicans, remarcando
su importancia. Ademas, se ha demostrado que Dectin-1 es un receptor
que reconoce los glicanos de la cadena pesada de SIgA para su transcitosis
reversa, un proceso por el cual este anticuerpo unido a bacterias es trans-
portado desde la luz intestinal a través del epitelio proveyendo informacion
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FIGURA 4.5. EJEMPLOS DE INTERACCIONES CLAVE PARA LECTINAS DE TIPO C, SIGLECS
Y GALECTINAS. A. LECTINAS TIPO C. DC-SIGN SE EXPRESA EN LA SUPERFICIE DE
CELULAS DENDRITICAS Y RECONOCE GLICOEPITOPES DE AGENTES INFECCIOSOS COMO
E. SAKAZAKII, EN ESTE CASO LA BACTERIA IMPIDE LA PRESENTACION ANTIGENICA POR
PARTE DE LA CELULA DENDRITICA. DECTIN-1 UNE ESPECIFICAMENTE B-GLUCANOS
PRESENTES EN LAS PAREDES CELULARES DE HONGOS COMO C. ALBICANS Y PRO-
MUEVE LA LA FAGOSITOSIS DE LOS MISMOS. MGL RECONOCE A C. JEJUNI A TRAVES

DE LAS TERMINALES N—ACETILGALACTOSAMINA DEL LPS FAVORECIENDO LA DIFE-
RENCIACION DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA HACIA UN PERFIL TOLEROGENICO.

B. GALECTINAS. GALT INDUCE LA APOPTOSIS SELECTIVA DE LINFOCITOS T EFECTORES
DE LAS SUBPOBLACIONES T 1Y T 17. GAL3 TAMBIEN CONTRIBUYE A FAVORECER UN
MICROAMBIENTE TUMORAL INMUNOTOLERANTE FAVORECIENDO LA ANERGIA DE LIN-
FOCITOS T CD8 QUE INFILTRAN TUMORES. C. SIGLECS. SIGLEC-7 EJERCE UN ROL CRU-
CIAL EN EL ESCAPE TUMORAL POR INHIBICION DE CELULAS NK. SIGLEC-9 GENERA LA
POLARIZACION DE MONOCITOS Y MACROFAGOS HACIA UN PERFIL INMUNOSUPRESOR
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a las células presentadoras de antigeno, que activan la respuesta inmune
en caso de ser necesario. De este modo, los glicanos de SIgA son clave en
el proceso de desencadenamiento de la respuesta inmune (en el caso de
patdgenos) o mantenimiento de la tolerancia (en el caso de comensales).
Finalmente, otra lectina que pertenece a esta familia es mGL (del inglés,
Macrophage Galactose-type C-type Lectin). Esta lectina presenta afinidad por
estructuras truncadas de O-glicanos, Tny sTn. La funcionalidad inmunologica
de mGL es muy diversa, e incluye el reconocimiento de microorganismos
patogenos como Campylobacter jejuni, pero en vez de desencadenar una
respuesta antimicroorganismo C. jejuni aprovecha la actividad inmunomo-
duladora de mGL, produciendo una respuesta inmunologica tolerogénica y
favoreciendo su supervivencia (Figura 4.5A).

4.3.5. Siglecs y Galectinas como agentes proescape tumoral

Las galectinas son proteinas capaces de reconocer residuos de N-acetil
acetillactosamina (Gal (1,4)GlcNAc, LacNAc) presentes en diferentes glico-
conjugados de la superficie celular. Si bien los miembros de esta familia
comparten propiedades estructurales y funcionales que los unen, entre los
mismos se han descripto sutiles preferencias de afinidad por diversos deri-
vados de LacNAc segln los mismos se encuentren decorados con fucosa
o sialico, entre otros. Las galectinas han demostrado un papel clave en la
modulacion del sistema inmune a distintos niveles, y particularmente en el
caso de enfermedades neoplasicas, su papel modulador en eventos como la
tumorigénesis y/o metastasis las han hecho atractivos blancos terapéuticos.
Por ejemplo, estas lectinas son capaces de inducir la apoptosis de linfocitos T
efectores, contribuyendo al ambiente tolerogénico y al escape tumoral. Entre
los miembros de esta familia, dos de los mas estudiados son Galectina—1
(Gal1) y Galectina—3 (Gal3).

Gal1 es una lectina con afinidad por unidades de LacNAc terminales que
no se encuentren (2,6)-sialiladas. Esta galectina se encuentra sobre-expre-
sada en casi todos los tipos tumorales y posee un papel clave en el escape
tumoral, ya que media la apoptosis de linfocitos T efectores T, 1y T,17 a partir
su union selectiva al glicoma de superficie de los mismos. De este modo,
Gal-1 promueve el desarrollo neoplasico, ya que al eliminar los linfocitos T
responsables de reconocer y atacar el tumor, esta lectina asiste al ambiente
de tolerancia requerido para su desarrollo (Figura 4.5B).

De manera similar a Gal1, Gal-3 favorece distintos aspectos de la biologia
tumoral como la adhesion celular, la migracion, e inclusive puede mediar la
resistencia a apoptosis tumoral inducida por agentes quimioterapéuticos.
Si bien posee afinidad por diversos glicoantigenos, Gal3 reconoce Galp(1,3)
GalNAca1-0-Ser/Thr (antigeno T, Figura 4.1) con alta afinidad, uno de los
TACAS con mas frecuencia de expresion en diversos tumores. Esta interaccion
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Gal3- antigeno T ejerce roles importantes en el proceso metastasico ya que
afecta los estadios iniciales de la adhesion endotelio-célula tumoral. Ademas,
Gal3 también puede contribuir a la tolerancia necesaria para el desarrollo del
tumor ya que modula la actividad inmune antitumoral mediante diversos meca-
nismos, entre ellos, el control de los linfocitos T cp8 antitumorales (Figura 4.5C).

Finalmente, el incremento de sialilacion se ha descripto como una carac-
teristica de la célula tumoral (ver seccion 2 de este capitulo). Las siglecs,
también conocidas como lectinas de tipo I, son proteinas de membrana
afines a acido sialico. Las Siglecs son capaces de inhibir la respuesta inmune
tanto por union a sialoglicoconjugados expresados en las mismas células
inmunes que las producen, como por respuesta a ligandos exdgenos. Con
funciones tanto en inmunidad innata como adaptativa, su interaccion con
glicanos sialilados en el microambiente tumoral ha sido solo parcialmente
estudiada, pero generalmente presentan un papel protumorigénico ya que
inhiben la respuesta antitumoral. A modo de ejemplo, Siglec-7 es capaz de
evitar el ataque de células asesinas naturales (Nk, del inglés natural Rillers)
al tumor, favoreciendo el desarrollo neoplasico. Finalmente, Siglec-9, una
lectina con afinidad preferencial por glicoepitopes de acido sialico con union
2,3) a Gal, puede interaccionar con muc1(una mucina de membrana altamente
O-glicosilada, sobreexpresada en tumoresy glicosilada de manera aberrante
en los mismos (ver seccion 2 de este capitulo) y de este modo, promover un
ambiente protumorigénico. Siglec-9 es expresada en monocitos y macrofagos,
y al interaccionar con las formas de muc1 altamente sialiladas producidas
por las células tumorales, educa a estas células en un perfilinmunosupresor
para asi inducir la inhibicion de la respuesta inmune y en consecuencia, el
desarrollo tumoral (Figura 4.5C).

En sintesis, y como se ha detallado mediante diversos ejemplos en este
capitulo, la glicobiologia es una disciplina cientifica transversal que puede
aportar no solo al conocimiento general, sino a la comprension de los meca-
nismos de modulacion de la respuesta inmune, las interacciones huésped-
patogeno y el desarrollo neoplasico. Su exploracion requiere de un abor-
daje multidisciplinario que involucra la utilizacion de las nuevas tecnologias
estructurales desarrolladas para la caracterizacion de glicoconjugados, y la
interpretacion funcional de esos datos en un contexto fisiopatologico. Sin
dudas, la glicobiologia como campo de estudio seguramente se expandiray
realizara grandes aportes al area clinica en los afnos venideros.

4.4. RESUMEN
La caracterizacion estructural y funcional de la glicosilacion como proceso

celular de modificacion postraduccional de proteinas ha surgido como area
de alto interés industrial, principalmente a partir del cambio de paradigma
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que se produjo con la produccion recombinante de bioterape(ticos. Sin
embargo, la funcionalidad biologica del glicoma (conjunto de glicoconju-
gados presentes en un determinado tipo celular, tejido u organismo) lleva
ya muchos anos en estudio, y ha demostrado ser clave en el contexto de
salud y enfermedad humana. La variabilidad estructural del glicoma es
controlada y exquisitamente regulada por factores genéticos y ambien-
tales y, en consecuencia, este funciona como una carta de presentacion
y comunicacion celular, donde las alteraciones del mismo (ya sean causa
o0 consecuencia de un proceso patologico) pueden desencadenar diversas
respuestas biologicas. La evolucion ha generado familias de proteinas con
dominios de reconocimiento de carbohidratos (lectinas) que se especializan
en la decodificacion de la informacion contenida en el glicoma, haciendo
que el eje lectinas-glicoma participe en una amplia variedad de procesos de
comunicacion célula—-célula. La doble via de comunicacion que se establece
como consecuencia del reconocimiento de glicanos es decisiva para el fun-
cionamiento del sistema inmune: en un modelo simplificado, la respuesta
inmunologica puede entenderse como el resultado del reconocimiento y
discriminacion de aquello que es propio y debe ser tolerado, en oposicion a
aquello que es ajenoy debe ser controlado o eliminado. El papel del glicoma
como mediador clave en procesos fisiologicos y patologicos es justamente
el centro de atencion de este capitulo.

Centralizaremos el analisis en dos areas de estudio: en primer lugar, se dis-
cutira la glicosilacion aberrante como una caracteristica distintiva de la célula
tumoral, y se demostrara su asociacion con diferentes procesos biologicos e
inmunologicos que, en lineas generales, promueven el crecimiento y escape
tumoral. En segundo lugar, se describiran ejemplos de como funciona el eje
lectinas-glicoma en el sistema intestinal, y su influencia sobre el estableci-
miento de la microbiota y la homeostasis inmune.
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