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POLISACARIDOS DE NOTHOGENIA FASTIGIATA Y GEORGIELLA
CONFLUENS (RHODOPHYTA). NUEVOS METODOS DE ANALISIS PARA
POLISACARIDOS DE ALGAS.

Este trabajo de Tesis versa sobre cuatro aspectos principales:

1- Estudio de los polisacaridos del alga roja Nothogenia fastigiata (Galaxauraceae,
Nemaliales) y evaluacion de su actividad antiviral. Comprende un sistema de D-mananos
con uniones a-(1—3), sulfatados en las posiciones 2 y 6, y con ramificaciones simples de D-
xilosa enlazada 3-(1—>2). Los xilomananos contenian mayoritariamente cationes de calcio y
magnesio, que estaban involucrados en la formacion de complejos entre los polisacaridos del
sistema mediante interacciones cooperativas carbohidrato-carbohidrato dependientes de
calcio. La fraccion F6’ fue la mas activa frente a varias cepas de HSV tipos 1 y 2, dos de
ellas resistentes a aciclovir. Por otra parte, no presentd actividad anticoagulante, lo cual
constituye una ventaja para su aplicacion potencial como agente antiviral en formulaciones
de aplicacion local.

2- Aplicacion de espectrometria de masa UV-MALDI-TOF, para determinar los pesos
moleculares y sus funciones de distribucion, sobre xilomananos sulfatados y xilanos neutros
de M. fastigiata.

3- Anilisis estructural de los polisacaridos de Georgiellu confluens (Ceramiaceae,
Ceramiales). Los resultados indicaron la presencia de una cadena central de agarano
altamente metilado con un esquema de sustitucion inusual en galactanos de algas rojas:
sulfatacion en C-3 de unidades de a-L-galactosa y ramificaciones simples de xilosa en la
posicion 4 de [3-D-galactosa.

4- Desarrollo de un método de desulfatacion para polisacaridos sulfatados empleando
clorotrimetilsilano. Permitié completar el analisis estructural de los xilogalactanos de G.
confluens. También se encontraron las mejores condiciones para la desulfatacion de
carragenano kappa comercial, a fin de probar su eficacia en un polisacarido con maximo
contenido de unidades de 3,6-anhidrogalactosa. El estudio por experimentos RMN mono- y
bidimensionales de carragenano beta -obtenido por desulfatacion de carragenano kappa-

permitié la asignacion completa de su espectro protdnico.

Palabras clave: polisacaridos sulfatados; xilomananos; xilanos; galactanos; UV-MALDI-
TOF; desulfatacion.



POLYSACCHARIDES FROM NOTHOGENIA FASTIGIATA Y GEORGIELLA
CONFLUENS (RHODOPHYTA). NEW ANALYTICAL METHODS FOR ALGAL
POLYSACCHARIDES.

This Thesis comprises four major sections:

1- Analysis of the polysaccharides from the red seaweed Nothogenia fastigiata (Galaxauraceae,
Nemaliales) and evaluation of their antiviral activities. The sulfated polysaccharides extracted from
this seaweed comprise a family of a-(1—3)-linked D-mannans, 2- and 6-sulfated and having single
stubs of B-(1—>2)-linked D-xylose. The high content of calcium and magnesium cations revealed the
complexation -mediated by calcium-dependent, cooperative carbohydrate-carbohydrate
interactions— of polysaccharides belonging to the system. Fraction F6 proved to be the most active
against several HSV strains, two of them resistant to acyclovir. At the same time, F6" did not
exhibit anticoagulant properties, making it interesting for potential use as an antiviral agent in local
formulations.

2- Application of UV-MALDI-TOF mass spectrometry to xylans and sulfated xylomannans in order
to determine their molecular weights and distribution functions.

3- Structural analysis of the polysaccharides from Georgiella confluens (Ceramiaceae, Ceramiales).
The results indicated the presence of a highly methylated agaran backbone with an unusual
substitution pattern for red seaweed galactans: sulfation mainly at the 3-position of the a-L-
galactose units and the presence of xylose single stubs at the 4-position of the B-D-galactose
residues.

4- Development of a desulfation method for sulfated polysaccharides using chlorotrimethylsilane. Its
application made possible the structural elucidation of the sulfated xylogalactans from G. confluens.
Besides, in order to determine its efficiency in a polysaccharide with the highest 3,6-
anhydrogalactose content, the best conditions for desulfation of commercial kappa carrageenan
were tested. Complete assignment of the 'H NMR resonances of beta carrageenan -obtained by
desulfation of kappa carrageenan- was achieved by means of mono- and bidimensional NMR

techniques.

Keywords: sulfated polysaccharides; xylomannans; xylans; galactans; UV-MALDI-TOF;

desulfation.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Nota: Teniendo en cuenta que el idioma generalizado para las publicaciones cientificas es el
inglés, se han traducido al castellano las palabras cuyo significado se manticne en ambos
idiomas, pero se han dejado en inglés frases o giros cuya utilizaciéon es universal y cuya
traduccion carece de aplicacidon practica en el castellano. Por ejemplo se retuvo la sigla
MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) dado que su traduccién correspondiente
carece de aplicacion en la jerga cotidiana. En algunos casos junto a la traduccion se indico
entre paréntesis la frase original en inglés, a fin de clarificar el concepto.

Andlogamente: 1) se utilizaron como sinénimos de “hidrato de carbono”: glucido, glicano,

carbohidrato; 2) se mantuvieron las siglas o acronimos en inglés.

2,5-DHB acido 2,5-dihidroxibenzoico, icido gentisico

4-HCCA acido a-ciano-4-hidroxicinamico

ASE efecto de supresion del analito

AZT azidotimidina

BTSA N, O-bis(trimetilsilil)acetamida

BTSTFA N, O-bis(trimetilsililtrifluoroacetamida

CCs concentracion cilotoxica 50%

CID descomposicion inducida por iones, collision-induced decomposition
CTMS clorotrimetilsilano

D indice de polidispersion

DAG 3,6-anhidro-a-D-galactosa

DG a-D-galactosa

DHAP 2,5-dihidroxiacetofenona

DMF N,N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido

DP grado de polimerizacion

DS8000 dextran sulfato (PM 8000 Da)

DSS 2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sodio; 3-(trimetilsilil)-1-

propanosulfonato de sodio
EM espectrometria de masa

ESI electrospray ionization



F2'Des Fraccion F2° desulfatada

F4'Des Fraccion 4~ desulfatada

FAB bombardco con atomos rapidos, fast atom bombardment

G B-D-galactosa

GlcpA acido glucopiranuronico

GlepNAc 2-acctamido-2-desoxiglucopiranosa

HCMV citomcgalovirus humano

HIQ 1-hidroxiisoquinolina

HIV virus de inmunodeficiencia humano

HMDS hexametildisilazano

HPAEC-PAD cromatografia de intercambio i6nico de alta resolucion con deteccion

amperométrica de pulsos

HSV virus herpes simplex

I1Cs concentracion inhibitoria 50%

ISD dccaimiento en la fuente, in source decay
LAG 3.6-anhidro-a-L.-galactosa

LG w-1-galactosa

MMNO N-6xido de 4-metilmorfolina

M, peso molccular promedio numérico
MSE cfecto de supresion de la matriz

M., peso molecular promedio en masa

PFU unidades formadoras de placas

PMA acido piromelitico

PSD decaimicnto posterior a la fuente, post-source decay
RSV virus respiratorio sincicial

SEC cromatografia de exclusion por tamario
S1vV virus de inmunodeficiencia de simios
TMS tetramctilsilano

TSP trimetilsililpropionato de sodio

UV-MALDI-TOF ultraviolet matrix-assisted laser-desorption ionization time of flight

VZV virus varicela zoster

Las restantes abreviaturas son las cominmente aceptadas.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION A LOS POLISACARIDOS DE
ALGAS ROJAS

Las algas rojas (Rhodophyta) incluyen unas 6000 cspecics, mayoritariamentc marinas,
agrupadas en alrededor de 670 géneros que habitan las costas y platalormas continentales de
regiones tropicales y de aguas frias. Algunas algas rojas tienen importancia economica debido
a que sus polisacaridos se utilizan principalmente como aditivos alimentarios y como
gelificantes. Por cso que se las cultiva o recolecta en numerosas areas ¢n todo ¢l mundo.

Los objetivos generales de los trabajos de investigacion llevados a cabo en esta drea son:

i) El estudio de la composicion de los polisacaridos de especies de algas que no hayan sido
investigados con anterioridad, a fin de evaluar la diversidad de estructuras naturales.

i) El desarrollo y mejoramiento de metodologias adecuadas para cl estudio estructural.

i) L.a acumulacion de datos relevantes para correlacionar la composicion de los polisacaridos
con la taxonomia de las algas, o bicn la estructura con sus propiedades.

iv)La deteccion de especies con usos practicos potenciales: s¢ han informado numerosos
polisacaridos de algas rojas con propiedades antivirales, anticoagulantes y otras que

permitirian su aplicacion en la industria farmacéutica.
1.1. TAXONOMIA

Tradicionalmente las algas rojas se dividieron cn dos clases, Bangiophyceae y
Florideophyceae. Alternativamente, se propuso una clase unica —Rhodophyceac— y dos
subclases: Bangiophycidae y Floridcophycidae. Segun evidencias moleculares y de
ultracstructura actualmente sc acepta a Bangiophyceae como un grupo parafilético, mientras
que Florideophyceae se considera monofilético'?. La clasificacion sistematica de los ordenes
de Florideophycecac fue revisada recientemente por varios autores®™ y continua en analisis a
fin de lograr una hipdtesis evolutiva completamente definida. Dentro de IYlorideophyceae se
incluyen 14-17 ordenes, en base a caracteristicas reproductivas y estructurales’. En la Tabla
1.1 se incluyen estos o6rdenes, con el agregado de las familias a las que pertenecen las dos
especies de algas rojas estudiadas en este trabajo de Tesis: Nothogenia fustigiata (Bory)

Parkinson® y Geogiella confluens (Reinsch) Kylin®.



Capitulo 1

Tabla 1.1. Clasificacion de Florideophyceae (Rhodophyta)

Clasc Orden Familia Especie

Florideophyceac Acrochactiales
Ahnfcltiales
Batrachospermales
Bonncmaisonialcs
Ceramiales Ceramiaceae Georgiella confluens
Corallinalcs
Dumontiales
Gclidiales
Gigartinales
Gracilariales
Halymeniales
Hildenbrandialces
Nemaliales Galaxauraceae Nothogenia fastigiata
Palmarialcs
Plocamiales
Rhodymeniales

Sphacrococcales

1.2. POLISACARIDOS DE ALGAS ROJAS

Las paredes celulares de las algas rojas estan constituidas por polisacéridos,
proteoglicanos, péptidos. proteinas, lipidos y elementos inorganicos asociados. l.os
polisacéridos pucden agruparse dec acuerdo con su funcion bioldgica como los glicanos de
cstructuras mas rigidas (con uniones ) como celulosa, mananos y xilanos, y los carbohidratos
mas flexibles, generalmente sulfatados, que constituyen la matriz donde estan embebidas las
fibras del esqueleto rigido'’. La capacidad de sintetizar polisacaridos acidos es una propiedad
especialmente intcresante de las algas rojas. Varias especies de agua dulce producen
heteropolisacaridos complejos que contienen acidos urdnicos junto con monosacaridos
neutros. Por el contrario, las algas rojas marinas contienen galactanos sulfatados, y en
ocasiones xilomananos sulfatados. que no tienen similitud con los polisacaridos de plantas

ICITCSII'CSl I.



Polisacaridos de algas rojas

En la mayoria de las especies, la celulosa es el material que conforma el esqueleto de la
pared celular, aunque su contenido suele ser bastante bajo y la estructura quimica fue
determinada sin ambigiiedades solamente en algunos casos. Ln algunos representantes de
Bangiophyccae no se detectd celulosa, pero en su reemplazo contenfan un manano lineal con
enlaces B-(1—4).

El denominado almidén de las florideas es un polisacarido de reserva de las algas rojas y
su contenido varia segun las especies. Se trata de un a-glucano ramificado similar a las
amilopectinas de plantas superiores, en ciertos casos se asemeja al glucogeno animal por su
grado de ramificacion. La ausencia de cualquier tipo de amilosa lineal fuc considerada
inicialmente como la diferencia principal entre ¢l almidon de las florideas y ¢l almidon de
plantas superiores, pero mas tarde también se detectd amilosa en ciertos representantes de los

6rdencs Bangiales y Porphyridiales (ambos pertenecientes a Bangiophyceac).
1.2.1. XILANOS

Algunas especies de algas rojas contienen cantidades considerables de xilanos neutros
lincales, compucstos por residuos de f3-D-xilopiranosa con enlaces glicosidicos 153 y 154,
por lo que se los denomina xilanos de tipo “enlaces mixtos”. L:l primer polisacarido de este

12,13 e s 141 . . .
y enzimaticos'™"” fue un xilano de Palmaria

tipo investigado por métodos quimicos

palmata. l.as fracciones de xilanos que diferian en su solubilidad contenian proporciones

diferentes de enlaces 14 y 153, aunque sicmpre predominaba el primer tipo. Los enlaces

153 estaban distribuidos de manera irregular en la macromolécula y gencralmente estaban
, . 15 . . ..

separados unos de otros por una o mas uniones 1—4 . Sc aislaron xilanos similares del otras

16,17

especies del orden Palmariales asi como de integrantes del orden Nemaliales: Nothogenia

Sastigiata" (como Chactangium fastigiatum'**°), Nothogenia erinaced®' (como Chaetangium
erinaceum), Galaxaura rugosa® (como G. squalida) y Nemalion vermiculare'™?. Se
sugirié el uso de espectroscopia de resonancia magnética nuclear de '*C (RMN '*C) para la
caracterizacion de estos xilanos, en reemplazo de los métodos quimicos""”, ya que los
espectros proporcionan informacién sobre todas las caracteristicas estructurales de cstos
polisacaridos excepto sobre la distribucion de los dos tipos de uniones a lo largo de la cadena.
Il analisis de xilanos de Nothogenia fustigiata por cspectroscopia RMN >C a 75 MIHz a 85°C
permitié determinar ademas que las uniones 153 no estaban agrupadas en bloques sino que

estaban dispersas en toda la cadena'®.
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1.2.2. MANANOS SULFATADOS

Durantc la caracterizacion preliminar de la composicion de los polisacaridos de algas rojas
del Mar de Japon. se encontro incsperadamente que la hidrdlisis de un polisacarido acido del
alga Nemalion vermiculare daba lugar a manosa junto con cantidades menores de xilosa y
galactosa. Una investigacion detallada reveld que el alga contenia un xilano neutro y un
xilomanano sulfatado. Iiste polisacarido sulfatado constaba dc una cadena regular de residuos
de a-D-manopiranosa cnlazados por la posicion 3, con aproximadamente la tercera parte de
los mismos sulfatados cn la posicion 4 6 6, y una unidad de B-D-xilopiranosa cnlazada a la
posicion 2 por cada 50 unidades de manosa®?’. Mas tarde se cncontraron polisacaridos
sulfatados del mismo tipo en otros miembros del orden Nemaliales pertenecicntes a los
géneros Galaxaura®™. Nothogenia™ y Liagora: en particular, se detecté un contenido elevado
de D-xilosa y la presencia de 3-()-metil-D-xilosa en los polisacéridos aislados de Liagora sp.”’
y Liagora valida™.

Los xilomananos sulfatados de las dos especies de Liagora presentaron espectros de RMN
BC similares pero los autorcs no pudicron interpretarlos completamente debido a su
complejidad. Por lo tanto ambos polisacaridos se estudiaron mediante varios métodos
quimicos. L.a hidrolisis parcial cn ambos casos dio lugar a una seric de oligosacaridos de a-D-
manosa con cnlaces 13 pertenccientes a la cadena central. Luego de tratar a los
polisacaridos nativos por una sccuencia de desulfatacion y degradacion dec Smith sc
obtuvieron (3-O-metilxilo)mananos. Sus espectros RMN '*C resultaron similares a los
espectros de un xilomanano que sc habia obtenido a partir de un glucuronoxilomanano de
Cryptococcus neoformans®. Estas obscrvaciones junto con los datos del estudio por
mectilacion proporcionaron cvidencias de la union de los residuos de 3-O-metil-B-D-xilosa a la
posicion 2 de los residuos dec D-manosa de la cadena central. El anélisis por metilacion de los
polisacaridos desulfatados y de los originales mostré que en la misma posicion también se
encontraban residuos de [3-D-xilopiranosa —como ramificaciones simples o como cadenas
cortas con uniones 1—4— y una partc dc los grupos sulfato. Ademas habia sulfatacion en la
posicion 6 de la cadena central y algunos sustituyentes también podian estar ubicados en C-4
de los residuos de manosa (Seccion 3.4.1)).

La combinacion de xilanos neutros y xilomananos sulfatados podria entonces reemplazar a
los galactanos sulfatados cn varias especies dc algas rojas pertenccientes a Nemaliales. Los

xilomananos sulfatados ticnen una cadcna ccntral comin formada por residuos de a-D-
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manopiranosa enlazados por la posicion 3. Los polisacaridos aislados de varias especies
difieren en el contenido de ramificaciones de [-D-xilopiranosilo o 3-O-metil-B-D-
xilopiranosilo en la posicién 2 de la cadena principal, asi como en el contenido y distribucion

de los grupos sulfato".
1.2.3. GALACTANOS SULFATADOS

Las moléculas de galactanos sulfatados estan conformadas por una cadena central de
unidades alternadas de fB-D-galactopiranosa (unidad G) enlazada por la posicion 3 y a-
galactopiranosa enlazada por 4. Existen dos grandes grupos de galactanos (Fig. 1.1) segun la
configuracion absoluta de las unidades enlazadas por 4: la familia del agar posee residuos de
la serie L (unidad LG) mientras que la tamilia de los carragenanos posee residuos de la serie D
(unidad DG). Ademas, los residuos de a-galactosa suelen aparecer como su derivado: 3,6-
anhidro-a-galactosa (unidades LAG o DAG, segun pertenezcan a la serie L o D). Varios
grupos hidroxilo de las cadenas poliméricas suelen cstar sulfatados, metilados o glicosilados
con ramificaciones simples de galactosa o B-D-xilopiranosa; mientras que las unidades G
pueden estar sustituidas ademas con acetales ciclicos del dcido piravico sobre los carbonos 4

y 6. Por lo tanto, los términos agar y carragenano designan una diferencia fundamental entre

moléculas diastereoméricas de polisacaridos''*.

Fig. 1.1. Estructuras generales de galactanos de algas rojas
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La agarosa, el integrantc dec la familia del agar con mayor poder gelificante, es un ejemplo
de una estructura sencilla. Su formula idealizada (Fig. 1.1) esta compuesta por una secucncia
complctamente regular de unidades disacaridicas —unidades de agarobiosa G-LAG- sin
grupos sulfato. Las cadenas reales de agarosa difieren ligeramente de la estructura ideal, ya
que poseen algunas unidadces de a-L-galactosa 6-sulfato (LG6S) —prccursoras de 3,6-anhidro-
a-1.-galactosa—, algunos acctales del acido pirdvico sobre los residuos B-D-galactosa y algunos
grupos sulfato y metilo. Las agarosas sustituidas estdn ampliamente distribuidas cn las algas
rojas. Las desviaciones de la estructura ideal de agarosa influencian mucho la solubilidad de
los polisacaridos y puceden disminuir notablemente sus propiedades gelificantes. Es posiblc
aislar distintas fraccioncs dc agarosa con grados de sustituciéon variable por extraccion
fraccionada o cromatografia de intcrcambio i6nico, pero el conjunto de polisacaridos debe ser
visto como una distribucion continua de moléculas, del mismo tipo estructural pero con
cantidades variables de sustituyentes. Esta peculiaridad estructural se¢ conoce como

“regularidad enmascarada™ o “estructura repetitiva enmascarada”.

Fig. 1.2. Unidadcs repctitivas de carragcnanos
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Los carragenanos (Figs. 1.1 y 1.2) suelen poseer mayor sulfatacion que los polisacaridos de
la familia del agar, y sus propicdades gelificantes dependen de la interaccion con cationes
especificos como K*. También es necesaria la presencia de residuos de DAG en la unidad
repetitiva para la formacion de geles. Tradicionalmente se nombra a estos compuestos con
letras griegas, de los cuales los tres mas importantes comercialmente son los carragenanos
kappa, iota y lambda. l.os carragenanos kappa y iota son conocidos por sus propiedades
gelificantes (Fig. 1.2). Los carragenanos mu, nu, xi y lambda (Fig. 1.2) representan a
polimeros no gelificantes. Los polisacaridos reales obtenidos de varias algas pueden tener
estructuras muy cercanas a una de las estructuras ideales, pero muy frecuentemente se trata de
moléculas hibridas con combinaciones de uno o mas tipos d¢ unidades disacaridicas
repetitivas dentro de las moléculas componentes (por ejemplo: carragenanos kappa/iota)'’.

Por extraccion del alga tropical Kuppaphycus alvarezii, conocida como Eucheuma cottonii
(o simplemente cottonii) se obtiene carragenano kappa. kEucheuma denticulatum (de nombre
comercial Fucheuma spinosum o simplemente spinosum) es la especic principal para la
produccion de carragenano iota. Carragenano lambda se obticne de varias especies de los
géneros Gigartina y Chondrus>.

A la division general entre polisacaridos de la familia del agar y de los carragenanos, se
agrega un tercer grupo con unidades enlazadas por la posicion 4 de configuracion D y 1.
dispersas en las macromoléculas, que se conocen como galactanos hibridos p/L*.

LLas caracteristicas cstructurales de los galactanos de algas rojas suele considerarse como el
resultado de una biosintesis en ctapas, donde la primera corresponderia a la formacion de la
cadena central regular de residuos de galactosa, la segunda seria la metilacion y sulfatacion de
algunos grupos hidroxilos, y la dltima estaria represcntada por la climinacion enzimatica de
grupos sulfato de la posicion 6 de algunos residuos enlazados por la posicion 4 para dar 3,6-
anhidro-a-galactosa. De acuerdo con esta secuencia biosintética, los porfiranos son
precursores de¢ agarosa, los carragenanos mu y nu son precursores de los kappa y iota
respectivamente. La formacioén de 3,6-anhidrogalactosa también puede llevarse a cabo cn el
laboratorio por calentamiento en medio basico diluido del precursor correspondiente''.

Existen numerosas razones que justifiquen funcionalmente la sustitucion de los
polisacaridos®. Fl efecto fisico de los residuos de DG6S y 1.G6S es la interrupcion de la
estructura helicoidal del polisacarido en un gel. Asi, ademads de existir estas unidades como

indicador de maduracion, pueden prevalecer cuando no se requicre firmeza en los geles.
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La presencia de ésteres sulfato aumenta la fuerza idnica, regula la humedad, permite la
existencia de intcracciones —particularmente con bases presentes en proteinas o nucledtidos— y
pueden conducir a interacciones especificas con cationes.

l.a presencia de éteres de metilo crearia zonas no dadoras en la formaciéon de unioncs
hidrégeno y que forman intcracciones mas débiles. Sin embargo, si pueden ser aceptores de
uniones hidrogenos: la agarosa cs soluble en agua fria. Si ¢l polimero tiene tanto metilétercs
como ¢steres sulfato, estan presentces tipos opuestos de interacciones. Para tener una nocion de
su funcion en cl polisacarido scria ncecesario tener conocimicnto de su arreglo en regioncs
extendidas del polimero. Por otra parte, los acetales del acido pirivico tienen la posibilidad de
rcgular la acidez en zonas localizadas y de formar entrecruzamientos de cadenas mediante
cationes divalentes, sin establecer interaccionces tan fuertes con macromoléculas nitrogenadas
como lo hacen los grupos sulfato.

Dado que los sustituyentes interactian de manera difercnte con el medio, no seria
inesperado cncontrar niveles de sustitucion distintos en partes distintas dec la misma planta, o
bicn plantas que respondan a estrés ambicntal sintetizando prefercncialmente un constituyente
que cn otras condiciones scria minoritario. Como los polisacaridos de algas cuentan con un
rango acotado de variaciones para hacer frente a su entorno, las mismas soluciones a los
probicmas pucden haberse logrado de manera independiente. Por lo tanto, una caracteristica
estructural comin no necesariamente implica una relacion basada en el desarrollo
filogenético. No obstante, es posible que la considerable diversidad de estructura y sustitucion
en los galactanos sca valiosa como caracteristica taxondémica. Listas caracteristicas pueden
depender dc la presencia o ausencia de una propiedad determinada, o bien de la medida cn
que dicha propicdad esta presente en la estructura quimica del galactano. El primer factor -
contar 0 no con una cierta caracteristica— puede rcsultar mas relcvante. Miller publicé un
trabajo de revision® aplicando la teoria de conjuntos, donde cncontré cvidencias razonables
para apoyar la ausencia o prescncia de rclaciones cstructurales a nivel de orden vy,
posiblemente, de familia taxondmicos. Es importante recalcar la légica bésica de esta teoria:
podremos decir que si ¢l géncro ¢s X, entonces ocurrira la sustitucion Y, pero esto no implica
que ¢l esqucma de sustitucion Y requiera el género X. Sin embargo, la falta de nimero
suficiente de datos hace que las conclusiones sean tentativas hasta ahora. Es en este contexto
que es importante examinar los polisacaridos contenidos en un rango amplio de varicdadcs de

algas.



1.2.3.1. CLASIFICACION

Duckworth y Yaphe?® propusieron una clasificacion de las moléculas pertenecientes a la
familia del agar, segun estructuras extremas particulares:

(1) agarosa neutra, con estructura repetitiva ideal G-LAG y capacidad gelificante maxima;

(ii) agarosa piruvilada con bajo contenido de sulfato, de estructura repetitiva ideal —3)-4,6-
O-(1-carboxietiliden)-B-D-galactosa-(1—4)-3,6-anhidro-a-1.-galactosa-(1-» 6, en forma
abreviada: G4,6P-LAG;

(i) galactano sulfatado con contenido nulo de LAG o de G4,6P, de cstructura repetitiva
ideal G-LG6S, no gelificante.

Los estudios posteriores demostraron que esta clasificacion del agar era correcta pero
incompleta, ya que la complejidad estructural del agar es mayor que la contemplada en su
descripcion: ademas de la sustitucion por sulfatacion y/o piruvilacion, también es frecuente la
presencia de metilacion y de ramificaciones de xilosa o galactosa.

Knutsen er al.* propusicron la clasificacion de los galactanos de algas rojas en dos grupos,
definidos cn base a sus estructuras repetitivas (Fig. 1.1), y un sistema de notacion abreviada
para estos polisacaridos. Lligicron como unidades repetitivas fragmentos dc agarobiosa y
carrabiosa. En este trabajo de Tesis se siguen la clasificacion de galactanos y el sistema de
nomenclatura -ligeramente modificado— propuestos por estos autores”.

Sc denomina agarano a la estructura basica con unidades alternadas de G y LG. Este
esqueleto suele estar enmascarado por sustitucion y formacion de residuos de 3,6-anhidro-a-
L-galactosa (LAG) y pueden aproximarse a otra estructura extrema denominada agarosa,
donde todos los residuos enlazados por la posicion 4 corresponden a LAG. Analogamente, en
la familia de los carragenanos, el término carragenano define ¢n un sentido quimico estricto a
una cadena central formada por unidades G-DG. Sugirieron para el otro extremo estructural,
formado por G-DAG, la denominacion de carragenosa (Fig. 1.1).

Miller’® propuso una clasificacién de los polisacaridos claborados por agarofitas en
agarosa, agares y agaroides dependiendo del grado de sustitucion y la capacidad gelificante.
Define a agarosa como poliagarobiosa, (G-L.AG),. Considera a agares como agarosas
“defectuosas” ya que presentan niveles de sulfatacion y piruvilacion reducidos lucgo de

tratamiento alcalino. Los agares naturales suelen contener cantidades moderadas de unidades

“Ln el trabajo original propusieron DA y LA (en vez de DAG y L.AG) como abreviawuras de 3,6-anhidro-o-»- y
3,6-anhidro-a-i.-galactosa; D y L (en lugar de DG y L.G) para a-b- y a-I.-galactosa.
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de LG6S, que disminuyen la fuerza de los geles, y porcentajes bastante elevados dec

mctilacion. Los agaroides presentan mayor diversidad de sustituyentes y forman geles débiles

o directamente no gelifican.

Se hicicron algunos intentos de agrupar las unidades disacaridicas repetitivas (diadas) de
carragenanos cn familias. LLos carragenanos solo ocasionalmente estan piruvilados o metilados
y las ramificacioncs ocurren con muy baja frecuencia. Por lo tanto, las variaciones estan
originadas basicamente por su esquema de sulfatacion y/o la presencia de unidades de 3,6-
anhidrogalactosa. Teniendo en cuenta la sulfatacion de las unidades de B-D-galactosa, sc
agruparon en cuatro familias, cada una de cllas comprendiendo varias estructuras
idealizadas™:

i) La fumilia kappa incluye los polisacaridos con unidades de B-D-galactosa 4-sulfato (G4S).
Segun el tipo de unidad o que la acompaiic -DG 6 DAG- y la presencia o ausencia de
sulfato en C-2, sc postulan cuatro estructuras idealcs: carragenanos kappa, iota, mu y nu
(Fig. 1.2). Los micmbros dc csta familia de carragenanos son producidos por uno dc los
estadios (gamctofitos) del ciclo de vida dc las familias Gigartinaceae y Phyllophoraceae en
el orden Gigartinales y por integrantes de familias que no dan productos distintos cn ambos
estadios. Ademas se encontro carragenano omicron, una desviacion de carragenano iota, cn
algunas espccies dc Phyllophoracecac y Solieriaccae.

ii) La familia lambda, con unidades de B-D-galactosa 2-sulfato (G2S), incluyc polisacaridos
compucstos a partir de la unidad estructural G2S-DG2S6S. Existen naturalmente tres
estructuras idcales: carragenanos lambda. xi y pi, dependiendo dc la presencia de unidades
a sulfatadas s6lo en C-2 o dc piruvilacion de las unidades B (Fig. 1.2). Son producidas
fundamentalmente por los csporofitos de Phyllophoraceae, Pctrocclidaceae vy
Gigartinaceac. La modificacion en condiciones alcalinas de carragenano lambda, que
produce la ciclacion de residuos DG6S a DAG, conduce a carragenano theta (Fig. 1.2).

tif)La familia beta incluyc polisacaridos con unidades B-D-galactosa libres de sulfato (G).
comprendicndo carragenanos beta y alfa y sus precursores biologicos, gamma y delta (Fig.
1.2).

iv) La familia omega contiene polisacaridos con unidades 3-D-galactosa 6-sulfato (G6S) y esta

compuesta por un solo carragcnano natural —omega— y su precursor biologico —psi (Fig.
1.2).



Sin embargo, esta clasificacion no abarca muchos polisacaridos naturales complejos: el
galactano de Furcellaria lumbricalis® segun la clasificacion precedente deberia pertenecer al
menos a tres familias —beta, kappa y omega.

En cl sistema de notacién abreviada de Knutsen ef al.>, basado en la cadena central comin
a los galactanos de algas rojas, la posicion de los sustituyentes se indica mediante el niumero
del carbono al que esta unido. En esta Tesis se utiliza un modificacion de este sistema que se
detalla en la Tabla 1.2. l.as unidades repetitivas de los carragenanos scgin este sistema estan

en la Tabla 1.3.

Tabla 1.2. Ejemplos del sistema de nomenclatura abreviada para unidades presentes en galactanos con

sus nombre [UPAC correspondientes

Abreviatura Nombre completo
DG a-D-galactopiranosa enlazada por la posicion 4 (carragenanos)
DAG 3,6-anhidro-a-)-galactopiranosa enlazada por la posicion 4 (carragenanos)
G [-b-galactopiranosa enlazada por la posicion 3
LG a-1.-galactopiranosa enlazada por la posicion 4 (agares)
LAG 3,6-anhidro-a-1.-galactopiranosa cnlazada por la posicion 4 (agares)
M O-metil
P 4,6-0O-(1-carboxietiliden)
S éster sulfato
LG2Mé6S 2-O-metil-a-1.-galactopiranosa 6-sulfato enlazada por la posicion 4

-G4S-DAG-G —3)-B-D-galactopiranosil 4-sulfato-(1 —4)-3,6-anhidro-a-D-galactopiranosil-
(1-3)-B-n-galactopiranosil-(I »

Se retienen los nombres triviales de los disacaridos carrabiosa (G-DAG) y neocarrabiosa
(DAG-G), agarobiosa (G-LAG) y neoagarobiosa (LAG-G). Para oligosacaridos de la serie
neocarrabiosa, los residuos de 3,6-anhidro-a-D-galactopiranosa unidos a 3-D-galactopiranosa
ubicados en el cxtremo terminal no reductor se designan como DAGnr y Gnr
respectivamente. Los residuos internos se escriben con la nomenclatura abreviada, sin indices
adicionales. Finalmente el residuo de D-galactosa en el extremo terminal reductor y el de 3,6-
anhidro-a-D-galactopiranosa precedente se designan como Gra, Grfl y DAGr
respectivamente. Los oligosacaridos de la serie de neoagarobiosa reciben nomenclaturas
similares pero reemplazando DAG por LAG. Se sigue un procedimicnto andlogo para los

oligosacaridos de las series carrabiosa y agarobiosa.



Tabla 1.3. Unidades repetitivas de la familia de carragenanos

Nombre l.ctra Abreviatura
carragenano’ G-DG

alfa u G-DAG2S
bcta 3 G-DAG
gamma ¥ G-DGOS

delta 8 G-DG2S6S
theta 0 G2S-DAG2S
iota 1 (4S-DAG2S
kappa K G4S-DAG
lambda A G2S-DG2S6S
mu m G4S-DG6S
nu v (4S-DG2S6S
xi 13 G2S-DG2S
omicron ) G4S-DG2S

pi n (254.6P-DG2S
psi W G6S-DG6S
omcga ) G6S-DAG

*Obtenido por desulfatacion de carragenano lambda.

Stortz y Cerezo™ propusicron un modelo de prisma triangular (Fig. 1.3) para relacionar las
estructuras de los diversos galactanos de algas rojas, que sc esboza a continuacion. Agarosa y
carragenano beta son diasteredmeros y este carragenano represcnta una estructura extrcma
para los carragenanos. Otros carragenanos mas comuncs. como kappa y iota, surgen por
sustitucion con sulfato dc carragenano beta. Otro extremo dc la cstructura de carragenanos
estd representado por ¢l polisacarido gamma —o sus equivalentes con mayor contcnido de
sulfato: mu. nu o lambda- cuyas unidadcs de a-D-galactosa no cstan c¢n la forma 3,6-anhidro.
sino como su precursor DG6S. La mayoria de los carragenanos naturales extraidos de
gametofitos estan incluidos entre estas dos estructuras cxtremas. l.os acodanos —galactanos
complejos cxtraidos del género Aeodes (Halymeniales)- y especialmente carragenano xi
represcntan un tercer vértice ya que carccen tanto de DAG como de su precursor DG6S. Los
coralinanos —galactanos de Corallinales— scrian ¢l equivalente a estos altimos dentro de la
familia del agar: cn su estructura estdan ausentes LAG y LG6S. Mas adn, los acodanos —con

una cadena central formada solamente por unidades de configuracion D— estdn sustituidos con



4-O-metil-L-galactosa, mientras que los coralinanos tienen la misma ramificacion pero con la
configuracion D. Los autores proponen un prisma triangular como un modelo adecuado para
representar el comportamiento de los galactanos de algas rojas entre las scis estructuras
extremas mencionadas. En este modelo, los polisacaridos pertenecientes exclusivamente a las
familias del agar o de los carragenanos se ubican sobre una de las caras triangulares del
prisma, mientras que los polisacéaridos hibridos D/L lo harian dentro del cuerpo geométrico —
con tres variables independicntes: proporcion de unidades D/L, contenido de 3,6-anhidro-a-
galactosa y de sus precursores—, sobre una de las caras rectangulares —con dos variables
independientes—, o en los lados mas largos —con cambios ¢n una sola variable— tal como se
ilustra en los ejemplos de la Fig. 1.3. La ubicacidon cxacta de cada galactano en el prisma
dependera de las proporciones relativas de unidades a-D-:a-L-galactosa, contenido de la

forma 3,6-anhidro y de sus precursores sulfatados en la posicion 6.

Fig. 1.3. Modelo de prisma triangular segun la estructura de las unidades de a-galactosa

DG
¢j.: carragenano §

LG

¢j.: coralinang

Polisacaridos de
Ceramium rubrum

DAG
cj.: carragenanos f3,x,t

LGé6S
ej..Tercer extremo de
Y aphe para agar LAG
cj.: agarosa

Porfirano



Capitulo |

1.2.3.2. ANTECEDENTES DE CERAMIACEAE

Como sc dijo antcriormentc. los esquemas de sustitucion de los polisacaridos de algas
pucden tener importancia taxonomica. Sin embargo, por cucstiones précticas, la mayor parte
de los trabajos se llevaron a cabo sobre las estructuras mas sencillas, como los agares y
carragenanos mas simples. Ll alga Georgiella confluens pertenece a la familia Ceramiaceac,
que junto con Dasyaccae, Delesseriaceac y Rhodomelaceac componen ¢l orden Ceramiales.
Todas las algas de Ccramiales investigadas hasta ¢l momento producen agarocoloides con
mayores grados dc sulfatacion y metilacion que los polisacaridos de otras agarofitas'’.
Solamente existen antecendentes bibliograficos sobre la estructura de los polisacaridos de scis
especies de Ceramiaceac.

Campylaephora hypnaeoides™. Carpoblepharis flaccida® 'y Euptilota formossisima™
biosintetizan agaranos sulfatados que pucden convertirse en agarosa por tratamicnto alcalino.
Al mismo tiempo, se observo un alto grado de metilacion en E. formossima*’, Ceramium
boydenii'' y Neoptilota asplenioides™, especies donde se encontrd 6-O-metil-D-galactosa. N.
asplenioides contenia ademas 3.6-anhidro-2-(-metilgalactosa.

Varios cstudios cstructurales de galactanos rclativamente simples tomaron como basc la
espectroscopia RMN ">C. En Campylaephora hypnaeoides®® se mostré la presencia de un
polisacarido gelificante analogo al porfirano, que por tratamiento alcalino daba basicamente el
espectro de agarosa. Carpoblepharis flaccida® dio un polisacarido no gelificante con ~40%
de las unidades a-1- como LG6S en vez de LAG. baja piruvilacion y sin metilacion.
Aproximadamente ¢l 12% de las unidades a-L- estaban en la forma precursora LG6S en el
polisacarido inicial de Luptilota formossisima®.

Usov y Klochkova*®, en cambio, aplicaron ¢l proceso de hidrélisis reductiva sobre la
biomasa del alga sin aislar los polisacaridos, a fin de estimar rapidamente la composicion de
varias especies de algas rojas de la costa cste de Kamchatka. Entre la variedad dc especies
analizadas, s6lo una pertenecia a Ceramiaceae: Neoptilota asplenioides, cuya composicion en
monosacaridos presento rclaciones molares para xilosa : 3,6-anhidro-2-()-metilgalactosa : 6-
O-metilgalactosa : 3.6-anhidrogalactosa : manosa : glucosa : galactosade 0,8 : 2,1: 8,2:94 :
0.4 : 87 12,1. Todos los rcprescntantes estudiados dc Ceramiales —pertenccientes a
Ceramiaccae, Delesseriaceac y Rhodomelaceac— contenian galactanos de la familia del agar,
pero cstos polisacaridos cran bastantc diversos. Por ejemplo, algas pertenecicntes a la familia
Delcsseriaceae (Hymenea ruthenica y Phycordrys riggii) dieron bajas relaciones 3,6-

anhidrogalactosa (y su derivado metilado) : galactosa (incluyendo 6-O)-metilgalactosa) que no
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aumentaron significativamente luego dc tratamiento alcalino. Por el contrario, representantes
de Ceramiaceae (Neoptilota asplenioides) y Rhodomelaceae (Neorhodomela, Odonthalia,
Pterosiphonia, Rhodomela) contenian galactanos con niveles bastante elevados de 3,6-
anhidrogalactosa. Estos galactanos podian considerarse como agarosas sustituidas. Asi, una
agarosa altamente metilada se encontré en N. asplenioides: la hidrolisis reductiva parcial de
esta alga dio lugar al rendimiento maximo de agarobiitol y sus metiléteres con respecto a
todas las demas algas estudiadas cn el mismo trabajo. kn las especies de Odonthalia se
encontraron polisacaridos similares, pero que estarian sulfatados en mayor medida, lo que
resulta en rendimientos menores de disacaridos neutros reducidos. Se detectaron agarosas con
bajos niveles de metilacion en especies de Prerosiphonia. El contenido mas alto de 3,6-
anhidro-2-O-metilgalactosa se encontrd en Neorhodomelu larix, esta caracteristica ya se habia
hallado en la misma especie recolectada en el Mar de Japon.

. . 43
Ceramium rubrum

exhibio caracteristicas intcresantes, informadas en un trabajo de
Turvey de 1976, donde se aislé un agarano no gelificante con 6-()-metil-D-galactosa, 2-0O-
metil-L-galactosa, 3,6-anhidro-L-galactosa y 3,6-anhidro-2-()-metil-1.-galactosa, conteniendo
2,5% de sulfato. En este mucilago la relacion molar de unidades L-galactosa : 3,6-anhidro-L-
galactosa (incluyendo 3,6-anhidro-2-(0-metil-L-galactosa) era 0,45:0,55 y de cada cinco
unidades de L-galactosa s6lo una correspondia a la unidad precursora L-galactosa 6-sulfato.
La sulfatacion restante estaba distribuida sobre los residuos de D-galactosa, principalmente en
la posicion 6 aunque también con cantidades menores sobre las posiciones 2 y 4. Estos
resultados llamaron la atencion ya que era la primera vez que se encontraba déficit de 3,6-
anhidrogalactosa y de sus unidades precursoras. Este andlisis estructural se llevé a cabo por
métodos quimicos y enzimaticos, pero no espectroscopicos.

Recientemente, Miller y Blunt** estudiaron por espectroscopia RMN "*C un nuevo extracto
no gelificante de C. rubrum y su derivado desulfatado. El polisacarido desulfatado present6
una estructura basica de unidades de B-D-galactosa alternadas con L-galactosa y 3,6-anhidro-
L-galactosa (en proporcion 0,33:0,67) con alrededor del 8% de las unidades sustituidas con
xilosa. El polisacarido nativo estaba sulfatado basicamente en la posicion 6 de L-galactosa y
sustituido en baja proporcién con xilosa, posiblemente cn mas de una posicién. Sélo
encontraron muy bajos niveles de sulfatacion adicional: G2S estaba presente en el limite de
deteccion, no hallaron evidencia definitoria sobre la presencia de G4S y descartaron la
presencia de la diada G4S-LAG en cl limite de deteccion de los espectros. Las unidades de L-
galactosa que no se ciclaron luego de tratamiento alcalino correspondian a residuos sin ningiin

tipo de sustitucion. Este analisis estructural fue realizado solamente por espectroscopia RMN
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'3C. Si bicn se hicicron modificaciones quimicas del polisacarido nativo —como desulfatacion,
metilacion y tratamiento alcalino—-. no estudiaron la composicion quimica de los productos por

métodos alternativos independicntes, tales como hidrélisis scguida de cromatografia gascosa.

1.3. ANTECEDENTES DE GEORGIELLA CONFLUENS

Solo existe una cspecie clasificada dentro del géncro Georgiella: Georgiella confluens.,
distribuida cn la zona antartica y subantartica® (Fig. 1.4). Moe y Silva’ informaron su
ubicacion cn las Islas Georgias del Sur, Sandwich del Sur, Orcadas del Sur y Shetland del Sur,
la costa oestc dc¢ la Peninsula Antartica (hasta 65,5°S) y en las Islas Balleny
(aproximadamente 66°S. 163°L). En la Peninsula Antartica sucle aparecer entre 5y 15 m de
profundidad, aunque también sc la puedc cncontrar hasta a 23 m en aguas quictas y claras.
Requicre temperaturas menores a 5°C para crecer, siendo el limite maximo de temperatura
para su supervivencia de 5-14°C*.

Gallardo et al.*” hallaron 37 especies de Rhodophyta en las Islas Shetland del Sur, durante
cuatro expcdiciones realizadas cntre 1986 y 1995. G. confluens estaba entre las dos cspecics
mas abundantes de la region.

La regién de Lions Rump, cn la Isla King George (Shetland del Sur) fue declarada sitio de
interés cicntifico especial en 1991 por sus caracteristicas bidticas y geologicas, y por ser
considerada como un lugar representativo del habitat terrestre, limnologico y litoral de la
Antartida maritima. LI Comit¢ Cientifico de Investigacion en Antartida*® (Scientific
Committee on Antartic Rescarch. SCAR) indicé que en esta region hay aproximadamente
unos 13 taxoncs de macroalgas bentonicas, de las cuales G. confluens esta entre las 5 especies

mas comunes.
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Fig. 1.4. Antartida Argentina

Al comenzar este trabajo de Tesis no habia antecedentes en la literatura sobre los
polisacéridos ni sobre la composicion quimica general de G. confluens. Los unicos articulos
que se encontraron son estudios muy recientes vinculados a: (i) la capacidad de retener
metales pesados por macroalgas antarticas”’, y (ii) la composicion de acidos grasos de
macroalgas articas y antérticas’". Las proteinas y los polisacaridos de las paredes celulares
contienen grupos anionicos —carboxilo, sulfato, fosfato— que constituirian excelentes sitios de
union para la retencion de metales. Si bien G. confluens presenté niveles relativamente

elevados de Cr, Cu y Mo, no figuré entre las especies relevantes del estudio (i). Entre las tres
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especies endémicas recolectadas en la Isla King George del articulo (it) estaba G. confluens,
cuyos tres acidos grasos principales fueron 16:0, 16:1 (n-7) y 20:5 (n-3) y un 63% en masa de
acidos grasos poliinsaturados. El contenido de 4cidos grasos poliinsaturados en macroalgas
marinas de regiones articas y antarticas fue extremadamente elevado —en algunos casos
llegando al 60-80% del total de acidos grasos— con respecto a los informados para macroalgas
de latitudes menorcs. Adcmas habia difcrencias claras entre las composiciones de

Rhodophyta, Phacophyta (algas pardas) y Chlorophyta (algas verdes).

1.4. ANTECEDENTES DE NOTHOGENIA FASTIGIATA

El alga roja Nothogenia fastigiata (Chaetangium fastigiatum) sintetiza un sistema
complejo de polisacaridos solubles en agua, cuyo estudio estructural comenzé cn 1971', que
comprende:

1- xilanos neutros del tipo denominado “uniones mixtas” B-D-(1—3), -D-(1>4);
2- xilogalactanos sulfatados de la familia del agar;
3- xilomananos sulfatados.

A continuacion se describen los resultados publicados para cada una de estas familias de

polisacaridos, obtenidos en nucstro grupo de investigacion, antes de comenzar este trabajo de

Tesis.

1.4.1. XILANOS

En 1971, Cerezo et al."’, informaron el aislamicnto y la caracterizacion de un xilano
soluble extraido de csta alga roja. El alga scca sc extrajo con agua a ebullicion y los
polisacaridos sc precipitaron con isopropanol. Por redisolucion en agua y precipitacion con
cloruro de cctilpiridinio de los polisacaridos acidos, se rccuperé de la solucion un xilano
ncutro, Xr. El xilano X se fracciond en tres, inducicndo su precipitacion por agregado de
etanol sobre una solucion acuosa del polisacarido (Tabla 1.4). El estudio por metilacion y
mediciones de poder rotatorio indicaron que se trataba de polisacaridos con cadenas lineales
de residuos de D-xilosa con unioncs [3-(1—>3) y B-(1—>4), con escasas ramificaciones. Ademas
los polisacaridos tendrian una conformacion fluctuante al azar o “random coil”, sugiriendo
que las uniones 1—3 estaban dispersas en la cadena central en lugar de estar agrupadas en

bloques.
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Tabla 1.4. Analisis de Xt y de las fracciones A, By C.

Fraccion Rango de Uniones |4
precipitacion
(% EtOH) (%)
X7 - 74
A 35,5-62 85
B 62-170 83
C 70 (soluble) 77

En 1992 se publico'® el estudio por espectroscopia de RMN '*C y 'H de alta resolucion de
los xilanos de tipo “uniones mixtas”. El procedimiento aplicado para el fraccionamiento de Xt
fue ligeramente distinto al primero, ya que los rangos de precipitacion con etanol fueron (%
de etanol, v/v): X1, 38-48 %; X2, 48-58 %; X3, 58-68%. Se asignaron los desplazamientos
quimicos y las constantes de acoplamiento para los protones anoméricos. A partir de sus
intensidades, se calcularon la proporcion de B-D-xilopiranosas enlazadas por la posicion 3 y 4

y el grado de polimerizacion (DP) para cada fraccion (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Proporcion de uniones (1 —>3):(1>4) y el grado de polimerizacién de X1, X2, X3.

Fraccion Relacion DP
(1>4):(153)

X1 4,66:1,00 22

X2 4,41:1,00 34

X3 5,10:1,00 27

El analisis de los espectros RMN 'H y "*C indicé que las uniones B-(1—3) cstaban
dispersas en toda la cadena central, mas que distribuidas en grupos contiguos. Este tipo de
distribucion coincidia con los resultados informados previamentc segiin métodos quimicos'®"?
y célculos de poder rotatorio'®, y era consistentc con una conformacion de enrollamiento al
azar (random coil)'® y con la constancia de la rotacion 6ptica medida en solventes de distinta
fuerza ionica o poder caotropico. Estos resultados sugiricron que estas fracciones no son

distintas a nivel estructural, sino que corresponden a porciones arbitrarias pertenecientes a un

rango continuo de estructuras moleculares.

19



Capitulo 1

1.4.2. XILOGALACTANOS SULFATADOS

En 1987. Matulewicz y Cerezo®® comenzaron con ¢l fraccionamiento y estudio de los
polisacaridos de N. fastigiata que precipitaban con sales de amonio cuaternario (cetrimida).
Aislaron sicte fracciones por solubilizacion sccucncial en soluciones de concentraciones
crecientes de cloruro de sodio (Tabla 1.6). Los resultados indicaron la presencia de un sistema
de polisacaridos que sc podia dividir cn: (i) fracciones F2-F6, con una rclacion molar
manosa:sulfato constante (1.3-1.5:1,0); y (it) fracciones [F1 y F7, con composicion ¢n
monosacaridos y contcnido dc sulfato similarcs, que sugerian la presencia de un galactano

sulfatado.

Tabla 1.6. Composicion y rendimiento de los polisacaridos sulfatados aislados de N.fastigiata.

Fraccion NaCl Rend"  Sulfato  Protcina  [a),’ Composicion en monosacaridos
(mol %)
(M) (%) (% SO:Na) (%) Ram Ara Xil Man Gal Glc
Fl 0.5 229 12,9 16.0 -30.9 3 3 19 12 54 9
F2 1.0 1.8 19.2 5.4 +16,2 3 2 24 57 12 2
F3 1,5 229 234 +23,7 2 23 68 7
F4 2.0 11.6 27.6 +27.8 2 10 78 10
F5 3,0 13,9 27.3 +39.5 2 2 8 13
Fé6 4.0 0.6 234 3.0 ins. 3 7 74 16
F7  40ins’ 103 140 146 ins.® I 4 10 17 65 3

"Los rendimicntos sc expresan como porcentajes del total recuperado (38,0 % de los polisacaridos
solubles en agua).

*Medidas cn NaCl 0.1 M.

‘Las fracciones 6 y 7 resultaron insolubles en NaCl 0,1 y 1,0 M y en NaOH 10%.

‘Insoluble cn NaCl 4,0 M.

Haines e al.®' confirmaron la presencia de un galactano sulfatado, llevando a cabo un
estudio sobre la homogeneidad y las propiedades de las fracciones F1 y F7. Tanto IF1 y F7
como todas las subfraccioncs obtenidas por diversos proccdimientos de fraccionamiento y
purificacion sc tornaron insolubles luego dc liofilizarlas. Estas caracteristicas ecrraticas
relacionadas con la solubilidad fueron atribuidas a asociaciones moleculares dependientes de
composicion. temperatura. tiempo y conformacion'®, que también se obscrvaron en los

sistemas de mananos aislados de csta alga y de Nemalion vermiculare***’, Liagora sp.”’ y
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Urospora penicilliformis®®. La persistencia de manosa a través de todos los procesos aplicados
indic6 que el sistema de polisacaridos sulfatados de N. fustigiatu estaba compuesto por
xilomananos y xilogalactanos con alta tendencia a la agregacion.

Los estudios realizados sobre los xilogalactanos indicaron que: (i) las muestras consistian
en polisacaridos heterodispersos en composiciéon y peso molecular, y (i) estos polisacaridos
mostraron una tendencia fuerte a agregarse formando complcjos insolubles, y probablemente
también solubles. La estructura general de estos xilogalactanos (Fig. 1.5) corresponde a una
cadena central de agarano donde: (i) los residuos de a-L-galactosa no tenian sustituyentes o
estaban sulfatados en la posicidon 6 y poseian ramificaciones simples de D-xilosa o D-galactosa
con uniéon 13, o bien estaban sulfatados en la posicion 3; (ii) los residuos de B-D-galactosa

estaban sulfatados en la posicion 4 o no presentaban sustitucion.

Fig 1.5. Unidades repetitivas de F1 y F7

O—_
1 3
R'O R30OH,C o
CH,OH OH
Q OR?
o)
— OH —-n

Si R3=SO3Na, entonces R*=ramificaciones simples de D-xilosa o galactosa
Si R*=H, entonces R?=11 6 SO;Na
EnFl:R'=H; en FT: R'=SO3Na

1.4.3. XILOMANANOS SULFATADOS

Los analisis por metilacion y desulfatacion de las fracciones I3 y IS indicaron la presencia
de D-mananos con uniones a-(1—3), sulfatados en la posiciones 2 y 6, y con ramificaciones
simples de D-xilosa enlazadas B-(1 —2)%.

Las cantidades significativas de galactosa halladas en todas las fracciones de xilomananos,

aunque no detectadas en los productos de metilacion o desulfatacion-metilacion de IF3 ni FS,
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sugirieron que cstc azucar era un contaminante originado posiblemente por coprecipitacion
del galactano presente cn el sistema.

La insolubilizacion observada cn los xilomananos cstudiados implicaba la formacion de
agregados que cxcluian su solvatacion por moléculas de agua. Estas estructuras terciarias
dependian de la presencia de una conformacion regular: la cadena central de D-manosa con
enlaces a-(1—3) podria tomar una conformacion en cinta. pero que no scria cstable debido a
la imposibilidad de formar uniones hidrégeno intramoleculares y a sus débiles propiedades de
empaquetamicnto. La solvatacion de los grupos cargados negativamente y la presencia de las
ramificacioncs simples de xilosa promoverian la solubilizacion. Por otra parte, la flexibilidad
de la cadena cstaba bastante restringida por la union axial del oxigeno glicosidico y por la
repulsion entre las cargas negativas de los grupos sulfato. Como resultado de estos factores. la
cadcna adoptaria una conformacion al azar cn solucion y la insolubilizacion seria producida
en condiciones que favorccicran la conformacion en cinta, con la subsecucnte agregacion, cs

decir. durante cl proceso dc liofilizacidon de la solucidn de polisacéridos.
1.5. PUREZA, HOMOGENEIDAD, DISPERSION. FRACCIONAMIENTO

Los conceptos de purcza y homogeneidad pueden resultar obvios en el caso de compuestos
de bajo pcso molecular o de biopolimeros cuya sintesis esta dirigida genéticamente en forma
directa. como las proteinas. En los polisacaridos, asi como en los polimeros sintéticos y cn
cicrtas glicoproteinas. ¢l panorama es distinto. La estructura de un polisacarido esta disciiada
mds por la interacciéon de un conjunto de enzimas que participan cn su sintesis que por un
patron genético que determina directa y sccuencialmente su estructura primaria. Asi, las
glicosiltransfcrasas construyen ¢l esqueleto de unidades glicosidicas; las epimerasas. ciclasas.
etc. producen modificaciones sobre ¢l y las sulfatasas, cstcrasas, etc. agregan sustituyentes
tales como grupos sulfato, acctilo y metilo. La especificidad de cstas enzimas no sélo no es
absoluta. sino que en algunos casos es bastante amplia, de modo que los polisacaridos finales
estaran compuestos por moléculas que comparten un esquema comun, pero con un rango de
variaciones de distinto tipo®®. Asi aparcceran conjuntos de moléculas con distribuciones
continuas de peso molecular, grados de sustitucion, niveles de ramificacion, etc.

Por ejemplo. las variaciones que sc han observado en distintos carragenanos hibridos
kappa/iota pueden cstar originadas por: (i) variaciones en los grados dc ciclacion de las
unidades de a-D-galactosa 6-sulfato en 3.6-anhidro-D-galactosa: (ii) la distribucion de las

unidades cicladas pucde ser al azar o cn bloques: 6 (iii) la introduccion de sustituyentes como



grupos sulfato, metilo, piruvilo, etc. Todos estos factores dan origen a una amplia variabilidad
en la formacion de estructuras, dentro de un mismo esquema general de polisacarido, de modo
que es dificil pensar que en una muestra haya dos moléculas de polisacarido exactamente
iguales.

Se dice que un compuesto es puro si el valor de cada una de sus propiedades se mantiene
constante para cualquier porcion de muestra. Esto equivale a decir que todas las moléculas de
la muestra son iguales y, por lo tanto, no puede aplicarse ningun método de fraccionamiento.
En este caso, purcza y homogencidad son sindnimos.

Estos conceptos pueden extenderse a los polisacaridos —con sus distribuciones continuas de
composicion, estructura y/o peso molecular— reemplazando *“constancia en el valor de sus
propiedades” por “variabilidad dentro de un cierto rango en el valor de sus propiedades™”.

Por cuestiones practicas, s6lo se miden algunas de las propicdades de una muestra
determinada y, por lo tanto, la homogeneidad absoluta no pucde ser demostrada. En cambio,
si queda demostrada la heterogeneidad de una muestra mediante un solo fraccionamiento que
dé un resultado positivo.

Gibbons>* defini6 todas las posibilidades de variacioncs estructurales que puede presentar
un sistema en funcién de su dispersion:

i) Una muestra es monodispersa si la variacion de todos los parametros medidos es cero (Fig.

1.6.a).

ii) Una muestra es paucidispersa si estd compuesta por una mczcla de componcntes

monodispersos (Fig. 1.6.b).
iii)Una muestra es polidispersa si presenta una distribucion unimodal -la curva de

distribucion tiene un maximo y dos puntos de inflexion—- para todos sus parametros

mensurables (Fig. 1.6.c). Las moléculas que pertenecen al sistema  representan
estadisticamente a una misma poblacion.
iv)Una muestra es heterodispersa si presenta una distribucion bimodal o polimodal para

alguno de sus parametros (Fig. 1.6.d).

Si las muestras son monodispersas o polidispersas se las considera homogéneas, mientras que

sistemas paucidispersos o heterodispersos son heterogéncos.
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Fig. 1.6. Curvas de distribucion: (a) monodispersa, (b) paucidispersa, (c) polidispersa,
(d) heterodispersa: donde n; cs el numero de moléculas que tienen una cantidad P de

un parametro detcrminado.

A A

n, n;

P l)

n,

b
p

P

El tipo de distribucion puedc scr distinto segun la propiedad en estudio, ¢s decir, una
muestra pucde scr polidispersa con respecto a un parametro y heterodispersa con respecto a
otro, por lo que resulta imprescindible hacer referencia a la propiedad cuya dispersion esta en
consideracion.

En la practica, por un lado. ¢l fraccionamiento de moléculas muy similarcs no siempre se
logra y, por otro lado, las determinaciones estructurales suclen producir resultados promedio —
sin poner en evidencia las distribuciones que les dicron origen. Por lo tanto es frecuente no
poder distinguir cntre: (i) una mezcla de moléculas con estructuras similares pero variables y
(i) variaciones dentro de una misma molécula.

Es importante tener en cuenta que distintos métodos cxperimentales utilizados para medir
una misma propiedad —pcro basados en fundamentos distintos— pueden dar valores distintos y
ser todos corrcctos, ya que esos métodos experimentales proporcionan promedios de tipos
difcrentes. Los promedios mas usados son los denominados promedio numérico, M,, y
promedio pesado, M,. Por ejemplo, para una muestra con n, componentes cuyos pesos

moleculares son M,. en concentraciones C, cstos promedios sc¢ definen como:
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Se obtiene un promedio numérico cuando la medicion es proporcional al nimero de
moléculas, sin tener en cuenta su tamafio, por ejemplo: en determinaciones de peso molecular
por cuantificacion de extremos reductores o por osmometria. En cambio, se obtienen
promedios pesados cuando la respuesta es proporcional al peso o al tamafio de las particulas,
por ejemplo: en determinaciones de peso molecular por equilibrio de sedimentacion o por
dispersion de luz (light scattering). Se cumple que: M,, > M,, la igualdad sdlo se verifica
cuando el sistema es monodisperso con respecto al peso molecular.

El indice de polidispersion, D, da una idea de la dispersion del peso molecular. Si D > 1,6
se dice que el sistema es polidisperso; si D < 1,1, entonces es monodisperso.

Es importante elegir metodologias de aislamiento, purificacion y fraccionamiento
adecuadas, a fin de obtener datos experimentales que permitan definir la homogeneidad de
una muestra. La obtencion de los polisacaridos debe realizarse de modo tal de conscguir un
material tan homogéneo y con un rendimiento tan alto como sea posible. En general, estos
objetivos suelen ser contradictorios y hay que evaluar en cada caso cuail es el punto de corte
para una sucesion de fraccionamientos, en funcion de los objetivos que se persiguen al
realizar el trabajo de investigacion.

El aislamiento y la purificacion de los polisacaridos no deben producir degradacion. A
veces, la degradacion de un polisacarido por acidos o bases se aplica dcliberadamente en el
analisis estructural, pero el uso de estos métodos en la etapa del aislamiento debe restringirse
de modo de minimizar alteraciones incidentales en las moléculas®™. Los métodos de
extraccion mas simples para polisacaridos son los que usan agua a varias temperaturas. Los
fraccionamientos estan basados en precipitaciones selectivas de los polisacaridos o de sus

sales 0 complejos, o en proccdimientos cromatograficos. Tipicamente los polisacaridos se
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aislan de soluciones acuosas por adicion de solventcs miscibles en agua, como acctona o
alcoholes de bajo peso molecular. Si bien cstos precipitados pueden secarse por tratamicntos
sucesivos con solventes organicos anhidros. se los obtiene cn mejores condictones fisicas para
su manipulacion posterior cuando son liofilizados a partir de las soluciones acuosas”.

La precipitacion fraccionada de polisacaridos por formacion selectiva de sales o complejos
suele ser cfectiva para aislar componentes que forman un precipitado a partir del cual se
puede regencrar cl polisacarido original. Por cjemplo, la formacion dc sales a partir de
polisacaridos acidos sc ilustra por la precipitacion dc carragenano kappa con cloruro de
potasio. La precipitacion selectiva con detergentes catidnicos como bromuro de
cetiltrimetilamonio (cetavlon o cetrimida) y bromuro de cetilpiridinio también es de uso
frecuentc.

Si bicn existe una region amplia de superposicion a nivel de escala operativa, los métodos
de precipitacion para el fraccionamiento de polisacaridos son generalmente adecuados para
cantidades relativamentc elecvadas (1 g de material de partida o mas), mientras que las
separaciones cromatograficas pucden llevarse a niveles de miligramos. Los procedimientos
cromatograficos también s¢ usan a cscala analitica como criterio dc homogeneidad. Las
separaciones pueden estar basadas cn diferencias cn:

i) tamafio molecular: filtracion por geles o tamices moleculares;
ii) composicion: principalmente segun la proporcion de grupos acidicos mediante
cromatografia de intercambio i0nico.

Las separaciones preparativas de polisacaridos acidos que conticnen grupos carboxilato,
sulfato o fosfato suelen hacerse por cromatografia de intercambio i6nico en fibras dc
polisacaridos (celulosa) o cn geles entrecruzados (de dextrano, en Sephadex. o de agarosa, en
Sepharosa) quc poscen grupos funcionales adecuados como (J-(2-dietilaminoetil) (DEAE).
Los geles entrecruzados son los utilizados con mayor frecuencia debido a sus capacidades
eclevadas, sin embargo prescntan la desventaja de cambiar ampliamente su volumen por
alteraciones en la fuerza ionica del solvente de elucion.

El problema practico a resolver en presencia de una muestra dada de polisacarido es
establecer su purcza —entendida como ausencia de contaminantes extcrnos— y demostrar que
no hay separacion posiblc en fracciones que indiquen discontinuidades con respecto al tamafio
molecular o la estructura. l.a evidencia esencial para la ausencia de heterogeneidad en una
fraccion de polisacaridos, como en cualquicr compuesto quimico, es la demostracion de

constancia en la composicion quimica y en sus propicdades fisicas cuando cl material es
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recuperado luego de un intento de separacion o purificacion. La constancia en la composicion
quimica puede demostrarse de alguna de las siguientes formas:

1) composicion en monosacaridos luego de hidrélisis;

it) analisis de grupos funcionales o analisis de una clase particular de azucar;

iil) examen espectroscopico, especialmente por RMN;

iv) propiedades fisicas y propiedades en solucion, como rotacion dptica y viscosidad.

1.6. OBJETIVOS

En este trabajo de Tesis se estudiaron los sistemas de polisacaridos extraidos de dos
especies de algas rojas de la costa patagénica y antartica: Nothogenia fuastigiata
(Galaxauraceae, Nemaliales) y Georgiella confluens (Ceramiaceae, Ceramiales),
respectivamente.

Las propiedades antivirales demostradas por el sistema de xilomananos de Nothogenia
Sastigiata (ver Cap. 2), asi como el interés por determinar d¢ manera exhaustiva la estructura
poco frecuente de estos polisacaridos y la posibilidad de establecer una correlacion estructura-
actividad fueron los factores que motivaron su analisis. Se aplicd ademas una nueva
metodologia para determinar el peso molecular y su funcién de distribucion en polisacaridos
de algas rojas: los xilomananos sulfatados y los xilanos neutros fueron estudiados por
espectrometria de masa UV-MALDI-TOF.

No existian antecedentes bibliograficos sobre los polisacdridos de Georgiella confluens,
aunque datos sobre otros miembros de Ceramiales permitian esperar la presencia de
galactanos sulfatados de la familia del agar. Los polisacaridos aislados podrian ser
interesantes por sus propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas por lo que fueron probados en
estos sentidos. En el transcurso del trabajo surgié la necesidad de desarrollar un método de
desulfatacion que permitiera completar el estudio estructural de Georgiella confluens.
Paralelamente se estudio la aplicacion de esta metodologia sobre galactanos sulfatados de la
familia de los carragenanos, analizando el grado de desulfatacion, degradacion y rendimiento
de los productos aislados.

Por lo enunciado anteriormente, en este trabajo dc Tesis se tomd contacto con las
principales familias de polisacaridos presentes en las algas rojas y se desarrollaron nuevos

métodos de analisis para los mismos.
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CAPITULO 2
ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LOS POLISACARIDOS
SULFATADOS DE NOTHOGENIA FASTIGIATA

2.1. INTRODUCCION

Los virus pertenecientes a la familia Herpesviridae estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Se han caracterizado aproximadamente cien herpesvirus, de los cuales ocho fueron
aislados de humanos, entre ellos los serotipos I y II del virus herpes simplex (HSV-1 y HSV-
2) y el citomegalovirus humano (HCMV).

Ambos serotipos de HSV se asocian generalmente a lesiones mucocutaneas faciales,
oftdilmicas o genitales. El hombre es el huésped natural del virus herpes simplex. La
sintomatologia inicial suele ser leve, pero la enfermedad pucde complicarse en algunos casos
produciendo meningoencefalitis, erupciones variceliformes y eccema herpético. Las lesiones
suelen ser localizadas y reflejan una relacion parasito-huésped, donde el virus establece una
infeccion latente en las neuronas del ganglio que inerva el area correspondiente a la lesion
primaria. El virus puede reactivarse periédicamente y causar lesiones cutaneas autolimitantes
a repeticion en la misma region inervada. En los pacientes inmunocomprometidos, como los
enfermos de SIDA o los sometidos a transplante de 6rganos, la recurrencia de HSV-1 y HSV-
2 puede causar graves lesiones que son refractarias a los tratamicntos reitcrados con
compuestos antivirales'.

Si bien el hombre es el tnico huésped natural del HSV, también son sensibles ratones
lactantes y adultos, cobayos, hamsters y conejos, lo que facilita el estudio del virus.

Los componentes de una particula viral de herpesvirus son: el material genético (ADN); la
capside icosaédrica; el tegumento, compuesto por proteinas que se ubican entre la superficie
de la capside y la envoltura; y la envoltura, consistente en una bicapa lipidica que contiene
glicoproteinas.

El ciclo de replicacion viral correspondiente a la familia Herpesviridae puede ser dividido
en etapas:
1. Adsorcion: la infeccién comienza cuando la envoltura del virus s¢ une a los receptores de
la membrana celular. Se ha demostrado que el heparan sulfato ¢s el principal receptor

celular para diferentes herpesvirus humanos y animales, entre los cuales se encuentran:
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HSV-1, HSV-2, HCMV. virus de pseudo-rabia (herpesvirus porcino) y herpesvirus

bovino®”.

2. Penetracion y desnudamicnto del acido nucleico: luego de la unién inicial, la fusion de la
envoltura del virus con la membrana plasmatica ocurre rapidamentc. La nucleocapside es
transportada hacia cl nicleo de la célula, donde se libera el ADNS.

3. Transcripccion y traduccion de proteinas: ¢l ADN viral es transcripto en el nicleo cclular
a lo largo del ciclo replicativo por la ARN polimerasa I del huésped, con la participacion
de distintos factores virales en todas las ctapas de la infcccion.

4. Sintesis del acido nucleico: el herpesvirus sc caracteriza por poseer un gran nimcro de
cnzimas involucradas en la sintesis del ADN. La mayor parte del ADN viral es sintetizado
por un mecanismo denominado “circulo rodante”, por el cual sc obtienen concatémeros
que son clivados en mondmeros y luego incluidos en las capsides’.

5. Ensamblaje dc virioncs: después que el ADN queda incorporado a la cépside
precnsamblada, el virus madura y adquicre infectividad al atravesar la membrana nuclear.
La envoltura del virus se forma mediante un proceso de brotacion, a partir de zonas de la
membrana nuclear modificadas por la inscrcion de proteinas virales.

6. Liberacion dec virioncs: los viriones son transportados a través de vesiculas al espacio
extracelular.

Para scr considerada como un agentc antiviral efectivo, una sustancia debe poseer
selectividad: debe ser capaz de inhibir la replicacion viral sin alterar las funciones de la célula
huésped. La capacidad decl HSV de alcanzar un cstado de latencia generalmente impide una
cura decfinitiva. En estc contexto, es deseable encontrar una droga que tenga un perfil
aceptable de cfectos secundarios y que produzca beneficios al paciente durante un episodio
agudo de la enfermcdad, o bien que sea capaz de suprimir cpisodios recurrentes de la
enfermedad. Los mejores resultados de actividad antiviral fueron obtenidos con compuestos
analogos dc nuclcésidos. A su vez, se¢ desarroll6 amplia experiencia con las drogas
antiherpéticas.

El compuesto antiviral mas efectivo contra las infecciones causadas por ¢l HSV es cl
aciclovir, 9-[(2-hidroxietoxi)metil]guanina (Fig. 2.1), descubierto en la década del 70'°. Se
trata de un compuesto analogo de la guanosina, pero con una cadena lateral aciclica en lugar
de un ciclo completo de ribosa. Su actividad contra el virus varicela zoster (VZV) es algo
menor con respecto al HSV y es rclativamente débil contra HCMV. El aciclovir difunde
libremente a través de las células, pero solo sc activa en las células infectadas, hecho que le

confiere un alto indice de scguridad en el uso clinico. Hay dos aspectos destacables en el
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modo de accion del aciclovir: (i) su activacion especifica por el virus, y (ii) el mecanismo por

el cual la droga activada impide la replicacion del ADN.

Fig. 2.1. Estructura del aciclovir
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Tanto los nucledsidos naturales como sus analogos deben ser fosforilados a su forma
trifosfatada para participar en la replicaciéon del ADN. El primer paso de la activaciéon del
aciclovir, la formacion del monofosfato, es catalizado por la enzima timidina quinasa viral y
no por las quinasas celulares'', de ahi su baja toxicidad. Luego, las enzimas celulares son
capaces de continuar el proceso hacia la forma trifosfatada.

Durante la replicacion del ADN, el aciclovir trifosfato compite con el sustrato natural,
dGTP, por la ADN polimerasa y es incorporado al ADN en crecimiento. Dado que este
compuesto es mas afin por la ecnzima, queda incorporado preferencialmente a la cadena
naciente de ADN. La cadena de aciclovir posee un hidroxilo analogo al 5°, que se puede
fosforilar, pero carece del hidroxilo 3 presente en el sustrato natural, por lo tanto el
nucledtido siguiente no se puede unir y se paraliza la replicacion del ADN'*'?. Este fenémeno
se conoce como terminacion obligada de la cadena. Por otra parte, ¢l aciclovir se une
irreversiblemente a la polimerasa viral, inactivindola completamente'*"”.

Si bien esta droga resulté muy efectiva para reducir la severidad de las infecciones por
HSV, la aparicién de mutantes resistentes a la misma durante los tratamientos prolongados es
una de las razones de la bisqueda continua de nuevos agentes antivirales. [.a resistencia puede
provenir de tres mecanismos'®. El mecanismo mas comin es la incapacidad de expresar
niveles significativos de timidina quinasa, hecho que resulta en un bloqueo del sistema de
activacion. Estas cepas presentan una virulencia mucho menor en comparaciéon con la cepa

salvaje y, en particular, hay pérdida de la neurovirulencia en algunos sistemas animales
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modelo ". Otros mecanismos mas sutiles implican alteraciones menores en la timidina quinasa
o bien en la ADN polimerasa, de modo que las enzimas son incapaces de reconocer los
sustratos relacionados con la droga pero mantiencn sus funciones relativamente inalteradas.

Estas variantes virales ticnen propiedades biologicas mas similares a las cepas salvajes'®'’ y

son menos frecuentes. tanto en cultivo como cn clinica®®?'.

Resulta evidente que, al buscar nucvas drogas antiherpéticas, es ventajoso dcsarrollar
agentes quc combatan las cepas resistentes. Para cllo, ¢s necesario contar con compuestos que
presenten un modo dc accion alternativo al aciclovir.

El uso rutinario del método de placas para titular virus animalcs, llevé a descubrir que los
polisacaridos sulfatados, presentes en el agar utilizado para cubrir los cultivos celulares, eran
inhibidores de la replicacion dc algunos de los virus sembrados. Aunquc las propiedades
antivirales de los polisacaridos sulfatados se conocen desde hace cuarenta afios?, el
descubrimicnto dc la inhibicion de la replicacion del HIV (virus de inmunodeficiencia

.23.24

humano) por heparinas?* y otras sustancias polianionicas®?’ reactualizo el interés por estos

compucstos. Desde 1988, sc vio la extension del cspectro de accion de los compuestos

polisulfatados a otros virus envucltos® 2

. incluyendo a virus que emergen como patdogenos
oportunistas (como HSV y IICMV) en pacientes inmunosuprimidos.

El sindrome de inmunodcficiencia adquirida (SIDA) es el resultado de la infeccidn con
HIV tipos 1 y 2. El virus destruye progresivamente los linfocitos T (CD4") y afecta la funcion
dc otras células del sistema inmune (macréfagos y linfocitos B). En los pacientes con SIDA,
la formacion de sincicio (syncitiun, célula gigante) jugaria un rol importante en la destruccion
posterior de los linfocitos T4. Dicha formaciéon es inducida por la interaccion entre la
glicoproteina gp120, expresada cn la superficie de células infectadas con HIV, y el receptor
CD4 de células CD4" no infectadas. A su vez, la formacion de sincicio lleva a una destruccion
selectiva de las células CD4" no infcctadas. Los compuestos polisulfatados ofrecen
caracteristicas prometedoras como candidatos potenciales a drogas anti-HIV*’. Tienen la
capacidad de inhibir la replicacion de HIV en cultivos celulares a concentraciones de 0,01
pg/ml, sin resultar toxicos para las células huésped a concentraciones hasta 2,5 mg/ml.
Algunos de cstos compuestos presentan actividad diferenciada contra cepas diferentes de
HIV, sugiriendo que existen difercncias marcadas en las moléculas blanco con las que
interactian. No sdlo inhiben ¢l efccto citopatico de HIV, sino que también evitan la formacion
de sincicio inducida por este virus. Algunos experimentos llevados a cabo con muestras de

dextran sulfato de peso molecular crecientc y con ciclodextrinas suifatadas, con diferentes
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grados de sulfatacion, demostraron que la actividad antiviral aumentaba con pesos
moleculares y grado de sulfatacion crecientes.

No es estrictamente necesario contar con un esqueleto de hidrato de carbono para que los
compuestos polisulfatados presenten actividad anti-HIV, ya que existen compuestos con una
cadena central de carbonos que también demostraron su actividad in vitro. Como se demostro
con las ciclodextrinas sulfatadas, este tipo de compuestos pueden actuar sinérgicamente con
otras drogas anti-HIV, como azidotimidina (AZT). No se conocen casos de cepas virales que
hayan desarrollado resistencia hacia ellos y si resultaron activos contra mutantes de HIV que
se transformaron en resistentes a inhibidores de la transcriptasa reversa, entre ellos el AZT. A
partir de estudios llevados a cabo sobre su mecanismo de accidén, se concluye que los
compuestos polisulfatados ejercen su efecto anti-HIV formando un escudo que cubre los sitios
cargados positivamente del loop V3 de la glicoproteina gp120 de la envoltura viral. Este loop
V3 es necesario para la adhesion del virus al heparan sulfato de la superficie celular, como
sitio de unién primario, antes de unirse mas especificamente al receptor CD4 de las células
CD4". Este mecanismo también explica de manera general el amplio espectro de actividad de
los compuestos polisulfatados contra los virus envueltos. Las diferencias en la susceptibilidad
de los diferentes virus envueltos estan relacionadas con variaciones en la region de la
glicoproteina de la cubierta viral que interactia con los grupos anidnicos.

Por otra parte, los compuestos polisulfatados presentan ciertas desventajas. Su absorcion
por administracion oral es pobre, como fue demostrado en conejos, aunque su
biodisponibilidad puede mejorarse por modificaciones quimicas apropiadas. Una
ciclodextrina sulfatada modificada por sustitucién con grupos bencilo mostr6é una aceptacion
oral en conejos, con una vida media en plasma de 4 h. Cuando se administraron por via
intravenosa en conejos, los compuestos polisulfatados presentaron vidas medias desde 20 min
hasta 4 h. Cuando se administraron dextran sulfato y pentosan polisulfato por infusion
intravenosa continua a pacientes sintomaticos infectados con HIV, no se encontré actividad
contra este virus y los niveles de p24 y CD4 no variaron®. Mas atn, una administracién
intravenosa continua de estos dos compuestos demostrd ser toxica, contraponiéndose al
proceso de coagulacién y causando trombocitopenia, si bien la actividad anticoagulante podia
reducirse drasticamente por modificaciones quimicas adecuadas como se probd para la
heparina. Queda por demostrar la eficacia de los compuestos polisulfatados en la terapia y/o
profilaxis de infecciones retrovirales, tanto en animales como en humanos.

Ademas de considerar el tratamiento de pacientes que ya fueron infectados con HIV, es

importante pensar en la profilaxis y proteccion contra HIV y/u otras infecciones virales.
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Teniendo en cucnta que: (i) la causa de la mayoria de las infecciones con HIV en el mundo
entero es la transmision sexual; (i1) esta transmision es mediada por células mononucleares
que infectan células cpiteliales del tracto genital; (iii) los compuestos polisulfatados inhiben
eficientcmente la adhesion célula-célula; entonces cstos compuestos pucden considerarse
como potencialmente efcctivos en una formulacion vaginal para proteger contra una infeccion
con HIV. Lamentablcmente. la complejidad de la infeccion con HIV apagé las esperanzas
iniciales de encontrar rapidamente una vacuna. Atun cuando exista una vacuna disponible en
el mercado, tardaria afos cn ser accesible para la mayoria de las mujeres con mayor riesgo de
infeccion. Por cso, no hay que dcscartar ¢l desarrollo de estrategias alternativas de
prevencion, una de las cuales consiste en un producto vaginal en forma de gel, crema o
espuma. Zacharopoulos y Phillips® informaron sobre la efectividad de carragenanos para
proteger ratones contra la infcccion con HSV-2. Una solucion al 1% en carragenanos kappa,
iota o lambda evitaron la infeccion de casi todos los animales tratados con una dosis viral que
infectaba al 50% de los individuos control. Una solucion de la misma concentraciéon de
carragenano inhibio la infeccidn del 85% de los ratones inoculados con una dosis viral capaz
de infectar a la totalidad dc los animalcs control.

A continuacion se describen brevemente las caracteristicas estructurales de los compuestos
sulfatados con actividad antiviral empleados como testigos en la evaluacion de los
polisacaridos de M. fastigiata.

El dextrano es un polisacarido dc alto peso molecular producido a partir de sacarosa por
varias bactcrias, de las cuales Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc dextranicum son las
mas importantes comercialmentc. La cadena central consiste, en forma predominante, de
unidades a-D-glucosa enlazadas por la posicion 6; mientras que las ramificaciones ocurren
por enlaces a en las posiciones | 6 4. Los dextranos pueden diferir en la longitud de la cadena
y en el grado de ramificacion. Por hidrolisis parcial se obtienen fracciones de distintos pesos
moleculares promedio. El dextran sulfato (Fig. 2.2) se obtiene por sulfatacion, con acido
clorosulfonico y piridina, resultando un producto con dos a tres grupos sulfato por unidad de

glucosa.
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Fig. 2.2. Estructura de dextran sulfato y pentosan sulfato
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El pentosan sulfato (Fig. 2.2) es un producto de semisintesis obtenido por sulfatacion de un

D-xilano con enlaces B-(1—4), logrando practicamente un 100% de sulfatacion.

Fig. 2.3. Estructura de heparina persulfatada
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La heparina (Fig. 2.3) es el polisacarido sulfatado natural mas importante a nivel
terapéutico. Con fines comerciales, se aisla de pulmoén bovino o de mucosa intestinal porcina.
Las unidades repetitivas poseen pesos moleculares entre 5000 y 40000 Da, estan compuestas
por residuos alternados de acido urdénico (idurénico o glucurénico) y glucosamina con
uniones 1—4. Las unidades diméricas repetitivas de la heparina son variables, ya que no
todos los dcidos glucurdnicos estan epimerizados a acido idurénico, las glucosaminas pueden

estar parcialmente N-acetiladas y las N- y O-sulfataciones pueden ser incompletas.
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2.2. ANTECEDENTES SOBRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
POLISACARIDOS SULFATADOS AISLADOS DE NOTHOGENIA FASTIGIATA

En el contexto de los anteccdentes publicados sobre compuestos polisulfatados, se
comenzo el estudio de la actividad de los polisacaridos aislados de Nothogenia fastigiata y su

mecanismo de accion.
2.2.1. ACTIVIDAD ANTIHERPETICA DE F1Y F7

Damontc ef al.'’ evaluaron la actividad antiherpética de los xilogalactanos F1 y F7 vy
presentaron cvidencia sobre su modo de accidn. Se encontré una inhibicién de la replicacion
de HSV-1 cepa F dependiente de la dosis para F1 y F7 (Fig. 2.4). La concentracion necesaria
para inhibir ¢l nimero dc placas virales ¢n un 50%, I1Csp, fue de 24,0 y 15,0 pg/ml para F1 y
F7 respectivamente. El efecto citotdxico de los polisacaridos se evalud sobre células Vero
(células de rifion de mono verde africano) en el rango de concentraciones permitido por su
solubilidad (200 pg/ml) y sc estimd una concentracion requerida para inhibir la viabilidad
cclular en un 50%, CCso. mayor a 200 pg/ml. Por lo tanto, el indice terapéutico —definido
como el cociente CCso/ICso— fue estimado como superior a 8,3 para F1 y a 13,3 para F7. Los
polisacaridos quimicamente desulfatados, F1D y F7D, resultaron totalmente inactivos como
inhibidores de HSV-1, ain a una concentracion de 100 pg/ml.

La actividad antiherpética se cvalud sobre otras cepas de HSV-I1, incluyendo dos cepas
deficientes en timidinaquinasa (TK’) resistentes al aciclovir. Ambos compuestos inhibieron
todas las cepas ensayadas cn la misma medida aproximadamente, con ICsq en el rango 15,0-
32,6 pg/ml (Tabla 2.1). JF'ue por eso que el resto de los experimentos se llevaron a cabo
solamentc sobre la cepa F de HSV-1. A fin de determinar si Fl y F7 poscian propiedades
inactivantes de los virus, sc mezcl6 directamente una suspension de HSV-1 con cada uno de
los polisacaridos disueltos en medio de cultivo de mantenimiento, en concentraciones finales
entre 1 y 100 pg/ml. Lucgo de incubar 60 minutos a 37°C, las muestras fueron tituladas. No se
encontraron diferencias entre las suspensiones tratadas y sin tratar, ain a concentraciones de
xilogalactanos superiores a las ICso determinadas con anterioridad. Por lo tanto, no se

encontraron efectos virucidas directos de F1 y F7.
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Fig. 2.4. Accion de los polisacaridos sobre la viabilidad celular y la replicacion

de HSV-1 cepa F en células Vero
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Tabla 2.1. Actividad antiviral de F1 y F7 contra difercntes cepas de HSV-1

Cepa viral 1Csp (pg/ml)

Fi F7
F 24,0 15.0
KOS 21,3 18,7
B2006 24,4 22,5
Field 20,0 32,6

El xilogalactano mas activo fue F7, sobre el cual se realizaron estudios posteriores. En una
primera aproximacion, las células fueron tratadas con esta muestra a ticmpos variados durante

el ciclo de replicacion viral. El tiempo de adicion de F7 fue muy importante, porque el
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compucsto fue mas activo cuando se agreg6 en las ctapas mas tempranas del crecimicnto (en
simultaneo con el virus o durantc la primera hora de infeccién) y no tuvo efecto alguno
cuando se lo incorpord luego de | hora de infeccion. Pensando en que ¢l compuesto podia
bloquear la adsorcion viral, las células Vero fucron expuestas a HSV-1 en presencia o
ausencia de F7 y se dctermind la infectividad de las células unidas luego de tiempos de
incubacion variables. L.os resultados (Fig. 2.5.a) indicaron que F7 inhibia la adsorcion dado
quc el porcentaje de virus unido disminuyé significativamente en las células infectadas y
tratadas con respecto a las células sin tratar.

Con posterioridad sc analiz6 la posibilidad de que F7 ejerciera una accion inhibitoria en un
paso post-adsorcion, examinando cl efecto de F7 sobre la internalizacién de HSV-1. Primero,
las células se infectaron con el virus a 4°C a fin de permitir la adsorcion pero no la
penctracion viral. Después se aiiadio F7 a los cultivos, elevando la temperatura a 37°C para
comenzar la internalizacion. En cstas condiciones se midio la cantidad de virus internalizado,
por determinacion del nimero de ccntros infecciosos después de inactivar los virus
extracclulares con proteasa, que rcsultd similar en las células control y en las tratadas con F7
(Fig. 2.5.b).

En recsumen, cstos xilogalactanos resultaron activos en ICso entre 15,0 y 32,6 pg/ml. Al
mismo tiempo, no se detectaron efcctos citotoxicos en las células Vero a las concentraciones
permitidas por sus solubilidad. Los experimentos realizados sugirieron que F7 interferia con
un etapa muy temprana del ciclo replicativo de 1ISV-1. Mas especcificamente, ¢l cfecto
inhibitorio sobrc la adsorcion viral fue confirmado directamentc midiendo la cinética de
adsorcion de los viriones infccciosos en presencia del polisacarido. En contraste, F7 fue
completamente inactivo durante cl paso subsecucnte de internalizacion y tampoco inactivé al
virus directamente. como sc determino por incubacion de HSV-1 con F7 antes de inocular las
células. Esto sugirid que se requeria la prescncia simultanea de virus y célula huésped para

una accion inhibitoria mas cfectiva.
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Fig. 2.5. a) Efecto de F7 sobre la adsorcion de HSV-1 cepa F; b) Efecto de F7 en la

internalizacion de HSV-1 cepa F
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2.2.2. ACTIVIDAD ANTIHERPETICA DE LOS XILOMANANOS SULFATADOS

Las cinco fracciones de xilomananos sulfatados obtenidas de N. fastigiata® fueron
probadas para controlar su actividad antiviral contra HSV-1. Sélo F6 result6 interesante por
actividad anti-HSV-1 marcada®, inhibiendo el nimero de placas virales en un 50% a una
concentracion de 0,6 pg/ml (ICsq). Se analizé entonces su eficacia frente a varios virus ADN
y ARN, resultando activa contra HSV-2, HCMV, virus influenza A, virus influenza B, virus
respiratorio sincicial (RSV), Junin, Tacaribe, HIV-1, HIV-2 y virus de inmunodeficiencia de
simios (SIV) (Tabla 2.2). Esta fraccidn mostr6 un espectro de actividad antiviral claramente

distinto al de otro polisacarido sulfatado, dextran sulfato (DS, PM 5000), utilizado como
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control. Result6 menos activa frente a HIV-1 y HIV-2, pero tuvo una mejor respuesta frente a
SIV. La CCsy de F6 para el crecimiento celular de células Vero, de pulmén de embrion
humano (HEL) y Hel.a fuec de 100 pg/ml; mientras que el crecimiento de las células MT-4 se

redujo al 50% a una concentracion de F6 de 33 pug/ml.

Tabla 2.2. Efecto inhibitorio de F6 sobre la replicacion de varios virus ADN y ARN

Virus Cultivo ICs (ng/ml) CCsa(pg/ml)?*
celular  T6 DS F6 DS

HSV-1 (cepa F) " Vero 0.6 2.1 118 >200
HS V-1 (ccpa KOS) Vero 1,5 1,9

HSV-2 Vero 2.5 1.8

HCMYV (cepa AD169) HEL 10 0.4 100 >200
HCMYV (cepa Davis) HEL 2.8 0.1

Poliovirus Vcero >50 >200

Influenza A MDCK?" 0.2 8 n.d. n.d.
Influenza B MDCK 20 >200

Parainflucnza 3 Vero >100 >200

RSV Hel.a® 0.9 1,6 100 >200
Virus Junin Vero 10 S

Virus Tacaribe Vero 7,8 3.2

HIV-1 MT-4¢ 13.7 0.1 33 >500
Hiv-2 MT-4 13.4 0,03

SIv MOIL.T-4° 0,4 10

*Determinada para la inhibicion del crecimiento celular de células Ver. HEL y HelLa y el
ensayo MTT para células MT-4.

®MDCK. células de rifion canino Madin Darby.

‘HeLa, células de adenocarcinoma cervical.

MT-4. células T4 transformadas por infeccion con el retrovirus HTLV-1 (human T-cell
leukemia virus type 1).

*‘MOLT-4, linfoblastos T cn leucemia linfoblastica aguda.
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2.2.3. EFECTO DE F6 SOBRE LA ADSORCION VIRAL

Se determind que la actividad anti-HSV de F6 se expresaba en un estadio temprano del
ciclo de replicacion de HSV-1*, dado que la replicacion se inhibia solamente cuando el
compuesto estaba presente durante el periodo de adsorcion viral. A fin de determinar si este
polisacérido inhibia la adsorcion viral, se hicieron experimentos donde F6 se expuso a las
células: (i) solo durante el periodo de adsorcién, tratamiento A; (ii) solo después de la
adsorcidn, tratamiento B; (iii) durante y después de la adsorcion, tratamiento C. En todos los
casos, las células se infectaron con el mismo nimero de unidades formadoras de placas (PFU)
de HSV-1 y se permitié la adsorcion viral a 37°C durante 1 h, en presencia o ausencia de F6.
Luego se removieron F6 y el virus no adsorbido. Las células fueron cubiertas con medio de
cultivo, con o sin F6, e incubadas durante tres dias para determinar finalmente el nimero de
placas. El experimento demostré que el compuesto perdia toda su actividad antiviral cuando
no estaba presente durante el periodo de adsorcién (Tabla 2.3). 1.os resultados obtenidos para
la presencia de F6 durante la adsorcién y durante todo el periodo de incubacion fueron

similares.

Tabla 2.3. Influencia de la presencia de F6 en periodos de tratamiento variados sobre su
actividad anti-HS V-1

Tratamiento F6 presente (pg/ml) Nimero de Inhibicion
durante la adsorcion luego de la adsorcion placas® (%)

Ninguno 0 0 56 0

A 3.3 0 6 90

B 0 33 54 4

C 3,3 3.3 8 85

*Cada valor es el promedio de ensayos duplicados.

El efecto inhibitorio de F6 sobre el proceso de adsorcion a la célula huésped se evalud
monitoreando la unién del virus a las células en presencia del polisacarido. Las células Vero
fueron incubadas con HSV-1 durante 30 minutos, a 4°C —para pcrmitir adsorcion pero no
penetracion viral-, en presencia de varias concentraciones de F6. Al cabo de este tiempo se
determind la infectividad de las células unidas a virus (Fig. 2.6). La infectividad asociada a las
células Vero result6 inhibida por F6 de una manera dependiente de la concentracion, con una

leo de 0,25 pg/ml
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Fig. 2.6. Efecto de F6 sobre la adsorcion de HSV-1
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Cuando se midio el efecto de F6 sobre la inhibicion de la union de HCMV (cepa Davis)
marcado radioactivamente a células HEL, se obtuvo una ICsp de 16 pg/ml (Fig. 2.7); mientras
que DS presentd una 1Csy de 0,8 pg/ml en las mismas condiciones. El experimento se siguio
por la radioactividad de las células asociadas luego de 30 minutos de incubacion; los datos
mostrados son el resultado de tres experimentos separados. Ademas cuando F6 estaba
presente durante la infeccion a 100 pg/ml, redujo la expresion de antigenos tempranos de

HCMV en las 24 h posteriores a la infeccion en un 96% con respecto a los cultivos control.

Fig. 2.7. Efecto inhibitorio de F6 sobre la union de HCMV (cepa Davis) a células HEL
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A fin de comprobar si F6 también interferia con un evento post-adsorcion, se examind el
efecto de F6 sobre la penetracion de HSV-1. Las células se infectaron con HSV-1 a 4°C para
permitir la adsorcion pero no la internalizaciéon viral, se incubaron luego con F6 y la
temperatura se elevé a 37°C, para iniciar la entrada del virus. En estas condiciones, la cantidad
de virus internalizado fue similar en las células tratadas con y sin F6. Por lo tanto, F6 parece
no influir en la penetracién viral.

En conclusion, el xilomanano 6 demostrd ser activo contra una variedad de virus
envueltos. Los tipos 1 y 2 de HSV, influenza A, RSV y SIV fueron los mas sensibles a F6,
con valores de ICso dos a treinta veces menores que los correspondientes a DS (PM 5000). A
su vez, estos valores eran al menos cien veces menores que las concentraciones citotdxicas
(Tabla 2.2). Por lo tanto, F6 puede considerarse como un inhibidor selectivo de estos virus. La
actividad inhibitoria completa se logré sélo cuando el compuesto estaba presente durante el
periodo de adsorcion viral. Las células que habian sido incubadas con F6 durante este periodo
no mostraron uni6n a HCMV marcado radioactivamente, ni tampoco a HSV-1. Ademas F6
evitd la expresion de antigenos tempranos de HCMV que se expresan apenas terminada la
infeccion. La internalizacion, un evento posterior a la unidn virus-célula, no fue interferida
por el polisacarido sulfatado, por lo cual el mecanismo de acciéon puede atribuirse a la
inhibicién de la adsorcion viral.

Los resultados encontrados estan de acuerdo con estudios previos sobre la actividad
antiviral de polisacaridos sulfatados como DS y heparina. El mecanismo de accion de estos
compuestos se atribuyé a una interaccion de la unién del virus a las células®>™°, Los
proteoglicanos de heparan sulfato presentes en la superficie celular podrian actuar como
receptores iniciales de HSV tipos 1 y 2, de virus de pseudorrabia, herpes virus bovino y
HCMV?**?"*! [ a heparina interactia con las glicoproteinas virales que estan involucradas en
la unién inicial del virus a la célula. De esta manera, por analogia con otros polimeros
sulfatados, se propuso que F6 interactuaria con dominios cargados positivamente de¢ estas
glicoproteinas, formando un escudo sobre los dominios ¢ impidiendo que el virus se una al
heparan sulfato negativamente cargado®.

Quedo por elucidar por qué F6 tenia un espectro antiviral distinto de DS, en especial por
qué era mas activo que DS contra los virus de influenza, RSV y SIV y lo era menos contra
HCMYV y HIV. Esta actividad diferenciada podria estar relacionada con la distribucion de los

grupos sulfato sobre la cadena central.
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2.2.4. ACCION INHIBITORIA DE F6 SOBRE LA GLICOPROTEINA C

Teniendo en cuenta que la glicoproteina C (gC) de HSV-1 esta basicamente involucrada cn
la adhesion del virus al heparan sulfato de la superficie cclular®’, scria probable que la
interaccion de FF6 con gC impidiera la unién inicial del virus a la célula huésped. Sc sabe que
gC de HSV-1 actiia como un receptor para el tercer componente del complemento C;b* y
también se propuso un rol dc gC cn la proteccion de la envoltura del virus y la infeccion de la
superficie celular contra ¢l dafio por el complemento®. Esta misma glicoproteina también
inducce la actividad hemoaglutinante de HSV mediando la union de HSV al heparan sulfato de
la superficie del critrocito**®. A fin de confirmar que gC era el blanco principal de la
actividad antiherpética de F6. Pujol et al.*' cstudiaron el efecto de cste compuesto sobre estas
propiedades relacionadas con gC dec HSV-1.

Esta demostrado que gC ticnc la habilidad de unirse a Cs3b*’. Para probar cl cfecto
interfecrentc de F6 sobre esta capacidad de union de gC a Csb, se empled una técnica de
formacion de roscta entre células Vero infectadas por HSV-1 —quc exponen gC en la
superficic celular— y critrocitos de carncro recubiertos de C;b (Fig. 2.8). Se sensibilizaron los
eritrocitos con suero subaglutinante de conejo, anti-critrocito de carncro. Los globulos rojos
asi sensibilizados (EA) sc lavaron e incubaron con suero de raton deficiente ecn Cs (para evitar
el proceso dc lisis subsiguicntc a la union por Csb). La preparacion final. consistente cn
EAC;b. sc reservo. Por otra parte. sc infectaron células Vero con HSV-1 (cepa F) con 24
horas de anticipacion y se¢ mczclaron con los eritrocitos recubiertos de Csb. Se detecto la
presencia de rosctas por tincion. requiriendo al menos 5 eritrocitos adheridos a una célula
Vero para dar una roscta. A fin de bloquear la union a Csb, las células infectadas se pre-
incubaron con difcrentes concentraciones de F6, antes de incorporar los eritrocitos EAC;b
(Fig. 2.9). La presencia dc F6 cn la mczcla durante la incubaciéon de las células Vero
infectadas con los eritrocitos rcdujo la formacion de rosetas de un modo dependiente de la
concentracion similar al obscrvado para la inhibicion de la produccion viral. La concentracion
requerida para reducir la formacion de rosctas en un 50% (1Csq) de F6 fuc de 0,90 pg/ml, en el
mismo orden quc la ICsy determinada con anterioridad (0,66 pg/ml). En general, se
obscrvaron rosctas con mas dc 15 eritrocitos unidos a una célula infectada, micntras que
ningun glébulo rojo normal se unié cn presencia de F6. Tampoco se formaron rosctas en las
mezclas control de células sin infectar cuando sc incubaron con eritrocitos. o cuando células

infectadas sc incubaron con eritrocitos sensibilizados s6lo con anticuerpos (pero sin recubrir
de C3b)
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Fig. 2.8. Influencia de F6 en la formacion de rosetas entre células infectadas con HSV-1 y eritrocitos

recubiertos con C;b
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Fig. 2.9. Efecto de 16 sobre ¢l rendimiento viral de HSV-1 y la formacion de rosetas
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Finalmente, F6 también resultd efectiva en la inhibicion de la capacidad hemoaglutinante

dc HSV-1. una propicdad comun a todos las ccpas de laboratorio que expresan gC y a las
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aisladas clinicamente de HSV-1™. La menor concentracion de F6 que suprimié por completo

la hemoaglutinacion inducida por 8 unidades hemoaglutinantes de HSV-1 fue de 0.39 pg/ml.
un valor que tambicn csta dentro del orden de la dosis antiviral efectiva.

En conclusion, los resultados confirman que tres actividades mediadas por gC —adsorcién
viral, union a C3b y hemoaglutinacion— son igual y efectivamente bloqueadas por el
xilomanano F6. Esta cvidencia es consistente con la interaccion de F6, como lo hacen otros
polimeros sulfatados, con los dominios cargados positivamente de la glicoprotcina, actuando
como un escudo para estos dominios y evitando la union del virus al heparan sulfato cargado
negativamente.

Se postula que la interaccion de gC con Csb regula negativamente la respuesta innata del
huésped a la infeccion viral. Es claro que gC es escncial para que el virus evada su
inactivacion mediada por el complemento y la lisis de las células infectadas*. Considerando
que gC cs la unica glicoproteina de HSV-1 que sc une a Csb, el bloqueco de F6 sobre csta

actividad bioldgica sustenta la teoria de que F6 interactia con csta glicoproteina.
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CAPITULO 3
ANALISIS ESTRUCTURAL DEL SISTEMA DE
XILOMANANOS SULFATADOS DE
NOTHOGENIA FASTIGIATA

3.1. EXTRACCION, AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO

A fin de llevar a cabo el analisis estructural
exhaustivo de los xilomananos de Nothogenia fastigiata
(Bory) Parkinson', se comenzo este trabajo de Tesis
realizando un nuevo procedimiento de extraccion y
fraccionamiento segtin el procedimiento descripto con
anterioridad® (Secciéon 1.4). En lineas generales, este
nuevo fraccionamiento (Tabla 3.1, Apéndice A.1) fue
coherente con el previo (Tabla 1.6). A fin de asegurar
un intercambio  efectivo de los cationes
alquiltrimetilamonio por sodio, las fracciones F2, F4,
F5 y F6 se trataron con soluciones de cloruro de sodio —

cada una en la concentracion correspondiente a su

redisolucion— dando las fracciones F2°, F4", FS" y F6".
La composicion en hidratos de carbono de los polisacaridos de partida y de los tratados con
cloruro de sodio resultaron similares, a pesar de la recuperacion incompleta del material. En
particular, se mantuvo el contenido de galactosa en F2'y F4".

El analisis de la Tabla 3.1 sugiere que la solubilizacion en soluciones de cloruro de sodio
de las sales de cetrimida de los xilomananos sulfatados dependi6 fundamentalmente del
contenido de ramificaciones simples de D-xilosa. So6lo aquellas fracciones con niveles de
xilosa similares se separaron de acuerdo con su grado de sulfatacion. Asi por ejemplo, F2" y
F3, con porcentajes molares similares de xilosa, se resolvieron segin su contenido de sulfato;
F3 y F4’, con el mismo porcentaje de sulfato, se fraccionaron siguiendo un orden decreciente
de ramificaciones; F5" y F6', verdaderos mananos, presentaron una redisolucion dirigida por

el contenido de sulfato.
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Tabla 3.1. Composicion, rendimicnto y peso molecular de los xilomananos sulfatados

Xilo-manano NaCl Rend. Sulfato  Proteina  Peso Xil:S:Man’ Composicion en
molecular monosacaridos
(% molar)

M) (%) (% SO:Na) (%) (relacion molar) Man  Xil  Gal

F2 1,0 5.8 n.d. nd. 11000 6l 23 16

F2’ 1.0 69.7° 17,6 (~14)° 10, 12000 34:59:100 62 22 16

F3 1.5 10,8 26,1(~29) 10,6 39100 28:84:100 74 20 6

F4 2,0 8,7 n.d. nd. 35500 78 18 4

F4’ 2.0 59,9 26,0(~32) 4,8 21900 20:72:100 82 16 2
FS 3.0 18.2 n.d. n.d. 14300 n.d
FS§’ 3,0 32,2 153(~16) 59 6400 2:31:100 98 2
F6 4,0 14,9 31,3 n.d. n.d. nd.

F6’ 4,0 398 31,7(~33) 6,6 30000 2:82:100 98 2 -

*Xilosa:sulfato:manosa.

*Rendimientos: porcentajes del total recuperado (52,7 % sobre polisacaridos solubles en agua).
‘Rendimicntos de F2°-F6": porcentajes de masa recuperada luego del tratamiento con soluciones de
NaCl de la concentracion indicada.

9Entre paréntesis sc indica cl porcentaje calculado a partir del analisis por metilacion.

Las rotaciones opticas dc F3, F5y F6° resultaron similares cuando se midicron en agua,
DMSO, agua-DMSO 1:1, NaCl 0,1 M y NaCl 0.5 M, a saber: F3, [a], +13,1 a +18,6°% F5°,
[a]lp +74,3 a +79.5°% F6', [a], +55,2 a +64,2°. Las correspondientcs a F2'y F4' se
determinaron solamente en agua y en NaCl 0,5 M, sicndo los valores respectivos: F4', +21,7
y +23,3% F27, -1,3 y 13,0° El manano F5" desulfatado habia presentado una rotacién éptica
cn agua de +93,2° similar a la informada para el metil 3-O-a-D-manopiranosil-a-D-
manopiranésido (+94,8°, cn agua)’. La rotacion medida en agua para el producto de
desulfatacion de F6’, F6'Des (ver Seccion siguicnte), fue algo menor: +80,3° pcro al
aumentar la fuerza ionica el valor alcanz6 practicamente al del disacarido (+92,6°, NaCl 0,1
M). Estos datos sugiricron que estos xilomananos poseen una conformacion al azar en
solucion y que los grupos sulfato presentes no son determinantes de una forma mas ordenada.

En la Tabla 3.2 se muestran el contenido dc sulfato, la composicion de los cationes que
actian como contraiones de los grupos sulfato y el grado de polimerizacion determinado por
un método quimico (cuantificacién colorimétrica del contenido de extremos reductores®).

Teniendo en cuenta que ¢l fraccionamiento de cstos polisacaridos sc efectud por precipitacion
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con cetrimida y redisolucion en soluciones de cloruro de sodio, el predominio de contraiones

calcio y magnesio resulto completamente incsperado.

Tabla 3.2. Composicion y grado de polimerizacion promedio de los xilomananos de N. fastigiata

Xilo-manano Sulfato Contraion Masa promedio DP
(% cquiv) de cada unidad®  promedio®
(% SO;Na) Ca” mg”' Na'
F2’ 17,6 73,8 17,2 9,0 271 44
F3 26,1 48,1 20,8 31,0 288 136
F4’ 26,0 72,5 22,1 5,4 264 83
F§° 15,3 49,7 15,0 35,3 197 32
Fé’ 31,7 77,1 17,6 5,2 249 120

"Calculado a partir de las relaciones molares xilosa:manosa:sulfato de la Tabla 3.1.

®Calculado a partir de los pesos moleculares de la Tabla 3.1.

3.2. METILACION Y DESULFATACION-METILACION

El andlisis estructural de los polisacaridos comenzd con un estudio por mectilacion.
Teniendo en cuenta que F5'y F6” tenian relaciones molares xilosa:sulfato:manosa de 2:31:100
y 2:82:100 respectivamente, se tomé a estas fracciones como punto de partida para seguir un
orden de complejidad creciente. Ambos mananos revelaron la presencia de una cadena lineal
de residuos de D-manosa con uniones 1-3, con muy baja proporcion de ramificaciones
simples de D-xilosa (Tabla 3.3), por lo tanto casi todas las unidades sustituidas derivaban de
residuos sulfatados. El manano F5° presenté un grado de sulfatacion del 33 %, con respecto al
total de las unidades de manosa, con sustitucion casi exclusiva en la posicion 6. En cambio,
F6' cstaba sulfatado tanto en la posicion 2 (56 %) como en la 6 (37 %), ademas de existir la
posibilidad de proporciones mecnores de unidades disulfatadas. En ambas fracciones se
considerd que las ramificaciones simples de xilosa estaban ubicadas sobre la posicion 2 de las
unidades de manosa, por cxtension con respecto a los resultados observados para F2" y F4",
como se vera mas adelante.

La desulfatacion de F6°, con cloruro de hidrogeno en metanol, dio un producto -F6'Des—
poco soluble en agua, con un 87 % de reduccion de los grupos anionicos (Tabla 3.3) y escasa
degradacion (PM 11600). EI mismo tratamiento aplicado sobre F2° y F4" permitié obtener
F2'Des y F4'Des con 75 y 77 % de desulfatacion respectivamente (Tabla 3.4).
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Tabla 3.3. Composicion (moles por 100 moles de manosa) de 3, F5°y F6 permetilados

y F6’desulfatado permetilado

Monosacarido F3? Fs’ Fé6’ 16" Des®
2,3,4-Me; Xil 31 5 3 5
2,4,6-Me; Man 7 61 9 76
2,3,6-Me; Man tr tr
4,6-Me, Man 45 3 52 7
2,4-Me, Man 15 29 31 6
6-Me Man 4 1 1
4-Me Man 29 tr 5
2-Me Man tr 2 tr
Man - 5 2 3

®Con fines comparativos (Ref. 2).

°F6° Des contenia ademas 2,6-di-(O-metilmanosa (7 %).

Tabla 3.4. Composicion, rendimiento y peso molecular de los xilomananos

desulfatados

Xilo-manano  Sulfato Xil:S:Man®  Composicion en monosacaridos
(% molar)
(% SO;Na) (relacion molar)  Man Xil Gal
F2" Des 4.4 (~) 51:12:100 57 29 13
F4’ Des 5,8(~) 29:12:100 76 22 2
F6' Des 4,0(~) 2:7:100 98 2 -

X ilosa:sulfato:manosa.

“Entre paréntesis se indica el porcentaje calculado a partir del analisis por

metilacion.

La metilacion por el método de Hakomori’, con metilsulfinilmetanuro dec  sodio
(metilsulfinilcarbanion) y iodometano en dimetilsulfoxido, de las sales de trietilamonio® de
['2” dio un alto porcentaje de submetilacion. Se probaron entonces N-Oxido de 4-
metilmorfolina (monohidrato)-DMSO’ y cloruro de litio-DMSO® como sistemas de solventes
propuestos para la alquilacion de celulosa, manteniendo la misma basc y ¢l agente metilante.
Nuevamente se obtuvo un alto grado de submetilacién. Para la alquilacion de la celulosa o
cualquicr otro polisacarido se necesitan sistemas disolventes que formen una solucion
verdadera, ya que debe evitarse cualquier efecto que bloquee a los grupos hidroxilo. Ademas

de su basicidad, ¢l anion dimetilsulfinilmetanuro c¢s reactivo frente a grupos carbonilo y es
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sensible a la temperatura. Es por eso que no son convenientes sistemas de solventes que
contengan agua o grupos carbonilo para la alquilacion de celulosa con este carbanion.
Joseleau et al.” propusieron al N-6xido de 4-metilmorfolina (MMNO), en sus varias formas de
hidratacion, como solvente verdadero no degradativo de paredes celulares de plantas y de
polisacéaridos de origen bacteriano, aunque no postularon ningin mecanismo de solvatacion.
Petrus et al.® propusieron el uso de cloruro de litio en DMSO como un solvente para celulosa
compatible con procesos eficientes de alquilacion. La capacidad de una solucion de cloruro de
litio en un solvente polar aprotico para disolver a la celulosa puede atribuirsc a la interaccion
de los atomos de litio —pcrtenecicntes a pares ionicos solvatados y no disociados en una
molécula de cloruro de litio— con los atomos de oxigeno de los hidroxilos de la celulosa. A
concentraciones suficientemente altas, estas interacciones rompen las uniones hidrogeno entre
cadcnas de celulosa. La accion cooperativa del solvente aprotico parece solo incrementar este
efecto, es decir, cl cfecto principal es producido por el cloruro de litio no disociado en
solucion. Las propicdades caracteristicas del cloruro en el par idonico LiCl relacionadas con la
disolucion dc la celulosa estarian vinculadas con el cation litio mas electropositivo,
comparado con ¢l bromuro de litio sin disociar, dada la naturaleza dc basc dura del cloruro
(con respecto al anion polarizable bromuro como basc blanda). La existencia simultanea de
una union hidrogeno débil por el cloruro seria menos probable, porque la union hidrégeno-
cloro en un solvente aprdtico, fuertemente polar y con oxigeno, es muy poco probable. En
resumen, los autores proponen que los atomos de litio, de moléculas de cloruro de litio sin
disociar en un solvente aprético polar, interactian con los atomos de oxigeno de los grupos
hidroxilo de una mancra analoga a la union hidrégeno que ocurre entre los protones del agua
y los hidroxilos. A diferencia del agua, el cloruro de litio es capaz de intérrumpir la formacion

de uniones hidrogeno entre cadenas de celulosa para lograr su solubilizacion.

Fig. 3.1. Solvatacion de la celulosa por LiCl-DMSO
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La metilacién completa de F2° y F2'Des se logré con un procedimiento sccuencial,
aplicando primero una metilacién segin el método de Haworth’, segin la técnica descripta
por Cerezo'®, seguida de una permetilacion segun Hakomori. Los datos no pudieron ser
interpretados considerando al material como un xilogalactomanano sulfatado. sino como una
muestra formada por un complejo de un xilano (7-8 % molar para F2° y 9-10 % molar para
F2'Des), un galactano (F2', 10-11 %; F2'Des, 15-16 %) y un xilomanano'' (F2°, 81-83 %,;
F2'Des, 74-76 %) (Tabla 3.5). De acuerdo con este modelo, los residuos de xilosa dimetilados
derivaban del xilano tipo “uniones mixtas”, las galactosas provenian dcl galactano de la
familia del agar poco sustituido con xilosa y sulfato, micntras que las manosas y la xilosa

trimetilada derivaban del xilomanano.

Tabla 3.5. Composicion (moles %) de F2°, xilomanano F2°, F2'Des y xilomanano F2'Des

permetilados

Monosacarido F2’ Xilomanano F2'Des Xilomanano
F2’ 1'2'Des

2,3,4-Me; Xil 25 29 18 23
2,3,4,6-Me, Gal |
2,4-Me; Xil 1 2
2,3-Me; Xil 7 8
2,4,6-Me; Man 8 10 32 43
2,4,6-Me, Gal 7 7
2,3,6-Me;: Man 1 2
2,3,6-Me, Gal 2 5
4,6-Me; Man 29 37 18 24
2,6-Me; Gal | 2
2,4-Me, Man 4 5 2 3
6-Me Man 1 ] 2 2
2-Me Gal 1
4-Me Man 11 14 2 3
Man 2 2 | 2
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Tabla 3.6. Composicion (moles %) de F4’, xilomanano F4', F4'Des y xilomanano

F4'Des permetilados

Monosacarido F4’ Xilomanano F4'Des Xilomanano
F4’ F4'Des’

2,3,4-Me, Xil 12 12 19 20
2,4,6-Me;y Man 5 5 47 48
2,4,6-Me, Gal 3 1
2.3.6-Mc, Gal |
4,6-Me; Man 43 45 23 24
2,4-Mc, Man 10 10
6-Me Man 2 3 2 1
2-Me Man 1 1
4-Mc Man 21 22
Xil 1
Man 2 2 7 7

’En F4~ se detecté ademas Gle (1 %).

La fraccion F4' presentd un comportamiento similar frente a la metilaciéon, pero el
tratamiento cn dos etapas aplicado a F2° permitio cumplir el objetivo. En cambio, F4'Des
pudo mctilarse cn un solo paso siguiendo cl procedimicnto de Hakomori. Esta vez, no se
obscrvé la presencia de xilano y solamente una pequeiia proporcion de galactano fuc
detectada (1-3 %) en los productos metilados derivados de F4' (Tabla 3.6). En las Tablas 3.5
y 3.6 puedc observarsc un pequefio porcentaje de submetilacion que impidié hacer un balance

riguroso de los sustituyentes.

3.3. ESPECTROSCOPiA INFRARROJA

La espcctroscopia infrarroja (IR) resulta util para el estudio de polisacaridos sulfatados
debido a quc pueden obscrvarse bandas a: (i) 1240 cm’!, correspondientes a la vibracion de
tension S=0; y (ii) 800-900 cm’, correspondientes a la tension C—O—S, cs decir, la de la
union C—O modificada por la presencia de la union O—S y viceversa'’. Mas
especificamente, cn monosacaridos sulfatados la banda a 1240 cm’! indica la presencia de
grupos sulfato en gencral; mientras que la sulfatacion sobre hidroxilos primarios (sobre C-6)
origina una banda a 820 cm™, en hidroxilos secundarios ecuatoriales (C-3 6 C-4 de manosa)

aparece a 830 cm™ y cn hidroxilos secundarios axiales (C-2 de manosa) a 850 cm’'. Estas
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sefiales pudieron ser confirmadas también en polisacaridos

. La aplicacion de esta
espectroscopia se vio impulsada por el desarrollo de la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR). Asi por ejemplo, en 1993 Chopin y Whalen'® pudieron
diferenciar distintos tipos de carragenanos por la presencia o ausencia de bandas
caracteristicas, con muestras de alga molida sin extraccion previa.

El analisis por IR de las fracciones F3 y F5 realizado en 1987% mostro una banda ancha de
absorcién a 850 cm™, indicando el predominio de grupos sulfato en posiciones axiales pero
sin la resolucion suficiente para discriminar entre grupos sulfato primarios o ecuatoriales. LLos
espectros FT-IR de F6" y I3 (provenientes del fraccionamiento efectuado durante este trabajo
de investigacion) mostraron sefiales anchas con méaximo a 843 cm™ (sulfato secundario axial)
y un hombro a 815-820 cm™ (sulfato primario). La segunda derivada de cada grafico permitio
distinguir dos picos a 843 y 825 cm™. El espectro de FS* mostrd una banda ancha centrada en
802 cm™', mientras que el calculo de la segunda derivada revelé una absorcion fuerte a 823
cm’ (sulfato primario). Las fracciones F2'y F4' presentaron también bandas anchas con
méximo a 843 cm’ y un hombro a 820-824 cm™. Estos resultados estan de acuerdo con el
esquema de sulfatacion delineado por el andlisis por metilacion y desulfatacién-metilacion:
solo F5° presentaba sulfatacion exclusivamente en C-6, las demds fracciones estaban

sulfatadas en C-6 y C-2 en proporciones considerables.
3.4. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La asignacion de los espectros RMN de las fracciones F2°, F3, F4°-F6°, desarrollado en las
Secciones 3.4.2'y 3.4.4, se llevd a cabo tomando como base los antecedentes bibliograficos de

las Secciones 3.4.1 y 3.4.3 sobre mananos, xilomananos y oligosacdridos relacionados.
3.4.1. RMN “C. INTRODUCCION

La asignacion de los espectros de RMN "°C de las fracciones F2'-1'6"se realizo teniendo en
cucnta los antecedentes bibliograficos que se indican a continuacion sobre mananos,
xilomananos y oligosacaridos relacionados.

En 1982, Hara er al.'® asignaron el espectro RMN '>C de un D-manano con uniones a-
(1-3) aislado del hongo Dictyophora indusiata Fisch.: 102,8 (C-1); 70,6 (C-2); 79,0 (C-3);
67,1 (C-4); 74,4 (C-5); 62,1 ppm (C-6) (a 68°C; desplazamientos quimicos relativos a 1,4-

dioxano, 67,4 ppm). En 1988, Hara y col. continuaron trabajando con dos fracciones de D.
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indusiata'’, T-3-M y T-3-M’, cuyas estructuras correspondian a D-mananos lincales con
enlaces a-(1-3). La fraccion T-3-M era insoluble en agua y DMSO, pero podia disolverse en
hidréxido de sodio de concentracion mayor a 2 M; su rotacion optica fue medida en este

solvente ([on],,|7

4119,2). La estructura de la cadena lineal de manosa se determind por
metilacion con metilsulfinilcarbaniéon y ioduro de metilo sobre ¢l material disuclto en
MMNO. La segunda fraccion, T-3-M’, mostré seiiales a 20,5 y 170,3 ppm en su espectro
RMN "*C consistentes con la presencia de grupos acetilo, cuya cuantificacion demostrd que se
encontraban ¢n una abundancia de ~1,8 %. Los desplazamientos quimicos correspondientes a
la cadena de manosa sin sustituir se asignaron a: 101,6 (C-1); 69,4 (C-2); 78,5 (C-3); 65,9 (C-
4); 73,6 (C-5); 61,4 ppm (C-6), para un espectro registrado en Me,SO-ds a 60°C, con TMS
como referencia externa. Observaron ademas picos a 63,4 y 70,6 ppm que atribuyeron a C-6 y
C-5 de unidades 6-O-acctiladas. Por adicion de NaOD, estas dos ultimas sefiales
desaparccieron y las atribuidas al grupo acetilo se desplazaron hacia campos mas bajos: 25,0

(CH3 de CH3COONa) y 175,1 ppm (C carboxilico de CH;COONa).

Tabla 3.7. Asignacion del espectro de RMN "’C de 3-O-(a-D-manopiranosil)-D-manopiranosa®

Residuo C-1 C-2 C3 C-4 C-5 C-6

a-D-Man (r) 94,52 70,85 78,41 66,99 73,06 61,42
B-D-Man (r) 94,03 71,39 80,86 66,51 76,44 61,42
a-D-Man 102,79 70,85 70,50 67,28 73,77 61,42

*Desplazamientos relativos a tetrametilsilano (estandar interno).

*Extremo reductor.

En 1983, Awad ef al.'® publicaron una sintesis del disacarido 3-0-(a-D-manopiranosil)-D-
manopiranosa e identificaron los desplazamientos quimicos correspondientes a todos los
carbonos (Tabla 3.7).

Allerhand y Berman'® publicaron un método de aproximacién sistematica al analisis de
espectros RMN '>C de hidratos de carbono complejos, comenzando por residuos de a-D-
manopiranosas en oligosacaridos. Presentaron un método para calcular los desplazamientos
quimicos de cualquier residuo de a-D-manopiranosa unido a otros (en C-1, C-2, C-3, C-4, C-
5, C-6 o combinacioncs), tomando como base los desplazamientos quimicos de ciertos
manooligosacaridos. Para ello, presentaron dos conjuntos de datos: (i) las sefiales de a-D-

manopiranosas terminales no reductoras involucradas en uniones 152, 153, 14, 155,
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1—6 a otras a-D-manopiranosas; y (ii) los efectos de la sustitucion con a-D-manopiranosa
sobre C-2, C-3, C-4, C-5 y C-6 de otra a-D-manopiranosa. En la Tabla 3.8 se enumeran los
efectos de la a-D-manosilacion sobre todos los carbonos de la unidad sustituida. En cada caso,
los resultados fueron obtenidos tomando los desplazamientos quimicos de un residuo ubicado
a continuacion del extremo terminal no reductor de un oligosacarido (por ejemplo, el residuo
B en C-B-A, donde A es el extremo reductor) y restandole la sefial “de referencia” del
carbono correspondiente, ubicado en el extremo terminal no reductor del oligosacarido que
surge de la remocion del terminal no reductor en el oligosacarido original (el residuo B en B-
A). Los desplazamientos quimicos de la mayoria de los carbonos de un residuo de manosa se

ven afectados de maneras diferentes y especificas por manosilacion de C-2, C-3, C-4 y C-6.

Tabla 3.8. Cambios en los desplazamientos quimicos de residuos de a-D-manopiranosa y B-D-

manopiranosa por a-D-manosilacion de uno de sus carbonos no anoméricos

Tipo de union® Cambios en desplazamientos quimicos®

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
20, -1,53 +8,23 -0,31 +0,17 +0,02 +0,04
2a -1,63 +8,34 -0,37¢ +0,22° +0.01 d
2B -0,27 +6,88 +0,32 +0,09¢ +0,52 -0,17
3a -0,08° -0,42¢ +7,45 -0,70 +0,05° e
3B 0 -0,4 +7,8 -0,6 -0,1 +0,1
da -0,14 +0,49 +0,42 +7,36" -1,50 +0,10%
6ap +0,14 -0,02 +0,21 -0,16 -1,79 +4,75
6a -0,02 -0,03 +0,22 -0,10 -2,00" +4,59
6Bk +0,16 -0,06 +0,12 -0,13 -1,88 +4,80

°El nimero indica el carbono de la manosa en consideracion que estd unido al C-1 de otra a-D-
manopiranosa. El subindice R indica que se trata de una unidad reductora.

baﬂl;\ll)ll) MODIFICADO ~ 8KI'.SII)lK) INTIACIO

“No se pudieron asignar inequivocamente.

“Debido a que no se pudicron efectuar asignaciones inequivocas, son posibles valores entre 0,11 y
+0,04 ppm.

‘Debido a que no se pudieron efectuar asignaciones inequivocas, son posibles valores entre —0,04 y
+0,08 ppm.

'Otro valor posible es +6,84 ppm.

£ Otro valor posible es 0,02 ppm.

"Otro valor posible es -2,15 ppm.
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Por otra parte, el residuo terminal no reductor de a-D-manopiranosa s¢ ve influenciado por
la naturaleza de su enlace glicosidico sobre otras manosas. En la Tabla 3.9 se enumeran los
desplazamientos quimicos de los residuos de manosa en el extremo terminal no reductor junto
con las diferencias de desplazamientos con respecto al monosacéarido libre. Alli puede
obscrvarse que no sélo los carbonos anoméricos de los extremos terminales no reductores
aparecen afectados por el tipo de uniéon en C-1, sino también resultan modificados C-2, C-3,
C-4yC-5.

Los autores proponen que los datos de las Tablas 3.8 y 3.9 pueden scrvir para predecir con
buena precision los espectros de RMN C dc cadenas lineales o ramificadas de a-D-
manopiranosas. El punto de partida consiste en tomar un conjunto de desplazamientos
quimicos de la Tabla 3.9, clegido segun el tipo de unién que prescnte el carbono anomérico en
consideracion. Por cjemplo, si C-1 esta unido al C-2 de un residuo de P-D-manopiranosa
entonces corresponde la fila 1-2Bg. Después hay que modificar este conjunto segun valores
de la Tabla 3.8, para tener en cuenta un enlace (dc unidades de a-D-manopiranosa) sobre C-2,

C-3, C-4 6 C-6 del residuo en cuestion.
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Tabla 3.9. Efecto de la manosilacion sobre el carbono anomérico en los desplazamientos quimicos de
a--manopiranosa: desplazamientos quimicos de los extremos terminales no reductores de a-D-

manopiranosa involucrados en uniones 152, 153, 154, 156 a otras unidades de manosa

Unién® Desplazamientos quimicos y

efectos debidos a manosilacion (ppm)°

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C6

1 >20m 103,44 71,39 71,77 68,27 74,54 62,36°
(+8,00) (-0,76) (+0,07) (-0,03) (+0,79)

152a 103,47 71,40° 71,83 68,27 74,55 62,41¢
(+8,03) (-0,75) (+0,13) (-0,03) (+0,80)

128 102,70 71,52 71,68 68,06° 74,18 d
(+7,26) (-0,63) (-0,02) (-0,24) (+0,43)

3o 103,46° 71,46° 71,82 68,31 74,67¢ 62,33°
(+7,95) (-0,69) (+0,12) (+0,01) (+0,92)

1-3p 103,7 71,8 72,0 68,4 74,8 62,6
(+8,3) (-0,4) (+0,3) (+0,1) (+1,1) (+0,2)

| >4a 102,74 71,69 71,81 68,00 75,03" 62,34¢
(+7,30) (-0,46) +0,11) (-0,30) (+1,28) (-0,07)

160 100,86 71,35 72,01 68,18 74,04 62,36
(+5,42) (-0,80) (+0,31) (-0,12) (+0,29) (-0,05)

l>6a 100,63 71,42 72,04 68,21 74,07 62,37
(+5,19) (-0,83) (+0,34) (-0,09) (+0,32) (-0,04)

1 -6Bx 100,88 71,3 72,0 68,2 74.00 62,4
(+5,45) (-0,9) (+0,3) (0,1 (+0,25) (0)

“Las designaciones 1—2ag y 1—>2a indican que el terminal no reductor de o-D-manopiranosa
considerado esta involucrado en una unién | -2 a una a-D-manopiranosa reductora y no reducltora,
respectivamente.

®Los desplazamientos quimicos corresponden a ppm con respecto a MeSi. Cada efecto de
manosilacién (indicado entre paréntesis debajo de cada desplazamicnto) se obtuvo sustrayendo los
desplazamientos correspondientes a la a-D-manopiranosa libre a los listados arriba.

“No se pudieron efectuar asignaciones inequivocas, por lo que hay otro valor posible que difiere en
menos de 0,1 ppm.

“No detectado. Probablemente coincida con el valor de | »2a.

Otro valor posible es 62,49 ppm.

'Otro valor posible es 75,55 ppm.

*Otro valor posible es 62,45 ppm.
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Cherniak, Jones y Reiss aislaron un glucuronoxilomanano parcialmente acetilado (GXM)
de Criptococcus neoformans con relaciones molares manosa : xilosa : acido glucurdnico :
acetilo (Man:Xil:GlcA:Ac) de 10:4:3:6. La elucidacion estructural de este polisacarido se
realizé mediante cl analisis por RMN '*C de varios polisacaridos relacionados, obtenidos por
diversos tratamientos fisicos y quimicos de la muestra inicial. A continuacion se discuten
algunos de los resultados obtcnidos, relevantes para el analisis de los polisacaridos de
Nothogenia fastigiata. El tratamiento de GXM con litio en etilendiamina dio un xilomanano
(XM) con relacion Man:Xil 5:2 y remocion del 90 % del acido glucurénico. La degradacion
de Smith de XM dio un manano (M) que fue fraccionado en dos segun su solubilidad en agua
durante la etapa de hidrolisis acida controlada (M;; M;). Por otra parte, una oxidacion con
periodato de GXM y reduccion con borohidruro de sodio del producto dio un manano con
polialcoholes como sustituyentes (PM), a partir del cual se obtuvo el polisacarido O-
desacetilado por reaccion con NH4OH a pH 11 (DPM). Los autores llegaron a las siguientes
conclusiones: M es un (1—3)-a-D-manopiranano; XM posee la cadena central de M con
ramificaciones aisladas de xilosa como grupos 2-O-p-D-xilopiranosilo (91 %) 6 4-O-D-
xilopiranosilo (9 %). El polisacarido nativo, GXM, contiene la estructura de XM y aquellas
manosas no xilosiladas estan sustituidas con grupos 2-O-f-D-glucuronopiranosilo y 6-O-
acetilo distribuidos en proporciones similares sobre los residuos de manosa portadores dc
otros sustituyentes y sobre los no sustituidos.

En la Tabla 3.10 se detallan las asignaciones de los espectros de RMN '*C obtenidos para
algunas de estas muestras. El manano Ms resulté poco soluble en DO, por lo que los
espectros de Mi y Ms se hicieron en Me;SO-ds. En ambos casos se obtuvieron resultados
esencialmente idénticos: seis sefiales bien resueltas de intensidades similares, sin evidencias
de otras minoritarias. La comparacion de las constantes de acoplamiento en las regiones
anoméricas con la pertencciente al metil o-D-manopirandsido indicé que los carbonos
anoméricos tenian la configuracion a.

Con fines comparativos, aplicaron el método de Allerhand y Berman'® adaptado a Me,SO-
ds como solvente. Tomaron como base los desplazamientos quimicos del metil a-D-
manopiranésido en Mc,SO-ds, cn lugar de los informados para D,0, y aplicaron los efectos
por 3-O-a-manosilacion de la Tabla 3.8. Los resultados corresponden a una estructura
constituida exclusivamente por D-manopiranosas con enlaces a-(1—3) (a-D-Man Calc.,
Me,SO-ds, Tabla 3.10). Ademas del carbono anomérico, que es sensible a efectos de los

sustituyentes, la mayor discrepancia con los datos experimentales esta en C-4. Los autores
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sugirieron como justificaciones: (i) efectos del solvente, debido a diferencias entre
poblaciones de rotameros del grupo hidroximetilo en Me;SO-ds y en D,0O, o bien (i)
formacion de uniones hidrogeno del grupo OH-4 no sustituido que equiparen las diferencias
de solubilidad observadas para M en agua versus Me;SO-ds. También incluyeron en su
analisis los valores correspondientes a un manano de la misma estructura disuelto en D,O
calculados segun el método de Allerhand y Berman, corregidos para DSS sumando 1,04 ppm
adicionales (a-D-Man Culc., D,0, Tabla 3.10). Los calculos resultaron mas aproximados a los
valores experimentales del manano de D. indusiata'® (corregidos por la referencia, incluidos
en la Tabla 3.10), obtenidos en soluciones acuosas. k:n todos los casos, pudo apreciarse buena
concordancia entre los datos espectroscopicos obtenidos para polisacaridos de distintos
origenes, asi como entre datos experimentales y valores calculados. Por lo tanto, la cadena
central de GXM corresponde a un manano, lo mismo que la de XM y los otros derivados

estudiados.

Tabla 3.10. Asignacion de los espectros de RMN "C de polisacaridos obtenidos a partir de GXM?

Polisacarido Solvente T C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Residuo (°C)

M M

a-D-Man Me,SO-ds 70 101,49 69,45 78,51 66,01 73,56 61,16
a-D-Man Calc.* Me;SO-ds 70 100,68 69,60 78,39 66,46 73,50

a-D-Man? DO 68 104,3 72,1 80,5 68,6 75,9 63,6

a-D-Man Calc D,O 30 104,4 72,1 80,3 68,6 75,7 63,4

XM

a-D-Man DO 70 104,32 72,18 80,69 68,71 76,01 63,62
a-D-Man 2X D,O 70 102,44 80,32 80,97 69,13 76,15 63,24
B-n-Xil DO 70 105,46 75,28 78,17 71,83 67,66

Me 3-D-Xil DO 70 106.35 75.29 78.18 71.66 67.48

“Desplazamientos quimicos relativos a 4,4-dimetil-4-silapentansulfonato de sodio (DSS), externo, a
0,00 ppm.

Desplazamientos quimicos relativos a Me,SO-d; a 39,60 ppm.

“Calculado tomando como referencia al metil a-D-manopirandsido en Me,SO-d,,

“Correspondientes a D. indusiata, corregidos a la escala de DSS por adicion de 1,5 ppm.

“Corregidos a la escala de DSS por adicion de 1,04 ppm.
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Los datos relativos a XM, obtenidos en D,0, no mostraron picos que pudieran atribuirse a
carbonos metilicos de acctilo. Las relaciones Man:Xil en GXM y XM se mantuvieron
constantes, indicando la pérdida buscada dec 4cido glucurénico de acuerdo con el tratamiento
quimico aplicado. Por lo tanto, XM posecria una cadena central de manopiranano idéntica a la
dc M, con sustitucion frecucnte, y probablemente regular, de [(-xilopiranosas unidas a la
posicion 2 de la cadena. La region anomérica del espectro de XM muestra cuatro sefiales mas
intensas, de las cuales hay dos a ~104,4 ppm que se condicen con el C-1 reportado por Hara'®
y corresponden a unidades de manosa no sustituidas. l.a scfial anomérica a 105,46 ppm cs
propia de B-xilopiranosa como sustituyente por las razones que se explican a continuacion.
Segiin Allerhand y Berman'® y Gorin®', la manosilacion de un residuo de a-manopiranosa
(incluido en la cadena central) produce desplazamientos hacia campos menores en el carbono
anomérico menores a 0.2 ppm. Ademas, el C-1 decl metil B-xilopirandsido tiene un
desplazamiento quimico dc 106,35 ppm (medido en D,O, relativo a DSS). Una aglicona
mayor que un metilo daria un desplazamiento menor para el carbono anomérico, tal como el
observado a 10546 ppm. La constante de acoplamiento C-H observada (160 Hz) es
consistente con una configuracion } para la xilosa, si se tiene en cuenta que esta constante es
similar en el metil B-xilopiranésido (161 Hz).

LLa sefial a 102,44 ppm corresponde al C-1 dc un residuo de manosa sustituido en la
posicion 2 con un grupo f-xilopiranosilo. Este desplazamiento quimico difiere en 2 ppm,
hacia campos mayores, con respecto a la unidad no sustituida, lo cual esta de acuerdo con una
a-manopiranosa glicosilada en la posicion 2'*?'. Finalmente se observa una sefial anomérica
menor a 106,30 ppm, que corresponde a f-xilopiranosa unida a la posicion 4 dec la cadena
central. Este dato esta de acucrdo con el analisis por metilacion de este polisacarido.

La region no-anomérica dcl espectro (60-82 ppm) de XM contenia cuatro sefiales con
desplazamientos quimicos cercanos ¢n + 0,2 ppm a C-2-C-5 del metil B-xilopiranésido. Tres
de estos picos prescntaron lincas mas finas que las demas del espectro, como es de esperar
para sustituyentes con libcrtad de movimiento. El cuarto pico, a 67,66 ppm, es mas ancho.
Estas cuatro seiiales se atribuyeron a las f-xilopiranosas unidas a la posicion 2 de la cadena de
manano. En la region no-anomérica se observaron ademas cinco picos intensos, con
desplazamicntos consistentes con los informados por Hara'® (corregidos), que se asignaron a
a-manopiranosas no sustituidas.

La p-xilosilacién de un tercio de las posiciones 2 del manano deberia producir seiiales

caracteristicas para las manopiranosas sustituidas, de menor intensidad con respecto a las
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xilosas sustituyentes —con mayor libertad de movimiento. En la Tabla 3.10 se indican las

asignaciones tentativas para estos residuos.

Fig. 3.2. Estructuras posibles para XM

1 Ma -Mb-Mc —Mb -Mc —Ma-Mb-Mc—Mb-Mc —Ma-Mb- Mc —Mb -Mc —Ma-Mb-Mc —Mb -Mc ~Ma-Mb-Mc —Mb-Mc
| | |
X X X X )l( X X X X X
2 Ma-Mb-Mc -Ma-Mb-Mc —Ma-Mb-Mc -Ma-Mb-Mc - Ma — Mb -Mc -Ma -Mb -M¢ —Ma-Mb-Mc -Ma-Mb - Mc —Ma -Mb-Mc -Ma-Mb-Mc
I
X X X X X X X
3 Mb —Mc —Mb - Mc —Mb -Mc ~Mb -Mc —Mb-Mc¢ ~Mb - M¢c —Mb - Mc —~Mb -Mc -Mb-Mc ~Mb -Mc -Ma —Ma-Ma-Ma-Ma-Ma
I ||
X X X X X X X X X X

4 Mb —Mc - Ma—Ma-Mb-Mc —Mb-Mc —Mb~Mc¢—~Mb-Mc —Mb ~Mc —Mb - Mc -Ma -Ma-Mb-Mc —Mb-Mc —Mb - Mc —Mb -Mc —~Ma-Ma

X X X X X X x X X X

La estructura de XM esta representada de manera general por las estructuras 1, 2, 3, 6 4
(Fig. 3.2), donde Ma, Mb y Mc representan las unidades de manosa sobre la cadena central y
X denota a las xilosas sustituyentes. Estas estructuras, consistentes con la relacion molar 5:2 y
los datos de RMN "*C, muestran que hay sélo tres entornos posibles para las manosas
(denominados en este caso como Ma, Mb y Mc). Dado que no hubo indicios espectroscopicos
de la sustitucidon regular con xilosa en residuos adyacentes, las estructuras 1-4 indican que
aparecen en residuos alternados de manopiranosas o aun mas distantes a lo largo del
manopiranano. Existen dos diferencias fundamentales entre estas estructuras. Una es si XM
puede verse como originada en la tétrada MaMbMc-X con algunos residuos Ma faltantes,
como en las estructuras 1 y 2, o si tiene origen ¢n la triada MbMc—X con xilosas faltantes que
dan MaMa a partir de MbMc, como en las estructuras 3 y 4. La segunda diferencia radica en
si los residuos M estdn distribuidos de manera regular, en bloques o al azar. Los datos
registrados no permiten determinar si los residuos Ma aparecen solos, de a pares o en
agregados de orden superior. Por lo tanto, no es posible decidir entre estas estructuras. Los
datos espectroscopicos indican que, cuando hay una xilopiranosa sobre ¢l manano, los
desplazamientos quimicos de la manosa xilosilada (Mc) se ven afectados, asi como algunos
de los desplazamientos quimicos de la unidad adyacente no sustituida (Mb).

Cherniak y col. también realizaron un analisis conformacional de los polisacaridos

aislados. El D-manopiranano con uniones a-(1—3) es considerablemente menos soluble en
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agua que sus analogos parcialmente 6-O-acctilado'® 6 2-O-xilosilado (XM), por lo tanto cabe
preguntarse si cxistcn propicdades conformacionales que puedan contribuir a estas
diferencias. Es posible cncontrar conformacioncs encrgéticamente favorables por rotacion
simple alrededor de las uniones que forman el enlace glicosidico, variando los angulos
diedros ¢ —determinado por H-1"—C-1"-0-3-C-3-y y —determinado por C-1-0-3—-C-3-H-3-
(Fig.3.2). La insolubilidad del manopiranano requeria una aproximacion indirecta al estudio
experimental de sus conformaciones, de modo que Ogawa ef al.?? informaron resultados de
difraccion de rayos X para un film modificado fisicamente de un D-manano a-(1-3) como
dihidrato. Este sc obtuvo a partir de un manano parcialmente (O-acctilado que se mantuvo
como film en el estado solido mientras se realizaba la modificacion quimica. La geometria
encontrada para los centros anoméricos fue similar al residuo a-D-Manp(1—3)-a-D-Manp de

un trisacarido, medida por difraccion de rayos X del material cristalino®. Cherniak y col.

Fig. 3.3. Estructura propuesta para el manopiranano

calcularon un mapa conformacional para cl disacarido a-D-Manp(l—3)-a-D-Manp, tomando
como aproximacion inicial las coordenadas atomicas de la unidad de manobiosa informadas
para el trisacarido analizado por rayos X. Utilizaron el programa de mecanica molecular
MM2, sin aplicar restricciones para las posiciones atomicas en la minimizacion de la energia
potencial correspondiente a la estructura de la biosa libre y variando los valores de los angulos
diedros ¢ y w. La construccion de un mapa preliminar revel6 tres regiones de orientaciones
anoméricas con minimos similares de energia potencial. Cada region se refind y obtuvieron

los siguientes valores aproximados para los tres minimos: I, ¢ = -36°, y= 51°, 0 kJ/mol; 11, ¢
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= -49°, y= -16° 12 kJ/mol; Ill, ¢ = -22° w= -168° 22 kJ/mo! (un angulo diedro de 0°

representa una orientacion eclipsada cisoide para el primero y el cuarto dtomo; un angulo

diedro positivo implica una rotacion en sentido horario para restituir la oricntacion cis). La
interconversion de los minimos I y Il no estaba impedida por barreras torsionales de magnitud

significativa (~14 kJ/mol); en cambio la conversién en la estructura HI a partir de [ 6 11

presentaba una barrera torsional de ~57 kJ/mol.

Aunque este cilculo no fue refinado analizando los efectos de uniones hidrogeno, las
geometrias calculadas para la manobiosa en 1 y Il sugieren estas uniones entre OH-6'---0-2
para ¢l minimo [ y OH-6---O-4 para el minimo I11.

Si las orientaciones adoptadas en los minimos de la manobiosa sc¢ repiticran en una cadena
de manopiranano, con las uniones hidrogeno interresiduales indicadas, se obtendrian tres
conformaciones diferenciadas correspondientes a minimos de energia:

I. La conformacion del manopiranano que surge del minimo Il corresponderia a una
estructura helicoidal, con una periodicidad de 2 vueltas, bastante cercana a la encontrada
en el estudio de rayos X*%. Segin los cilculos por MM2, se trataria de una conformacion
bastante flexible capaz de convertirse en otras, entre ellas conformaciones relacionadas con
el minimo L.

2. La conformacion del manopiranano vinculada con el minimo |, como unidad repetitiva de
manobiosa, seria una estructura helicoidal hacia la izquierda, con una periodicidad de tres
vueltas y con cada unién hidréogeno OH-6---0-2 intacta. Esta conformacion sugicre una
estructura rigida, con forma de varilla, de modo que cadenas paralelas podrian empacarse
facilmente. Liste modelo es especialmente atractivo porque la presencia de grupos 6-0-
acctilo 6 2-O-xilopiranosilo impedirian la unién hidrogeno mencionada, disminuiria la
habilidad de empacamiento de las cadenas paralelas y aumentaria la solubilidad en agua,
como se observa experimentalmente para estos derivados.

3. La tercera conformacion del manopiranano, relacionada con el minimo 1lL, seria una
estructura helicoidal hacia la derecha, pero con un giro mucho mas suave alrededor del ¢je
que ¢n el caso 2 y con todos los atomos O-2 ubicados en ¢l borde mads interno (y mas
corto) de la molécula y orientados hacia el eje de la hélice. Esta no parece ser una
conformacion probable para ¢l manopiranano, debido a la mayor cnergia potencial del
minimo Il y a las barreras de interconversion entre 1 y 111, o entre Il y II1. Sin embargo, la

presencia de grupos PB-D-xilopiranosilo unidos a los dtomos -2 del manopiranano

70



Xilomananos sulfatados

alterarian apreciablemente los valores cnergéticos del polimero y harian mas probable a

esta conformacion.

Usov y Dobkina llevaron a cabo el andlisis estructural de xilomananos sulfatados extraidos
de Liagora sp.** y Liagora valida®. Por hidrélisis parcial del polisacarido de Liagora sp.
aislaron oligosacaridos desulfatados con grados de polimerizacién 2-5. El espectro RMN '*C
correspondiente al disacarido coincidié con los datos informados por Awad'® para 3-O-(a-D-
manopiranosil)-D-manopiranosa. Los oligdmeros superiores demostraron que se trataba de
oligosacaridos de D-manopiranosa con uniones a-(1—3). Los autores publicaron las figuras
donde constaban los desplazamientos quimicos, pero no realizaron una asignacion explicita de

los oligosacaridos. El analisis propuesto de los datos se indica en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Asignacion del espectro de RMN "'C de oligomananos®

Oligosacarido C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Residuo

DP 2

a-D-Man (r)’ 95.28 71,32 79,17 67,52 73,83 62,14
B-D-Man (r) 94,79 71,63 81,63 ~67,4 77,23 62,14
a-D-Man 103,59 71,32 71,63 68,04 74,58 62,27
DP 3

a-D-Man (r) 95.25 71,31 79,24 67,45 73,83 62,4

a-D-Man 103,59 70,96 79,36 67,45 74,87 62,14
a-D-Man (nr)° 103,59 71,31 71,63 68,14 74,87 62,14
DP 4

a-D-Man (r) 95.25 71,31 79,36 ~67,5 73,83 ~62,2
a-D-Man 103,49 70,95 79,36 67,46 74,88 62,18
a-D-Man (nr) 103,49 71,31 71,63 68,16 74,88 62,18

Espectros registrados a 80°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,5 ppm) 6
metanol (50,1 ppm).
®Extremo reductor.

‘Extremo no reductor.

El espectro dcl polisacarido desulfatado presenté sefiales principales coincidentes con
residuos de a-D-manopiranosa unidos por la posicion 3, cuyos desplazamientos quimicos eran

concordantes con los descriptos para el manano de Dictiophora indusiata'®"’. Entre las
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sefiales de menor intensidad se encontraron una serie relacionada con unidades de a-D-
manopiranosa pertenecientes a la cadena central xilosilada en la posicion 2 (a-D-Man 2X) y

otra seric relacionada con unidades de B-D-xilopiranosa terminal (Fig. 3.4; Tabla 3.12).

Fig. 3.4. Estructura del xilomanano desulfatado aislado de Liugora sp

HO
HO
C
OH
' (¢]
' HO Mo
5 OH
OH o
A HO —0
0
OH
B HO OH o
o)

Tabla 3.12. Asignacion del espectro de RMN "°C del xilomanano desulfatado de

Liagora sp

Residuo C-1 C-2 C3 C-4 C-5 C-6
a->-Man (A) 102,29 70,17 76,71 66,74 74,00 61,63
a-D-Man 2X (B) 100,37

B-p-Xil (C) 103,4

El andlisis por metilacion del material inicial indicé que los grupos sulfato estaban
ubicados sobre las posiciones 2 y 6 de las unidades de manosa, en una relacion 2:1 (los
autores supusieron que todos las ramificaciones de xilosa estaban ¢n la posicion 2), con
pequeiias proporciones de unidades sulfatadas en 6 y ramificadas ¢n 2. Sin embargo, no
lograron asignar los datos espectroscopicos del polisacarido nativo.

Mas tarde, efectuaron el analisis estructural del xilomanano aislado de L. valida®, cuyo
contenido de sulfato cra de 24 % (como SO;3;Na). Nuevamente se llevo a cabo una hidrélisis
parcial, que permiti6 aislar y caracterizar manooligosacaridos con grados de polimerizacion 2-

6 provenientes de una cadena central lineal de D-manopiranosas con uniones a-(1—3). Por
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otro lado, el polisacarido nativo se dcsulfaté (polisacarido 11A) y luego se sometié a una
degradacion de Smith (polisacdrido IlI). Cada uno de los productos fue cstudiado por
metilacion y espectroscopia de RMN "°C. El espectro de I1I contenia seis sefiales principales
correspondicntes a los residuos de manopiranosa unidos por 3 pertenecientes a la cadena
central (Fig. 3.5; Tabla 3.13), cuya asignacion se hizo por analogia a los mananos antes

17.24

mencionados’ . Las sefiales de menor intensidad se interpretaron por comparacion con el

cspectro del xilomanano XM, obtenido por tratamiento del glucuronoxilomanano de

Cryptococcus neoformans con litio cn etilendiamina®.

La caracteristica distintiva del
producto Il reside cn la presencia de residuos 3-O-metil-D-xilosa, con picos diagnosticos a
59,6 ppm (OCHj3) y 85,4 ppm (C-3). Toda esta familia de polisacaridos ticnen regiones
anoméricas practicamente idénticas. Esto significa que los principales puntos de union de las
ramificacioncs de xilosa metilada, en la configuracion 3 (103,6 ppm), son posiciones 2 de los
residuos de manosa. Un sustituyente en esta posicion produce un desplazamiento hacia
campos mayores del carbono anomérico de la manosa, como consecuencia del efecto f.
También dedujeron la presencia de residuos de 3-D-xilopiranosa sustituidos en la posicion 4
(por la senal de C-5 a 63,2 ppm) y de algunos sustituycntes en la posicion 6 de la cadena
principal (por las sefiales de C-5 y C-6 a 72,5 y 69,1 ppm). El espectro del polisacérido
desulfatado IIA fuc consistente con un contenido mayor de ramificaciones dc xilosa. El
espectro del polisacarido inicial 1 fue mas complejo, observandose una disminucion en la
intensidad relativa correspondiente a grupos hidroximetilo sin sustituir, lo cual indicaba
sulfatacion en C-6, pero también se aprecié sulfatacion considerable en C-4 por datos de
metilacion (Fig. 3.5; Tabla 3.13).

En conclusion, la estructura general hallada para los xilomananos sulfatados aislados de L.
valida era una cadena lincal de a-D-manopiranosas unidas por la posicion 3, donde
aproximadamente la mitad de los residuos estaban sustituidos en la posicién 2 con unidades
de B-D-xilopiranosa, 3-O-metil-B-D-xilopiranosa o cadenas cortas de xilano. Algunos de estos
sustituyentes sc ubicaban también en la posicion 6 de la cadena central. Los grupos sulfato

estaban sobre los residuos de a-D-manopiranosa cn posiciones 4 y 6.
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Fig. 3.5. Estructura del xilomanano aislado de Liagora valida

Tabla 3.13. Asignacion

R0
R%0
(o4
OR'
. (0]
' o OH o
S OH
A

del espectro de RMN C del xilomanano aislado de Liagora valida

Residuo C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
a-D-Man (A); R'=H 102,4 70,2 78,7 66,7 74,0 61,6
a-D-Man (A); R'=Xil 1024 702 78,7 66,7 72,5 69,1
a-D-Man (A); R'=SO; 1024 70,2 78,7 66,7 72,5 68,2
a-D-Man 2X (B) 100,5 784 79,0 672 73,7 61,2
B-n-Xil (C); R”=R’=H 1036 733 76,2 69,8 65,6

B-D-Xil (C); R=CH, R=H  103,6 733 854 698 65,6

B--Xil (C); R*=H; R*=CH, 1036 733 85,4 76,6 63,2

3 (OCH3;) 59,6 ppm.

26

Por otra parte, Usov, Yarotskii y Vasyanina

sintetizaron ¢l metil 3-0O-metil-a-D-

manopirandsido y sus tres isomeros sulfatados, a fin de evaluar la influencia de la sulfatacion

en los desplazamientos quimicos de los carbonos (Tabla 3.14).
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Tabla 3.14. Asignacion del espectro de RMN "'C del metil 3-O-metil-a-1>-manopiranésido y sus tres

isomeros sulfatados

Monosacarido Desplazamientos quimicos y efectos debidos a la sulfatacion (ppm)*
C-1 C2 C3 C4 C5 C-6 CH;3(C-1) CH3(C-3)

Me a-D-Man p° 10,8 709 71,7 678 734 619 55,5

Me a-D-Manp 3Me 101,7 66,1 810 66,6 734 618 55,6 57,2

Me a-D-Manp 3Me 2S¢ 995 73,1 793 664 734 617 55,9 57,6
(-2,2) (+7,0) -v,7) (-0,2) (0,0) (-0,1) (+0,3) (+0,4)

Me a-D-Manp 3Me 4S 101,3 682 79,7 748 72,1 616 55,8 58,3
(-0,4) (+2,1) (-1,3) (#82) (-1,3) (-0,2) (+0,2) +L1)

Me a-D-Manp 3Me 6S 101,7 66,3 808 66,7 71,4 68,1 55,8 57,3

(0,0) (+0,2) (-0.2) (#0,1) (-2,0) (+6,3) (+0,2) (+0,1)

"Desplazamientos quimicos relativos a Me,Si. El efecto de la sulfatacion (indicado entre paréntesis) se

obtuvo sustrayendo los desplazamientos del metil 3-O-metil-a-D-manopirandsido (Me a-D-Manp
3Me) a los carbonos correspondientes de los derivados sulfatados.
®Metil a-D-manopiranosido.

‘Metil 3-O-metil-a-D-manopirandsido 2 sulfato.
3.4.2. RMN C. RESULTADOS

Al igual que en el analisis por metilacion, la interpretacion de los espectros se describe en
orden de complejidad creciente, comenzando por los espectros registrados a 50 MHz y 25°C.
Los espectros de RMN "C con desacoplamiento protonico del manano F5° (Fig. 3.6)
exhibicron seis sefiales predominantes que fueron atribuidas a unidades de a-D-manosa
enlazadas por la posicion 3 (a-D-Man), teniendo en cuenta el patron de metilacion de esta
muestra. Las asignaciones del espectro (Tabla 3.15) estuvieron de acuerdo con:

i) las informadas por Usov** para el oligomanopiranano con grado de polimerizacion 4,
aislado de Liagora sp, sumando a estos desplazamientos quimicos una correccion
constante de —0,3 ppm (Tabla 3.11).

ii) las correspondientes al residuo a-D-Man (A) del xilomanano sulfatado de Liagora validd®,
sumando una correccion constante de +0,4 ppm (Tabla 3.13). El carbono anomérico estaba
desplazado en unas 0,3 ppm hacia campos menores con respecto a los valores de Usov aun

luego de aplicar la correccion.
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ii)los valores calculados para un D-manopiranano con enlaces a-(1—3) empleando la

aproximacion de Allerhand y Berman' ? corregidos en —0,5 ppm (Tablas 3.8 y 3.9).

Esta fraccion contenia ademas el 29 % de sus unidades sulfatadas en la posicion 6 (o-D-
Man 68, Tabla 3.3). Los desplazamientos quimicos esperados para esta unidad se calcularon
tomando como base las seis sefales predominantes en el espectro, a las que se sumaron las
contribuciones debidas a sulfatacion en C-6 segun la Tabla 3.13: 103,1 (C-1); 70,8 (C-2); 78,9
(C-3); 67,1 (C-4); 72,4 (C-5); 68,3 ppm (C-6). En la region anomérica también se observaron
resonancias de baja intensidad correspondientes a extremos terminales reductores: 95,0 (C-1

o)y 94,3 ppm (C-1 B), consistente con el bajo peso molecular de esta fraccion.

Fig. 3.6. Espectros de RMN C de F3 (a), F5' (b) y F6” (¢) registrados a 50 MHz y 25°C

Man (6S)

Man 28

Man
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Tabla 3.15. Asignaciones dc los espectros de RMN "C de xilomananos de Nothogenia fastigiata

(a25°C)
Residuo C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C6
F27
B-D-Xil 104,6 73,7 76,3 70,1 65,9
a-D-Man 103,2 70,6 79,3 67,2 74,2 61,6
a-D-Man 6S 103,2 70,6 79,3 67,2 72,2 68,2
a-D-Man2X 6S 1019 79,3 79,3 67,2 72,2 68,2
a-D-Man 2X 101,9 79,3 79,3 68,2 74,2 61,6
a-D-Man 2S 100,5 77,3 77,3 67,2 74,2 61,6
F3
B-D-Xil 104.,6 73,7 76,4 70,2 67,1
a-D-Man 103,4 70,8 79,3 67,1 74,6 61,8
o-D-Man 6S 1034 70,8 79,3 67,1 72,3 68,2
a-D-Man2X 6S  101.8 79,3 79,3 68,2 72,3 68.2
a-D-Man 28 100.7 71,5 71,5 67,1 74,6 61,8
Fie’
B-D-Xil 104,7 73,6 76,3 70,1 65,9
a-D-Man 103,2 70,6 79,1 67,2 74,2 61,8
a-D-Man 6S 103,2 70,6 79,1 67,2 72,2 68,2
a-D-Man2X 6S  102,0 79,1 79,1 68,2 72,2 68,2
a-D-Man 2X 102,0 79,1 79,1 68,2 74,2 61,6
o-D-Man 2S 100,4 77,4 77,4 67,2 74,2 61.8
F5’
a-D-Man 103,1 70,6 79,1 67,0 74,4 62,0
a-D-Man 68 103,1 70,6 79,1 67,0 72,4 68,1
a-D-Man 2S 100,4 77,2 77,2 67,0 74,4 62.0
F6°
o-D-Man 103,4 70,6 78,9 67,1 74,3 61,7
o-D-Man 6S 103.,4 70,6 78,9 67,1 72,3 68,4
o-D-Man 28 100,4 71,5 77,5 66,7 74,3 61,7

®Las seiiales a 6 102,6 (C-1); 73,7 (C-2); 74,7 (C-3); 77,7 (C-4) y 63,9 ppm (C-5) fueron asignadas
a unidades de B-D-xilopiranosa enlazada por la posicion 4, pertenecientes al xilano neutro?’. También
se observo la sefial anomérica del galactano a 104,1 ppm (B-D-galactosa cnlazada por 3); la seiial

anomérica correspondiente a a-I.-galactosa enlazada por 4 csta incluida en el pico a 101,9 ppm.
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La fraccion F6°, un manano con unidades sulfatadas en las posiciones 2 (a-D-Man 2S, 52
%) 6 6 (a-D-Man 68, 31 %) (Tabla 3.3), dio un espectro algo mas complejo con picos mas
intensos a 72,3 y 68,4 ppm, relacionados con a-D-Man 68, y otros que se atribuyeron a a-D-
Man 2S (Tablas 3.14 y 3.15). Los desplazamientos calculados para a-D-Man 28, aplicando
los efectos correspondientes de la Tabla 3.14, resultaron: 100,9 (C-1); 77,6 (C-2); 77,4 (C-3);
66,8 (C-4); 74,4 (C-5); 61,9 ppm (C-6). Por lo tanto, hay buena concordancia entre los valores
calculados y los datos experimentales asignados.

La fraccion F3" estaba conformada por un xilomanano sulfatado en las posiciones 2 6 6, y
con unidades xilosiladas en 2 y sulfatadas en 6 (Man 2X 6S). En su espectro s¢ encontraron
las sefales esperadas para a-D-Man 2S y a-D-Man 6S. Los desplazamientos quimicos
calculados para a-D-Man 2X 6S se obtuvieron combinando el efecto de la sulfatacion en 6
(Tabla 3.14) con los valores informados para a-D-Man 2X en Liagora valida (Tabla 3.13),
corregidos en +0,7 ppm: 101,2 (C-1); 79,3 (C-2); 79,5 (C-3); 68,0 (C-4); 72,4 (C-5); 68,2 ppm
(C-6). l.as asignaciones indicadas en la Tabla 3.15 coinciden con estos valores, hay una
desviacion mayor en el carbono anomérico que es razonable teniendo en cuenta el efecto de la
temperatura segun se explica mas adelante. Los valores atribuidos a las unidades de D-xilosa
con enlaces f-(1—52) (B-D-Xil) tienen buena concordancia con los datos de Criptococcus
neq/brmansz" (Tabla 3.10) (corregidos en —-1,7 ppm) y L. valida (corregidos en +0,3 ppm)
para todos los carbonos salvo el anomérico, que aparecia desplazado hacia campos mayores.
Este fue asignado a la sefal de 104,7 ppm, ausente en los espectros de los mananos
verdaderos FS'y F6".

El espectro de F2’ permitié asignar las unidades de a-D-Man 2X, por comparacion con los
datos de L. valida y Criptococcus neoformans. 1.os demas residuos fueron asignados teniendo
en cuenta las fracciones descriptas anteriormente. Si bien [2° ticne, en total,
aproximadamente 15 % de unidades a-D-Man y a-D-Man 68, la sefial correspondiente a sus
carbonos anoméricos aparece como un pico ancho de baja intensidad a 103,2 ppm. Pudieron
observarse sefiales correspondientes a los polisacaridos asociados a este xilomanano
(Secciones 1.4.1. y 1.4.2.): (i) los carbonos anoméricos de las unidades de B-D-galactosa
enlazada por 3 y a-L-galactosa enlazada por 4, pertenecientes al galactano sulfatado,
aparecian a 104,1 ppm la primera y la segunda quedaba incluida ¢n la sefial a 101,9 ppm; (ii)
las unidades de xilosa cnlazadas por 4 pertenecientes al xilano con “uniones mixtas” (Tabla
3.15).
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La fraccion F4" presento sefiales consistentes con su complejo esquema de sustitucion. Si
bien se esperaba la presencia de unidades a-D-Man 2,6 disulfato, sus desplazamientos
quimicos quedarian totalmente superpuestos con los de «-D-Man 2S y a-D-Man 6S.

También se registraron los espectros de todas las fracciones mencionadas y de F4'Des a 75
MHz y 80°C, (Figs. 3.9 y 3.10). En la Tabla 3.16 se indican las asignaciones correspondientes
a cada uno de los residuos presentes en estos polisacaridos. Los desplazamientos quimicos de
a-D-Man fueron tomados de F6’, ya que presenta el esquema de sustitucion mas simple de la
seric. En la region anomérica de F4'Des se vieron sefiales a 102,5; 102,6 y 102,.8 ppm;
mientras que F2" y F3” presentaron s6lo la de 102,4 ppm. Los carbonos restantes presentaron
desplazamientos quimicos que coincidian con sus correspondientes en todas las fracciones.
Las discrepancias detectadas surgen de la mayor resolucion de estos espectros (registrados a
75 MHz y 80°C) que permite distinguir diadas o triadas similares pero no idénticas, cuyas
diferencias se observan fundamentalmente en los carbonos anoméricos. Por otra parte, la
asignacion de la unidad a-D-Man coincidié con el espectro de 25°C, excepto en el carbono
anomérico, y resulto totalmente concordante con los valores informados para Liagora valida,
también obtenidos a 80°C. En conclusion, los carbonos anoméricos son los mas sensibles

frente a diferencias de entorno quimico y de temperatura de adquisicion del espectro.

Fig. 3.7. Espectros de RMN "*C de F2" (a) y F4" (b) registrados a 50 MHz y 25°C

Man 25(6S)

Man 2X
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Man 2S
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El residuo a-D-Man 6S se asigné en base a F5', tomando como referencia los valores
calculados para una unidad a-D-Man (Tabla 3.16) sulfatada en C-6 (Tabla 3.14). Nuevamente
hay ciertas diferencias entre las fracciones: (i) Las regiones anoméricas de F5" y 6" aparecen
desdobladas (102,8; 102,9 ppm para F5" y 103,1; 103,3; 103,5 ppm para F6'); (i1) F2'y F3
tienen desplazamientos anoméricos a 102,3 ppm; (i) C-5 de F2', F3 y F6" presenta dos
senales posibles (71,8 y 72,3 ppm); (ii1) en F2°, F4", FS" y F6" aparecio una senal a 67,9 ppm
que podia corresponder también a C-6. Los desplazamientos quimicos de esta unidad estan de
acuerdo tanto con los informados para L. valida como con los registrados para estas

fracciones a 25°C.

Fig. 3.8. Espectros de RMN "C de F4’ Des (a), F5' (b) y F6' (c) registrados a 75 MHz y 80°C
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El residuo a-D-Man 2S se asignd en base a F6’, tomando como referencia los valores
calculados para una unidad a-D-Man (Tabla 3.16) sulfatada en C-2 (Tabla 3.14). La region
anomérica del espectro de F6’, en la region cercana a 100,5 ppm —valor calculado para C-1—
presentd dos picos importantes a 100,1 y 100,6 ppm, mientras que en 2" y en F3 aparecieron
desplazamientos a 100,1; 100,5 ppm y 100,1; 100,2; respectivamente. Ademas de los

tabulados, se encontraron otros valores posibles para C-2/C-3 (77.2 ppm), C-4 (67,0 ppm) y
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C-5 (74,3 ppm). Las asignaciones de esta unidad coinciden con las atribuidas en los espectros

de 25°C.

El espectro de F4'Des permitio asignar facilmente las sefiales de B-D-Xil y a-D-Man 2X
por comparacion con los datos bibliograficos. Asi, los valores de la Tabla 3.16 coinciden
exactamente con los informados por Cherniak para XM de Criptococcus neoformans (Tabla
3.10), corregidos en —1,6 ppm, y estan ligeramente desplazados hacia campos menores con

respecto a las asignaciones realizadas para L. valida (Tabla 3.13).

Fig. 3.9. Espectros de RMN "C de F2’(a), F3 (b) y F4’ (c) registrados a 75 MHz y 80°C
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Las unidades de a-D-Man 2X 6S son predominantes en el esquema de sustitucion de F3, y
estan en proporciones comparables a a-D-Man 2X en F2'. Por lo tanto, a-D-Man 2X 6S se
asigné en base al espectro de F3 y se diferenci6 de a-D-Man 2X en el espectro de F2'.
Tomando como base los valores encontrados experimentalmente para o-D-Man 2X en
F4'Des, se calcularon los desplazamientos esperados para el residuo sulfatado en la posicion 6
(Tabla 3.14). El espectro de F2" mostré intensidad baja para a-D-Man 2X (a 100,8 ppm) y alta

para a-D-Man 2X 6S (a 101,3 ppm), a pesar de los esperado en base a resultados de

81




Capitulo 3

metilacion. El espectro de F3° tenia picos a 68,0 y 78,8 poco intensos con respecto a lo

esperado.

Tabla 3.16. Asignaciones de los espectros de RMN C de xilomananos de Nothogenia

Sfastigiata (a 80°C).

Residuo C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
3-n-Xil 103,8 73,7 76,6 70,2 66,0

a-»-Man 102,7° 70,5 78,9 67,1 743 61,8
a-D-Man 2$ 100,1-100,6 77,4 77,4 66,8 74,0 61,8
a-D-Man 6S 102,9-103,1 70,5 78,8 66,9 72,4 68,5
a-h-Man 2X 6S 101,4 78,8 78,8 67,9 72,2 67,9
a-D-Man 2X 100,8 78,6 79,3 67,5 74,5 61,6

Los residuos de a-D-Man 2X y a-D-Man 2X 6S presentaron desplazamientos quimicos
similares a los registrados a 25°C y 50 MHz. Sin embargo los espectros adquiridos a 80°C y
125 MHz presentaron mayor resolucion, que permitié diferenciar bien entre ambos residuos,
especialmente los carbonos 1 a 4.

El espectro de F2° obtenido en estas condiciones mostrd, ademas, sefiales que pudieron
asignarse a los polisacaridos asociados al xilomanano F2°: (i) las seales a 104,0 y 101,7 ppm
corresponderian a los carbonos anoméricos de las unidades de [3-D-galactosa unida por 3 y a-
L-galactosa unida por 4, respectivamente, pertenecientes al xilogalactano sulfatado; (ii) los
residuos de xilosa unidos por 4, del xilano con “uniones mixtas”, a 104,0 (C-1 unido a una
posicion 3); 102,3 (C-1 unido a una posicion 4); 74,2 (C-2 de un residuo unido a una posicidon

3); 73,4 (C-2 de un residuo unido a una posicion 4); 74,5 (C-3); 77,1 (C-4); 63,7 ppm (C-5).
3.4.3. RMN 'H. INTRODUCCION

Si bien los desplazamientos quimicos de los protones son muy sensibles a pequeiios
cambios en su entorno, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear protonica (RMN
'H) no ha sido muy utilizada en la determinacién estructural de polisacaridos de algas rojas.
I:sto sc debe a la complejidad de los espectros y a la superposicion de sefales, principalmente
porque los picos son muy anchos. La asignacion de los protones pucde electuarse aplicando

técnicas bidimensionales, pero suelen aparecer problemas en polisacaridos complejos, cuando
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hay fuerte superposicion de sefiales, o cuando las constantes de acoplamiento son pequeiias y
producen correlaciones débiles.

A diferencia de los aminoacidos en las proteinas, los sistemas de espin originados por
varios residuos de monosacaridos, incluidos en un polisacéarido, presentan desplazamientos
quimicos similares y deben diferenciarse en base a las constantes de acoplamiento entre sus

protones.

Tabla 3.17. Desplazamientos quimicos y esquemas de acoplamiento tipicos, frecuentemente

asignados en cspectros de RMN 'H de polisacaridos®

Residuo Desplazamiento quimico tipico Esquema de acoplamiento
(ppm)

H-1 de anémeros o 5,5-5,0 d,3,5Hz

H-1 de anémeros #* 4,4-5,0 d, 8 Hz

H-1 de azicares con configuracion 5,5-4,9 d, <2 Hz

o-mano

H-1 de azicares con configuracion 5,0-4,6 d, <2 Hz

[B-mano

H-2 de azicares con configuracion 3,9-4,4 d, 4 Hz

o-mano

*Excepto aquellos de configuracion mano.

La comparacion de los desplazamientos quimicos protdnicos observados
experimentalmente con los correspondientes a sistemas modelo de mono- y oligosacaridos
resulta atil para determinar la configuracion y la posicion de glicosilacion, cuando no es
posible aplicar experimentos bidimensionales para la asignacion de los espectros. No hay
recopilaciones completas de datos de RMN 'H de oligosacaridos, analogas a las existentes
para RMN "°C. En la Tabla 3.17 se indican algunas generalidades relativas a desplazamientos
quimicos y constantcs de acoplamiento observadas frecuentemente en espectros de
polisacaridos. La mayor parte de las sefiales no anoméricas aparece en la region de 3-4 ppm;
mientras que las sefiales anoméricas de los polisacaridos aparecen a campos menores. Es por
este motivo que los protones anoméricos suelen brindar la informacion mas util sobre la
configuracion y la sustitucion del monosacarido al cual pertenecen.

Debido a la complejidad de los espectros protonicos obtenidos para los polisacaridos de N.

fastigiata, han resultado utiles las interpretaciones de espectros de compuestos modelo
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indicados en la Tabla 3.18-3.20. Jansson et al.?’ publicaron la asignacion completa de varios
monosacaridos en solucion de D,0, a 70°C, entre los cuales figuraban ambos anomeros de D-
manosa y D-xilosa (Tabla 3.18). Ogawa y Sasajima’ identificaron solamente las seiiales
correspondientes a los hidrégenos anoméricos de oligosacaridos de manosa con estructuras
vinculadas a los polisacaridos de N. fastigiata, registrando los espectros en D,0, a 60°C
(Tabla 3.18). Brisson et al.*® pudieron efectuar una asignacion completa de todos los
hidrogenos pertenecientes a oligomandsidos analogos de estructuras ricas en manosa,
naturalmente abundantes en glicopéptidos N-enlazados provenientes de glicoproteinas (Tabla
3.18). El grupo de investigacion de Kamerling y Vliegenthart®' caracterizd, por
espectroscopia RMN 'H, oligosacaridos derivados de arabinoxilanos de endosperma de trigo.
Estos oligosacaridos poscian un ndcleo de residuos de B-D-xilopiranosas unidos por la
posicion 4, monosustituidos en 2 6 en 2 y 3 con grupos a-L-arabinofuranosilo. In la Tabla
3.19 se indican los desplazamientos quimicos de los protones correspondientes a xilosa,
xilobiosa, xilotriosa y xilotetraosa aislados a partir de los anteriores. Otro trabajo del grupo de
Kamerling y Vliegenthart® estuvo vinculado a la sintesis y asignacion de los espectros RMN
'H y C de oligosacdridos sintéticos que eran elementos estructurales de cadenas de hidratos
de carbono de N-glicoproteinas. Entre ellos estaban incluidos un disacarido y un tetrasacarido
con unidades de -D-xilosa unida a la posicion 2 de -D-manopiranosas, que s¢ incluyen en la
Tabla 3.20. No se encontraron datos bibliograficos sobre a-D-manopiranosas sulfatadas ni

xilosiladas en la posicion 2.
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Tabla 3.18. Asignacioncs de los espectros de RMN 'H de compuestos modelo

Residuo Ref H-1 H2 H3 H4 H5 H6 H6
Monosacaridos
o-D-Man 29 518 394 386 368 38 374 386
B-D-Man 29 48 395 366 360 338 375 39l
o-D-Man-1>OMe 30° 4762 3930 3,756 3,636 3,611 3,899 3,754
B-D-Man-1>OMe 30 4575 3982 3632 3560 3373 3934 3,733
Metil manobiosidos
—2)-a-D-Man-150Me 3¢ 4,94
a-D-Man-(1—» 497
-33)-a-D-Man-1->0Me 3 4,73
a-D-Man-(I—» 5,12
—3)-a-D-Man-1->OMe 30 4,742 4078 3867 3,752 3,657 3900 3,766
a-D-Man-(1 > 5110 4,064 3878 3662 3754 3,883 3,760
—4)-a-D-Man-150OMe 3 4,73
a-D-Man-(1—> 5,21
—6)-a-D-Man-1 5OMe 3 4,74
a-D-Man-(I - 491
Metil manotriosido
a-D-Man-1 3 491
“ 4,70
3 )-a->-Man-1-50Me 511
. :
a-D-Man-1
a-D-Man-] 30 4,908 3994 3838 3661 3,689 3892 3,763
‘6 4729 4,089 3856 3,898 3804 3737 4,017
g roD-Man-1o0Me o 07 4062 3879 3665 3760 3883 376l
a-D-Man-1
Metil manotetraassido
o-D-Man-1 30 5154 4069 3,885 3661 3,763 35880 3,760
aD-Man-1 4894 4,141 3944 3,783 3,735 3,894 3,774
‘6
3 Fa-D-Man-150Me 555 4088 3860 3905 3,804 3,749 4013
a_,}Man_l' 5099 4069 3885 3661 3763 3,880 3,760

*Con TSP como estandar interno (5 0,00).

®Registrado a 23°C, en D,0, con acetona como estandar interno (2,225 ppm).

‘Con 2,2,3,3-tetradeutcrio-4,4-dimetil-4-silapentanoato de sodio como estandar interno (5 0,00).

85



Capitulo 3

Tabla 3.19. Asignaciones de los espectros de RMN '[I* de xilosa y oligoxilopirananos

obtenidos por hidrélisis parcial de un B-D-xilano con uniones 1 —»4>'

Residuo H-1 H-2 H-3 H-4 H-5  H-5°
a-D-Xil 5187 3514 358 362 368 3,67
p-n-Xil 4,569 3,218 3423 3617 3921 3314
Xilobiosa

a-D-Xil (r) 5,184 3,545 3,73-3,82

B-n-Xil (r) 4,584 3,249 3,547 3,776 4,055 3,378
B-n-Xil () 4,453 3263 3428 3628°

B-n-Xil (B) 4457 3255 3426 3625° 3972 3,307
Xilotriosa

a-D-Xil (r) 5,184 3,545 3,73-3,82

B-D-Xil (r) 4,584 3249 3548 3777 4055 37378
B-D-Xil () 4,476 3299 3555 3,785"

B-D-Xil (B) 4479 3291 3553 3,787" 4107 3,378
B-D-Xil (nr) 4460 3256 3428 3,625 3971 3,307
Xilotetraosa

a-D-Xil (r) 5,183 3,545 3,73-3,82

B-D-Xil (r) 4,584 3249 3548 3,778 4,055 3,378
B-D-Xil (o) 4,476  3,299"

B-D-Xil (B) 4479 3291® 3,555 3,788 4,106 3,378
B-D-Xil 4,482  3293°

B-D-Xil (nr) 4,460 3256 3428 3,625 3971 3307

“En ppm, relativo a DSS (con acetona como estandar interno a 2,225 ppm).

®Estas sefiales pueden tener asignaciones invertidas.
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Tabla 3.20. Asignaciones dc los espectros de RMN 'H® de oligosacaridos que contienen xilosa™

Residuo H-1 H2 H3 H4 H-5 HS5 H6 H6
Disacarido
—52)-p-D-Man-1->OMe 4,645 4,163 3637 3,520 3,400 3,938 3,728
B-D-Xil-(1-> 4489 3348 3429 3,621 3268 3,944
Tetrasacdrido

oMt 5138 4,035 3854 3,679 3918 3,893 3.750
a-D-Man-1 4900 4010 3831 3,679 3,676 3,892 3,759

v

< 3

3 H->-Man-150Me 4681 4,197 3,836 33800 3,588 3977 3,774
BD-Xil | ! 4474 3360 3425 3,624 3249° 3998

*Registrados a 500 MHz, 25°C, en D,0.
*H-5 axial.

‘H-5 ecuatorial.

3.4.4. RMN 'H. RESULTADOS

Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos y las caracteristicas estructurales de los
polisacaridos de N. fastigiata fue posible asignar la region anomérica de los espectros de
RMN 'H, registrados en D,O a 30°C (Fig. 3.10). El manano F5°, constituido casi
exclusivamente por unidades a-D-Man y a-D-Man 6S, presenté una sefial a 5,07 ppm,
consistente con los desplazamientos tabulados de compuestos modelo. El manano F6°, con
predominio de rcsiduos a-D-Man 2S y a-D-Man 6S, mostr6 dos sefiales principales a 5,50 y
5,12 ppm. Los xilomananos F3 y F4" revelaron tres sefiales principales a 5,52; 5,20 y 5,12
ppm, que fueron atribuidas a a-D-Man 2S, a-D-Man 2X y a-D-Man 6S respectivamente. La
fraccion F2°, formada por el complejo xilomanano-galactano-xilano, dio cuatro picos a 5,52
(a-D-Man 28S); 5,30; 5,21 (a-D-Man 2X) y 5,12 ppm (a-D-Man 6S), donde la resonancia a
5,30 ppm esta asociada a las unidades de a-L-galactosa del galactano. Las sefiales anoméricas
de B-D-galactosa del galactano y de los residuos del xilano aparecen a 4,4 y 4,7-4,5 ppm,
respectivamente. Teniendo en cuenta los valores informados para las unidades de B-D-xilosa
incluidos en las Tabla 3.19 y 3.20, los desplazamientos quimicos de los protones anoméricos

de las ramificaciones simples de xilosa, sobre la cadena de manano, deberian aparecer

cercanos a 4,5 ppm.
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Fig. 3.10. Espectros de RMN 'H de (a) F2', (b) F3, (c) F5" y (d) F6° registrados a 500 MHz y 30°C

5.50
5.30
5.21
5.12

3.5. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS FRACCIONES F2'-F6’

Teniendo en cuenta los antecedentes relacionados con la actividad bioldgica de los
xilomananos aislados en el fraccionamiento llevado a cabo en 1987*°, durante este trabajo de
Tesis se evalud la actividad antiviral de las fracciones cuyo analisis estructural se llevo a
cabo. l.os ensayos de actividad antiherpética y anticoagulante fueron realizados en
colaboracion con los Dres. Carlos A. Pujo! y Elsa B. Damonte, dcl Laboratorio de Virologia,
Departamento de Quimica Biologica, Facultad de Ciencias Lxactas y Naturales, UBA. L:n la
Tabla 3.21 se indican las ICsq de las muestras en estudio contra varias cepas de HSV tipos 1 y
2, entre las cuales habia dos cepas deficientes en timidina quinasa (TK'), resistentes al
aciclovir. Las células Vero se infectaron con virus en ausencia o presencia de varias
concentraciones de cada fraccion aislada, luego se cubricron con medio de cultivo con o sin
polisacarido agregado. El manano F6’ fue el compuesto mas activo con valores entre 0,6 y 1,3
pg/ml, mientras que las actividades de F2° y I3 resultaron algo menores. Iin cambio, el
manano F5° no inhibio la replicacién viral en niveles significativos. Como compuestos de
referencia se emplearon DS de peso molecular 8000 (DS 8000) y heparina. l.a actividad
antiherpética de F6" resulté comparable con los compuestos de referencia, con un amplio

espectro de accion contra ambos serotipos de HSV y las variantes TK', resistentes al aciclovir.
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Por otra parte, los polisacaridos no fueron toxicos para células Vero a concentraciones de 120-

300 pg/ml o mayores.

Tabla 3.21. Composicion, rendimiento y peso molecular de los xilomananos sulfatados

Xilo- Sulfato PM Xil:S:Man® ICso (ng/ml) CCso

manano

HSV-1  HSV-2 HSV-1 TK"HSV-1 TK" Cél. Vero

(% SO;Na) (relacion molar) F G B2006 Field (ng/ml)

F2° 17.6 12000 34:59:100 7,1 7,1 2,6 20 >i1000

F3 26,1 39100 28:84:100 14,4 6,1 19,6 9,5 300
F4’ 26,0 21900 20:72:100 28,2 27,6 12,9 73 >1000
F5’ 15,3 6400 2:31:100 >100 96,3 100 73,0 250
F6° 31,7 30000 2:82:100 0,7 0,7 1,3 0,6 120
DS 8000 8000 2,1 1,0 1,7 2,7 >1000
Heparina 1,3 2,1 3,6 5,0 >1000

En una etapa posterior, los Dres. Pujol y Damonte investigaron mas sobre el mecanismo de
accion de F6', en especial su accion inhibitoria sobre la glicoproteina C (Seccion 2.2.4.).

Por otra parte, sc midi6 el tiempo de trombina (TT) para evaluar la actividad
anticoagulante de los xilomananos. El valor de TT para el plasma sin tratar fue de 15,6 s. El
tratamiento del plasma con cualquiera de las cinco fracciones, en un rango de concentraciones
de 5-200 pg/ml, no cambié significativamente el valor de TT control.

Se probo la actividad anti-HIV-1 en células MT-4 y CEM-SS de todas las fracciones
(Tabla 3.22), en colaboracion con la Dra. Anne-Marie Aubertin, del Institut de Virologie,
INSERM U74, y el Dr. Robert Anton, del Laboratoire de Pharmacognosie, Faculté de
Pharmacie, ambos pertenecientes a la Université Louis Pasteur, Strasbourg, Francia.

En el primer tipo de ensayo, la multiplicacion de HIV-1 (cepa IIIB) en células MT-4
(células T4 transformadas por infeccion con el retrovirus HTLV-1 [human T-cell leukemia
virus tipe 1)) se siguio por el efecto citopatogeno inducido por el virus. Las células se
infectaron con una dosis de HIV-1 que produce, luego de 5 dias de cultivo, una disminucién
del 90% en el nimero de células vivas. Los compuestos ensayados se agregaron a distintas
concentraciones, en ¢l medio de cultivo, después de la adsorcion del virus.

En el segundo tipo de cnsayo, la multiplicacion de HIV-1 (cepa LAI) en células CEM-SS -

infectadas de modo tal de lograr el mismo porcentaje en la reduccion de viabilidad celular que
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en el experimento anterior— se evalud, luego de 5 dias de cultivo, por dosaje de la
transcriptasa reversa presente en el sobrenadante de cultivo. También en este caso las
muestras ensayadas se agregaron al medio de cultivo luego de la adsorcion del virus.

En ambos casos la viabilidad de las células se midi6 por reaccidon colorimétrica por el
método MTT, basado en la capacidad de deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas
para reducir bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio a formazan. La
cantidad producida de formazan, medida por su absorbancia a 540 nm, s¢ correlacioné con el
nimero de células vivas®. El porcentaje de proteccion de las células infectadas y tratadas con

los compuestos se calculd aplicando la formula propuesta por Pauwels er al.>’:

P=T=1 100
U-1
donde: P, porcentaje de proteccion;

T, absorbancia a 540 nm de las células infectadas y tratadas con la muestra;
I, absorbancia a 540 nm de las células infectadas control;

U, absorbancia a 540 nm de las células no infectadas control.

[.a concentracion inhibitoria ICsy corresponde a la concentracion de compuesto cnsayado

que conficre un 50% de proteccion.

Tabla 3.22. Actividad anti-HIV de los xilomananos sulfatados

Xilo-manano 1ICs CCs 1Cs0 CCy
(ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml)
HIV-1a CEM-SS HIV-1, MT4
F2° 36,8 >500 240 >500
I3 36,8 >500 218 >500
F4’ 5,0 10 >500 20
s’ 1,7 14 >500 20
F6’ 1,4 19 >500 20

La toxicidad de los compuestos sobre las células MT-4 y CEM-SS no infectadas se midié
también por cl método MTT. Se defini6 como CCsy a la concentracion de compuesto que

producia un 50% de la absorbancia medida a 540 nm con respecto a las células testigo.

90



Xilomananos sulfatados

Sélo resultéd intercsante la actividad inhibitoria de las fracciones F4°, F5" y F6" frente a
HIV-1 (LAI), aunque la citotoxicidad elevada produjo como resultado indices de selectividad
bajos a moderados (2-14). Esto hizo que cstas fracciones no resultaran intcresantes para

cstudios posteriores de actividad anti-HIV.

3.6. CONCLUSIONES

3.6.1. ANALISIS ESTRUCTURAL

El alga roja Nothogenia fastigiata biosintetiza un sistema de D-mananos con uniones .-
(1>3) sulfatados en las posiciones 2 y 6, y con ramificaciones simples de D-xilosa enlazada
B-(1>2) a la cadena central (Iig. 3.11). En la Tabla 3.23 se indica la composicién en
unidades estructurales de los xilomananos estudiados. La complejidad de las muestras sélo
permite una aproximacion semicuantitativa: se supuso que la xilosa estaba unida
prioritariamente a las unidades de manosa sulfatadas en la posicion 6, ¢l remanente sc asigno
a la posicion 2 de las unidades no sulfatadas. En otras palabras, se supuso que las
ramificaciones estaban distribuidas de modo tal que las unidades disulfatadas fucran minimas.
Los xilomananos 2" y F4" siguen el mismo esquema general pero difieren en la distribucion
cuantitativa de las difercntes unidades estructurales. La fraccion F4' tiene un contenido menor
de ramificaciones de xilosa y mayor sulfatacion que F2°, ademas de presentar unidades
inusuales de manosa 2,6-disulfato (Tabla 3.23). Ambos xilomananos se aislaron como
complejos con otros polisacaridos coexistentes en el alga®''"#7?*%: un xilano decl tipo “cnlaces
mixtos” y un galactano dc la familia del agar. Previamente se habian aislado complejos
similares donde predominaba un xilogalactano sulfatado a partir del mismo cxtracto

crudol 1,36

. Por otra parte, las fracciones F5'y F6’son mananos verdaderos, con bajas
cantidades de ramificaciones de xilosa. El manano F5’ ticne el peso molecular mas bajo de
todos los polisacaridos del sistema, ademas de contener menor grado de sulfatacion en general

y en especial en la posicion 2.
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Fig. 3.11. Esquema de sustitucion general para los xilomananos d¢ N. fastigiata.

HO.
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El fraccionamiento de las sales de cetrimida no depende del contenido de sulfato (Tabla
3.1), hecho que sugiere que cl factor principal que induce la insolubilizacion es la formacion
de agregados dc moléculas, y este proceso seria facilitado por la formacion de sales insolubles
de cetrimida®’. Los polimeros mis estereoregulares podrian formar empaquetamientos mas
compactos cn razon de su regularidad estructural. Asi, un D-manano con uniones a-(1—3)
puro, de origen sintético, resultoé practicamente insoluble en agua luego de precipitar durante
un proceso de dialisis; mientras que otros menos regulares, con algunos enlaces de
configuracion f3, fueron algo solubles en agua debido a la existencia de una estructura menos

1 . :
136 sobre los xilogalactanos sulfatados se habia

ordenada®’’. Ln los trabajos publicados
encontrado la formacion de agregados insolubles entre los xilogalactanos, los xilomananos y
los xilanos tipo “enlaces mixtos” producidos por el alga, y posiblemente la formacion de

agregados solubles.



Tabla 3.23. Composicion (moles %) en unidades estructurales de los xilomananos

Xilomanano manosa sulfatada en manosa con Xilosa

ramificaciones

de xilosa
sin 2 6 24 26 46 2X6S 2X
sulfato
27 10 2 5 [ - - 14 16 30
I3 5 32 12 3 22 2 24
F4 5 46 10 3 10 1 12 12
I'S’ 61 29 2 3 5
F6’ 9 52 31 | 1 - 3 - 3

F2" tiene 2% de unidades de manosa enlazadas por la posicion 4.

®Calculado en base a los datos de la ref, 2.

Ll estudio de los procesos de reconocimiento que involucran a los hidratos de carbono esta
en desarrollo: sc propuso que las uniones hidrogeno y las intcracciones lipofilicas eran las
fuerzas principales en la especificidad del autoensamblaje (self-assembly) entre hidratos de
carbono cn los sistemas naturales®. Para comprender las bases dc estos procesos de
reconocimiento es fundamental el estudio de las cnergias dc union hidrégeno entre los
hidroxilos de estas moléculas, la cooperatividad (ver Seccion 3.6.2) y la influencia de las
uniones hidrogeno intramoleculares en la formacion de otras uniones intermoleculares del
mismo tipo®’. La posibilidad de generar estructuras supramoleculares sintéticas
autocnsambladas basadas en uniones hidrogeno intermolcculares entrc grupos hidroxilo fue
demostrada hacc unos diez afos'™*'. Diferentes lincas de investigacién concluyeron un
concepto similar: existen interacciones polivalentes carbohidrato-carbohidrato de baja
afinidad involucradas en ¢l reconocimicnto y adhesion especificos, como constituyentes del
primer paso dentro de un esquema de interaccioncs celulares en varias etapas. Las
interacciones postuladas proporcionan energias de union suficientemente fuertes entrc dos
moléculas, debido a un arreglo ordenado y polivalente de los sitios de union. A su vez, las
caracteristicas cstructurales de los hidratos de carbono ofreccn una amplia variedad de sitios
de interaccion: la forma que adquicre una cadena esta determinada por la estructura basica de
los ciclos, los grupos hidrofilicos, las regiones hidrofobicas, los grupos cargados, los residuos
prominentes (ramificaciones) y la variedad de posiciones de uniéon de los residuos entre si.
Este conjunto de variables, inherentes a los hidratos de carbono, los diferencia de los péptidos

definidos estrictamente por la sccuencia de enlaces peptidicos. Es por este motivo que su

93



Capitulo 3

estudio conformacional esta menos desarrollado, a diferencia del conocimiento de las fuerzas
que regulan las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas. Si bien las cadenas de
carbohidratos son flexibles en general, hay regiones que tienen un rango estrecho de
conformaciones Optimas. La combinacion de estas dos caracteristicas proporcionan a estos
compuestos un excelente sistema de reconocimiento. Los sitios de reconocimiento
importantes podrian mantener una conformacion Optima, mientras que su presentacion al
entorno es facilitada por una cadena flexible. De esta manera, es facil imaginar al modelo del
“cierre de cremallera” (zipper) como una manera eficiente de mantener juntas a dos
superficies en interaccion, y también como un mecanismo de union adecuado para dos
cadenas complementarias de carbohidratos. Este modelo requiere el cumplimiento de dos
condiciones: (i) la existencia de sitios de reconocimiento e interaccion complementarios; (ii)
su disposicion en un arreglo polivalente y ordenado para asegurar la fuerza de union
necesaria. Hay varias maneras de crear un arreglo repetitivo polivalente, entre ellas: puede
haber secuencias espaciadas regularmente dentro de una cadena de hidratos de carbono (Fig
3.13,a); o pueden existir ramificaciones proyectadas hacia el exterior a partir de una cadena
central inerte, de naturaleza proteica, lipidica o de carbohidrato (Fig 3.13, b). Las uniones
ocurririan a través de las secuencias de reconocimiento especificas, mientras que la estructura
de soporte no participaria de la unién propiamente dicha pero si determinaria la arquitectura

5 SLE 3 42
general, afectando la especificidad y la fuerza del enlace™.

Fig. 3.12. Representacion esquematica del modelo propuesto para interacciones carbohidrato-

carbohidrato

(a)

(b)

Las areas rayadas representan las superficies involucradas en el proceso de reconocimiento y union,
las areas punteadas influencian la arquitectura, y por lo tanto la especificidad y la fuerza de unién

finales. (a) Todo el carbohidrato participa. (b) El esqueleto puede ser proteico, lipidico o glucidico.
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Adicionalmente, los xilomananos contenian contraiones divalentes en proporcion
mayoritaria (Tabla 3.2) lucgo dc haber sido precipitados con cetrimida y redisueltos dos
veces, en procesos sucesivos, en soluciones con concentraciones elevadas de cloruro de sodio.
Este hecho indica que los cationes divalentes no son simples contraiones de los grupos
sulfato, sino que cstan fuertemente complejados con los polisacaridos, dec manera coherente
con la tendencia demostrada por estos compuestos a formar agregados solubles e insolubles.
En particular, la fraccion F2° fue aislada como un complejo de xilomanano con galactano
sulfatado y xilano neutro, también presentes en el alga. En el caso de I'4” sélo se encontrd
asociacion con el galactano. Estas dos fracciones junto con F6" poscen los contenidos mas
altos en cationes divalentes (Ca®': 73-77 %; Mg®": 17-22 %). Existen antecedentes
bibliograficos sobre intcracciones carbohidrato-carbohidrato mediadas por cationes Ca** entre
oligosacaridlos de Lewis® (Le*) pertenecientes a glicoesfingolipidos**. Los
glicoesfingolipidos Le* estan orientados con la porcion glucidica hacia la capa externa de las
membranas celulares. La orientacion en cruz encontrada para los trisacaridos Le* ligados
covalentcmentc a través de un espaciador permiten contactos homofilicos entre
glicoconjugados Le™ sin tener que recurrir a distintos fendémenos de reconocimiento. Estos
trisacaridos se ensamblan cooperativamente y forman un nuevo sitio receptor bivalente con
una afinidad mayor hacia Ca* que cada uno de los residuos por separado (Kpi = Kmono X
Kmono)- Un contacto hidrofobico estabiliza un sitio de unidon polar para el cation entre ambos
trisacaridos que conforma una cavidad hidrofilica rodeada por cinco grupos hidroxilo, donde
el calcio queda ubicado a distancias Ca-O dc aproximadamente 2,5 A. Los contactos
homofilicos cis estabilizan microdominios glicolipidicos dentro dc una misma membrana. Los
contactos homofilicos frans median adhesiones célula-célula entre capas externas de
membranas pertenccientes a células distintas. El reconocimiento molecular paralelo o
antiparalcio entre glicolipidos de Lewis individuales puede explicar ambos procesos. Asi,
pares de dimeros de membranas celulares adyacentes pucden apilarse uno sobre otro y
estabilizar contactos intercelulares*.

Las interacciones carbohidrato-carbohidrato entre células de mamiferos parecen ser
mediadas por interacciones tanto heterofilicas entre estructuras diferentes, como en la
interaccion del gangliésido GM3 con el glicolipido Gg3Cer (gangliotriaosilceramida)*’, como
homofilicas involucrando estructuras similares, como en el caso de los glicolipidos de
Lewis*®. La interaccion carbohidrato-carbohidrato en el reconocimiento celular sélo se
expresa cuando los glicolipidos estan distribuidos en clusters que forman microdominios en

las superficies de las membranas celulares. Los polisacaridos cumplen con los requisitos para
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¢l reconocimiento carbohidrato-carbohidrato que pueden delincarse por analogia con los
glicolipidos: muchos fragmentos repetitivos (glicotopes) de polisaciridos regulares estan
firmemente ordenados, mientras que varias cadenas adyacentes pueden formar una superficie
semejante a la distribucion de carbohidratos en los glicolipidos de membrana®’. Makhalchik ef
al.*® estudiaron las interacciones entre zymosano y algunos glicoconjugados. El zymosano,
principal polisacarido componente de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae, es un
complejo que contiene aproximadamente 15 % de proteina y 85 % de hidratos de carbono. A
su vez, los hidratos de carbono estan compuestos por: (i) un glucano con uniones 3-(1-3) y
ramificaciones B-(1—6) (60 %) y (ii)) un manano altamente ramificado (25 %). Se demostrd
que existen interacciones carbohidrato-carbohidrato entre el f-glucano y ciertos
glicoconjugados formando una unién cooperativa, reversible, dependiente de Ca®, y que
puede ser inhibida por oligosacaridos y polisacaridos. La especificidad de la interaccion puede
interpretarse de manera ambigua. Los siguientes datos constituyen evidencias a favor de la
interaccion: (1) la afinidad del B-glucano del zymosano hacia los glicoconjugados depende
directamente de la naturaleza del ligando, siendo independiente de la molécula soporte a la
que esté unido; (2) la union es reversible y dependiente de la concentracion, siendo inhibida
por carbohidratos monovalentes; (3) la union puede ser inhibida por analogos cstructurales de
ambos componentes del complejo carbohidrato-carbohidrato. Por otra parte, la baja afinidad y
la capacidad inhibitoria encontrada para mono-, oligo- y polisaciridos con estructuras
distintas a las cadenas de manosa y -glucano no permiten postular que la especifidad de la
interaccién es alta, sino que es mas correcto hablar de poliespecificidad, que también es
caracteristica de la mayoria de las lectinas (de naturaleza proteica), capaces de interactuar con
un amplio rango de hidratos de carbono mas que con una sustancia en particular. Al parecer,
las interacciones carbohidrato-carbohidrato descriptas por Hakomori y colaboradores para
varios glicoesfingolipidos'®*® son mas especificas que las encontradas para ¢l zymosano. Esto
puede explicarse en base a los fragmentos relativamente grandes de oligosacaridos (de tri- a
pentasacaridos) involucrados en el caso de los glicolipidos. Ademas ambos glicolipidos
componentes del par son homogéneos en su porcion glucidica, mientras que ¢l glucano de la
levadura c¢s irregular. El mecanismo de la interaccion carbohidrato-carbohidrato mediada por
calcio puede describirse como sigue: el cation forma un complejo con varios grupos hidroxilo
de uno de los componentes del par, el segundo componente completa la esfera de
coordinacion del Ca®" con sus hidroxilos. En caso de existir una complementariedad espacial

del par, ticne lugar un efecto cooperativo positivo que refuerza la union'’. Puede considerarse
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que la fucrza impulsora dc la interaccion carbohidrato-carbohidrato no es solamente la
formacion del puente a través del Ca®', sino también la formacion de uniones hidrégeno
adicionales ¢ interacciones de van der Waals*’, que refuerzan la afinidad y la especificidad. Si
predomina ¢l efecto adicional, la intcraccion carbohidrato-carbohidrato tiene wuna
especificidad caracteristica, como en el caso Le*-Le*, donde los oligosacaridos son
complementarios entre si geométricamente y el Ca** sélo promueve la unién. Por el contrario,
si predomina el puentc a través del Ca®, la especificidad seria considerablemente menor. Este
parcce ser ¢l caso de la interaccion descripta para ¢l B-glucano con los mandsidos*®,

Las células disociadas dc la esponja marina Microciona prolifera sc rcagregan dc una
manera especifica segin la especie®. La reagregacion depende de la presencia de un gran
protcoglicano extracelular de adhesion y de una concentracion elevada de Ca®. Se
identificaron dos dominios funcionales: un sitio de interaccion proteoglicano-proteoglicano.
homofilico, dependiente de Ca®*, y un segundo sitio de interaccion célula-proteoglicano,
heterofilico, independiente de Ca?*. Los glicanos presentes en ¢l proteoglicano de adhesion
promueven la agregacion especifica para la especie en ausencia del esqueleto proteico,
sugiricndo la existencia de interacciones carbohidrato-carbohidrato mediadas por multiples
interaccioncs de baja afinidad. Hay dos residuos dc oligosacaridos que actian como sitios
funcionales distintos, con caracteristicas estructurales y reactividades frente a anticuerpos
diferentes, involucrados en la reagregacion de células de esponjas y constituyen otro ejemplo
de interacciones intercelulares mediadas por uniones carbohidrato-carbohidrato dependientes
de calcio.

Ruggiero ef al.>' estudiaron la distribucién de cargas y la afinidad por Ca’* de L-galactanos
sulfatados lincales y altamente ramificados, extraidos de ascidianos, por titulaciones
conductimétricas y un indicador metalocromico. Se encontrdé, por determinacién de la
densidad de carga y la distancia entre grupos sulfato, que los residuos de L-galactosa
sulfatados estarian concentrados en la cadena central del polisacarido y no intercalados entre
residuos neutros. Por otra parte, los grupos sulfato de estos galactanos prescntan
aproximadamente la misma afinidad por ¢l calcio observada en el condroitin sulfato de
vertebrados; mientras que los grupos sulfato de heparina y de condroitin sulfato fucosilado
poseen una afinidad 3-5 veces mayor. A su vez, existen diferencias entre las afinidades
registradas para los L-galactanos sulfatados de distintas especics de ascidianos.
Sorprendentcmente, la afinidad por cl calcio aumenta con la proporciéon de ramificaciones no
sulfatadas cn la cadcna, correspondiente a un porcentaje menor de sulfato en el polisacarido.

Aunque los autores no pudieron explicar este resultado, dedujeron que la union al calcio no es
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una funcion que depende unicamente de la disponibilidad de sitios de unidén aniénicos, sino
que cstaria asociada a una interaccidon Ca-polisacarido mas compleja. En los tres polisacaridos
estudiados, la afinidad aumenta cuando disminuye la distancia entre grupos cargados, lo que
indicaria que se requiere mas de un grupo sulfato para cada cation Ca**.

Las propiedades de agregacion observadas para los polisacaridos de N. fastigiata pueden
explicarse en base a los modelos de interacciones citados arriba: ¢l xilano podria interactuar
con un arreglo regular de ramificaciones de xilosa o con una region elongada del
xilogalactano sulfatado y/o de la cadena central de manano, dando lugar a la formacion de
complejos muy estables aun en solucion acuosa originados por interacciones cooperativas

carbohidrato-carbohidrato, dependientes de calcio.
3.6.2. CORRELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

La evaluacion de las propiedades antiherpéticas de estos xilomananos sulfatados revelé
una actividad inhibitoria selectiva contra la replicacion varias cepas de HSV-1 y HSV-2 in
vitro. El manano F6’ fue el mas activo con valores de ICsy de 0,6-1,3 pg/ml. La fraccion F2°
también puede ser considerada como un antiviral efectivo, aunque menos que la fraccion
anterior, con ICsy de 2,0-7,1 pg/ml. Teniendo en cuenta que esta ltima fraccidon corresponde
a un complejo formado por un xilano neutro (~ 7 % molar), un galactano sulfatado (~ 10 %
molar) y un xilomanano sulfatado (~ 83 % molar), y que los galactanos sulfatados tenian ICsy
de 15-33 pg/ml, es indudable que la actividad antiherpética de ['2° estd vinculada
principalmente al xilomanano, constituyente principal de esta muestra. No ¢s posible
determinar si la dosis efectiva observada corresponde a una combinacion lineal de los valores
individuales de cada uno de los polisacaridos componentes de esta fraccion, o si existe un
efecto sinergético entre ellos.

La actividad antiviral de los polisacaridos sulfatados depende en la mayoria de los casos de
su capacidad de bloquear los receptores virales necesarios para la adsorcion a las células
blanco®®™. Lista actividad no depende directamente de la estructura primaria ya que la cadena
central actiia como soporte de los grupos sulfato™*.

Il “complejo” polimero sulfatado-virus podria estabilizarse si hay involucrado un
mecanismo  cooperativo>’  de interaccion entre los grupos sulfato y los receptores
positivamente cargados del virus. la cnergia de interaccion entre residuos individuales

pertenecientes a cada una de las moléculas —polimero sulfatado y receptor viral- es
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insuficicnte para inducir una conformacion ordenada global. Esto ocurriria por un mecanismo
cooperativo donde cada uno de los términos individuales se refuerzan entre si para superar la
entropia conformacional, dando lugar a la estabilizacion del “complejo”. Nuevamente se
aplican los conceptos ya explicados sobre las interacciones carbohidrato-carbohidrato. De csta

52,56,58,60

manera podria entenderse la variacion de la actividad con ¢l contenido de sulfato y el

4.56,
peso molecular**¢-*

(F5" y F6°). Por otra parte, una cadena central altamente sustituida (F3)
dificultaria la formacion del “complejo”, provocando una disminucion dc la actividad. La
sclectividad de un polisacarido sulfatado frente distintos virus podria cstar vinculada a la
distribucion topografica de los receptores en la superficie viral’*®',

La actividad antiviral de un manano sulfatado seria el resuitado de una combinacion
adecuada de: (i) la conformacion de la cadena central de unidades de a-D-manosa con uniones
1-3; (ii) el tamafio molecular; y (iii) el contenido y la distribucion de los grupos sulfato.

La distribucion mas adecuada de los grupos anidnicos, para lograr una elevada actividad
antiviral de la cadena central de manano, puede visualizarse en base a las interacciones entre
los receptores de heparan sulfato de la superficie celular y las glicoproteinas de la envoltura
viral®. Ciertas secuencias de glicosaminoglicanos de heparan sulfato, perteneciente a su vez a
los proteoglicanos de la supcrficie celular, sirven como receptores para la union de ambos
serotipos de HSV a las células. Los glicosaminoglicanos de heparan sulfato también actian
como receptores para la union celular de: otros miembros de la familia de los herpervirus alfa,
entre ellos el virus de pseudorrabia y el herpes virus bovino; un miembro de la familia de los
herpesvirus beta (el citomegalovirus); y de otros patogenos humanos incluyendo bacterias y
protozoos. La diversidad de microbios para los cuales funcionan como receptores puede
cxplicarse en base a la complejidad de los glicosaminoglicanos de mamiferos: sc trata de
heteropolisacaridos lineales sulfatados que se unen covalentemente a las proteinas para formar
los proteoglicanos. Los proteoglicanos se expresan en la superficie de¢ todas las células de
mamiferos, al menos en cultivo y son entonces blancos ideales para la union de microbios.
Los glicosaminoglicanos del heparan sulfato exhiben gran diversidad estructural, que surge de
distintos arreglos de unidades disacaridicas compuestas por residuos alternantes de: (i) N-
acetil o N-sulfato glucosamina (GIcN) con o sin sulfatacion en las posiciones 3 y/o 6, y (ii)
acido glucurdnico (GlcA) o idurdnico (IdoA) con o sin sulfatacion en la posicion 2. El
heparan sulfato consiste en un arreglo irregular de dominios ricos en N-sulfato y O-sulfato, en
los cuales la unidad repetitiva basica es GlcA/IdoA-GIcNSOs, espaciados entre si por regiones
de baja sulfatacion donde predominan los disacaridos N-acetilados GlcA-GlcNAc. Herold ef

al.®® postularon quec una interaccion fuerte entre HSV y el heparan sulfato de la superficie
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celular deberia requerir una secuencia estrictamente definida de monosacaridos sulfatados, de
una manera analoga al pentasacarido especifico de heparina que tiene alta afinidad por
antitrombina HI. Estos autores aprovecharon la similitud del heparan sulfato con la heparina y

realizaron ensayos con heparinas modificadas para inhibir la union de HSV a las células.

Fig. 3.13. Estructuras de heparina y heparan sulfato, y las modificaciones quimicas realizadas sobre
heparina. (a) Estructura representativa de heparina y heparan sulfato. Las posiciones modificadas

quimicamente estan indicadas. (b) Sitios con grupos carboxilos modificados.
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Heparan sulfato y heparina (Fig. 3.13) estin compuestos por las mismas unidades
monoméricas y se caracterizan por su composicion heterogénea y su alta densidad de carga
ncgativa. En general, las secuencias con residuos N-sulfatados tienden a contener mas IdoA
sulfatado, mas que GlcA, mientras que las regiones N-acctiladas retienen sus residuos de
GlcA y carecen de unidades O-sulfatadas. En la heparina hay una gran proporcion de residuos
de glucosamina N-sulfatados; por lo tanto el polisacarido resulta con alto contenido de O-
sulfatacion y una relacion IdoA/GlcA elevada. En contraste, el heparan sulfato tiene una
proporcion menor de unidades GIcNSO;, un contenido menor de IdoA y un menor grado de
()-sulfatacion general.

L.a interaccion de HSV con el heparan sulfato de la superficie celular es compleja,

probablemente involucra multiples interacciones entre las glicoproteinas virales y los
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dominios de heparan sulfato. Hay dos glicoproteinas independicntes expresadas por HSV-1,
gC y gB, ambas son capaccs de unirse a heparina. Cuando gC esta presente en la cubierta viral
predomina la actividad de gC, y gB parece no contribuir de manera significativa a la
adsorcion inicial del virus. En ausencia de gC, es gB quien media la union al heparan sulfato
de la superficie celular. La situacién sc complica un poco mas, ya quc el heparan sulfato
también juega un papel importante en la fusidn celular posterior, inducida por el virus,
posiblemente a través de interacciones con gB. En el estudio mencionado de Herold ef al. se
compararon los efcctos de heparinas modificadas sobre tres tipos de cepas de HSV-1: salvaje,
deficiente en gB (gB’, gC") y deficiente en gC (gB’, gC’). Encontraron quc tanto los grupos
sulfato como los carboxilo. responsables de la carga negativa caracteristica de ambos
polisacaridos, cran importantes para la union viral. En particular la N-sulfataciéon y la
sulfatacion en O-6 dc los residuos de a-D-glucosamina del heparan sulfato juegan un rol
fundamental. Los resultados resumidos figuran en la Tabla 3.24 y las modificaciones

quimicas cfectuadas sobre la heparina se esquematizan en la Fig. 3.13.

Tabla 3.24. Actividad anti-HSV de heparina y sus derivados modificados quimicamente.

Compuesto 1Cs (ug/ml)

HSV-1 (KOS) HSV-1 (KOS) gCA2-3

(cepa salvaje) (cepa gC)

Heparina <l 7
Heparina N-desulfatada 1000 1000
Heparina N-desulfatada, N-reacetilada 10 ~ 1000
Heparina N-desaccetilada <1 3
Heparina 2-,3-O-desulfatada 10 1000
Heparina N-desulfatada, 2-,3-O-dcsulfatada 10 1000
Heparina N-desulfatada, N-reacetilada, 450 1000
2-,3-O-dcsulfatada

Heparina 6-0-desulfatada 200 300
Heparina con carboxilos reducidos 30 > 1000
Heparina AMS? i 40

*Heparina con grupos amidometanosulfonato.

La N-desulfatacion de la heparina suprimié la actividad antiviral para las cepas salvaje y

gC’, hecho quc no se obscrvo por N-desacetilacion. Sin embargo, algo de la actividad fue
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recuperada —en especial para la cepa salvaje— por reacetilacion de los sitios desulfatados.
Teniendo en cuenta que la N-desulfatacion implica la aparicion de una carga positiva,
mientras que la reacetilacion implica una carga neutra, es posible que no se requiera
absolutamente la presencia de una carga negativa para la actividad antiviral, sino la ausencia
de una carga positiva en este sitio. Ademas los dominios involucrados cn la adsorcion viral
fueron independientes de los responsables de la actividad anticoagulante de la heparina.
‘También notaron que las heparinas con los grupos carboxilos reducidos y desulfatadas en las
posiciones 2 y 3 podian inhibir selectivamente la unién de virus gC' a las células, pero no
tenian efectos inhibitorios importantes sobre la union de HSV-1 gC'. La desulfatacién de la
posicion 6 de la heparina redujo marcadamente la actividad antiviral frente a la cepa salvaje y
gC’, lo cual sugirido que esta posicion constituia un factor determinante para las interacciones
entre el virus y el heparan sulfato. La desulfatacion de las posiciones 2 y 3, tanto de
galactosamina libre o acetilada, retuvo cicrta actividad contra la cepa salvaje, pero no contra
la cepa deficiente en gC. Dado que gC predomina en la adsorcion de la cepa salvaje a la
célula, mientras que en la cepa gC™ median las interacciones entre gB y heparan sulfato, el
efecto diferencial observado sugiere que la sulfatacion de las posiciones 2 y 3 son
determinantes para la union de gB al heparan sulfato de la superficie celular. De ser cierto, gC
y ¢B interactuarian con esquemas estructurales distintos y quiza solapados. Por otra parte, la
reduccion del grupo carboxilo suprimio la actividad de la heparina frente al virus deficiente en
gC, pero la mantuvo en las cepas salvaje y deficiente en gB. Esto indicaria que la heparina
con los grupos carboxilos reducidos competian por porciones estructurales del heparan sulfato
capaces de unirse a gC, pero no a gB. La sustitucion del grupo carboxilo por uno
amidometilsulfonato restablecio la actividad, lo cual demostré que es importante la presencia
de una carga negativa, mas que la composicion quimica de dicha carga.

En resumen, el estudio se llevdo a cabo partiendo de la premisa que las heparinas
modificadas que retuvieran los motivos estructurales del receptor (o de los receptores) del
heparan sulfato inhibirian la union viral. Se encontraron posiciones especificas de sulfatacion
(N-sulfatacion y O-sulfatacion en la posicion 6) que eran importantes para la adsorcion de
cepas virales salvajes y mutantes de 1ISV-1 sobre la superficie celular. Por el contrario,
regiones menos sulfatadas, ricas en N-acetilgalactosamina del heparan sulfato no serian
importantes para la union al virus, pues las modificaciones efectuadas sobre estas regiones no
alteraron la actividad antiviral de la heparina.

Aquellos polisacaridos cuya distribucion de sulfatos se asemeje estructuralmente a la

distribucion de cargas negativas de los sitios de unién del hepardn sulfato podran inhibir
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competitivamente la union viral. La presencia de grupos 2- y 6-sulfato parece ser importante
para que exista actividad antiviral, pero también se requiere su distribucion adecuada en
dominios, que imiten el sitio de union anidénico del heparan sulfato. En este sentido, cl
manano F6’, con alto contenido de sulfato distribuido tanto en la posiciéon 2 como en la 6
(Tabla 3.23), es cl que reproduciria mcjor el dominio correspondientc a la uniéon viral. El
xilomanano F2°, con el menor contenido total de cargas anionicas y, simultineamente, la
mayor sustitucion con ramificaciones simples de xilosa (Tabla 3.23), puede ser considerado
como un inhibidor accptable de la adsorcion viral. En este ultimo caso no queda claro como
influenciaria la presencia de xilosa sobre la conformacion del polisacarido y como se veria
afectada la distribucion de cargas cn la cadena central, aunque también existen grupos suifato
en las posiciones 2 y 6. Las fracciones F3 y F4" son menos activas, a pesar de que el
contenido de xilosa disminuye y aumenta la sulfatacion. Como regla general se acepta que la
actividad antiviral de los polisacaridos sulfatados aumenta con cl peso molecular y la
sulfatacion®. Esto es cierto dentro de ciertos limites, como fuera demostrado por la
evaluacion de la actividad anti-HSV de carragenano kappa comercial [con unidades
repetitivas de —3)-B-D-galactosa 4-sulfato-(1—4)-3,6-anhidro-a-D-galactosa-(1— ] sometido
a sulfatacion: la sustitucion completa con sulfato de la posicion 6 de las unidades de B-D-
galactosa disminuyo la actividad antiviral. Esto sugirié que un grupo sulfato en esta posicion
no determina la actividad y que la sustitucion clevada en posiciones no activas dificultaria la
formacion del complejo virus-polisacarido, disminuyendo la actividad®. Como fucra
descripto cn el trabajo de Herold ef al., probablemente la sustitucion en la posicion 2 sea una
condicion necesaria —pero no suficicnte— para mostrar actividad, otro requisito estaria
vinculado con una distribucion tridimensional adecuada de cargas negativas. El manano F5°,
el menos activo de la serie, carece practicamente dc sustitucion en la posiciéon 2, ya sea con
grupos neutros (xilosa) o aniénicos (sulfato), y posee el menor peso molecular.

La actividad anticoagulante de la heparina es el resultado de su unioén y activacion sobre la
proteina anticoagulante: la antitrombina. La intcraccion involucrada es de alta afinidad y
especificidad, relacionada con una secuencia pentasacaridica particular. El residuo de
glucosamina en el centro de este pentasacarido presenta una sulfatacion inusual en la posicion
3, que junto con otras posiciones sulfatadas y caracteristicas estructurales son esenciales para
la unién a la antitrombina. Aproximadamente dos tercios de las cadenas de heparina presentes
en una preparacion tipica carecen de la secuencia especifica y por lo tanto carecen de
actividad anticoagulante®>. Los polisacaridos sulfatados suelen poscer propiedades

anticoagulantes, sin embargo, los xilomananos estudiados resultaron inactivos. Como fuera

103



Capitulo 3

previamente determinado para heparinas modificadas  quimicamente®*®> 'y para
carragenanos®®, los datos obtenidos para las fracciones estudiadas de N. fastigiata confirman
que no hay correlacion entre las actividades anticoagulante y antiviral. Este hecho constituye
una ventaja para la aplicacion de estos polisacaridos sulfatados como agentes antivirales, al
menos para formulaciones de aplicacion local, con menores efectos secundarios adversos.
Con un fin similar, a partir del afio 2003 se llevara a cabo la evaluacion de un microbicida
vaginal, conteniendo un carragenano como principio activo, contra la infeccion con HIV y
otras enfermedades de transmision sexual sobre una poblacion de 6000 mujeres I1IV-

negativas, no embarazadas, en Sudafrica y Botswana®’.
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CAPITULO 4
ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE MASA UV-MALDI-
TOF DE POLISACARIDOS DE NOTHOGENIA FASTIGIATA

4.1. INTRODUCCION

La amplia variabilidad estructural de los hidratos de carbono hace quc el analisis por
espectrometria de masa (EM) de estos compuestos abarque un gran nimero de técnicas, sin
que haya un método ideal para todos. La ionizacion por impacto electrénico, por ejemplo,
solo es aplicable a las moléculas mas pequeiias, previa derivatizacion. Por otra parte, EM
MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization, desorcién/ionizaciéon por laser asistidas
por la matriz) es una alternativa mas versatil, ya que la mayoria de los compucstos dan sefial
en su cstado nativo, proporcionando informacion sobre varios aspectos del analisis estructural.
Esta técnica fue desarrollada en la segunda mitad dc la década de 1980 para el analisis de
biomoléculas de alto peso molecular por el Dr. K. Tanaka'?, quien recibi6 el premio Nobel en
el afio 2002 por cste motivo, y por los Dres. M. Karas y F. Hillenkamp®*. El analito se mezcla
con un compuesto usado como matriz, generalmente una molécula organica pequeiia, se dcja
cristalizar por evaporacion del solvente y se somete a un pulso de laser, a fin de obtener una
sefial. La mayor parte de la energia del laser, usualmente en la region del ultravioleta (UV), es
absorbida por la matriz y transferida al analito, que se ioniza por procesos tales como unioén a
un protdn o a un cation de un metal alcalino (Fig. 4.1). La absorcion en el UV de las matrices
mas comunes fueron estudiadas’ y resultaron similares a las registradas para estos compuestos
en solucion.

I.a técnica fue desarrollada inicialmente para el analisis de proteinas, pero en términos
gencrales es capaz de producir iones moleculares intactos a partir de compucstos muy polares
como proteinas, oligosacaridos, oligonucledtidos y polimeros sintéticos (polietilenglicol,

polimetacrilato de metilo, etc.).



Capitulo 4

Fig. 4.1. Desorcion/ionizacion en EM MALDI
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El estudio de polisacaridos por espectrometria de masa con técnicas de ionizacion “suaves”
como ESI (electrospray ionization) o MALDI es mas complejo, con respecto a la situacion de
las proteinas, debido a la existencia simultdnea de varias distribuciones, a saber:

i) como resultado de la biosintesis del polisacarido no hay un peso molecular tnico, sino

una distribucion de pesos moleculares;

ii) las cadenas centrales pueden tener extremos terminales reductores o no reductores

diferentes, lo que genera una distribucion de grupos terminales;

iif) la composicion de las moléculas del polisacarido tiene cierta variabilidad estructural, a

pesar del proceso de fraccionamiento que pueda haber dado lugar a la muestra, dando
origen a una distribucion de unidades monoméricas y a una eventual distribucion de
bloques constituyentes del polisacarido.

La sensibilidad de EM MALDI resulté 10-100 veces mayor que la espectrometria FAB
(fast atom bombardment) para el andlisis de glicoproteinas, oligosacaridos y glucanos
ciclicos. Sin embargo, la ionizacion en EM MALDI de los hidratos de carbono como especies
cargadas (principalmente [M+Na]") no es tan sensible como la ionizacion de péptidos, donde
la especie predominante es [M+H]". En consecuencia, es necesario emplear mayores
potencias de laser, lo que a su vez lleva a que las muestras depositadas se evaporen mas
rapidamente que en el andlisis de péptidos. Por lo tanto, el punto de incidencia del laser debe
moverse a través de la superficie de la muestra a fin de mantener la senal. Este efecto es

relativamente insignificante para la adquisicion de la sefial de un ion molecular en un
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UV-MALDI-TOF

instrumento de tiempo de vuelo (TOF, time-of-flight), aunque adquiere importancia para el
enfoque del instrumento y para la adquisicion de los espectros de fragmentacion.

Los laseres de nitrogeno que emiten a 337 nm (UV) son utilizados universalmente para el
analisis por EM MALDI, aunque los lascres de infrarrojo tienen cierta aplicacion en el
analisis de glicoproteinas y glicanos.

El alto grado de desarrollo de EM UV-MALDI como método analitico presenta un
contraste notorio con ¢l escaso entendimicnto sobrec el mecanismo tedrico del proceso de
desorcion/ionizacion. Los iones pueden formarse en el estado sélido, o bien en fase gascosa
por reacciones ion-molécula inmediatamente después de la desorcion por el laser. Es probable
que ocurran ambos procesos en proporciones diferentes segun la matriz y la muestra. Eehman,
Knochenmuss y Zenobi® sugirieron que la mayor parte de la ionizacion esta presente en el
estado solido para muestras que conticnen complejos de metales de transicion, mientras quc
otras muestras, por ejemplo aqueilas que contienen poliestireno, estan ionizadas en forma
predominante cn la fase gaseosa. Knochenmuss et al.” también apoyaron la ionizacion rapida
en fasc solida y propusicron un mecanismo que incluye protonacion, formacion del cation y
efectos de supresion de matriz que involucran a moléculas de matriz excitadas
fotoquimicamente, pero no ionizadas, como las especies reactivas inductoras.

Recientemente Knochenmuss et al.® propusicron que las reacciones secundarias ion-
molécula, cn particular las reacciones de transferencia de carga y de protén entre ion y
molécula, que tienen lugar en la pluma de desorcion son los determinantes principales de los
espectros de masa observados. El alcance de las reacciones secundarias de ionizacion puede
scr tan amplio que los complejos eventos primarios de ionizaciéon no necesariamente quedan
reflejados en el espectro. Se postula una ionizacion primaria de la matriz, seguida de
reacciones sccundarias entre matriz ionizada y analito neutro. Por supucsto, al mismo tiempo
las reacciones matriz ionizada-matriz neutra son igualmente probables.

Los espectros de masa UV-MALDI registrados en modo de deteccion positivo presentan
tres caracteristicas generales a tener en cuenta:

i) Los espectros consisten fundamentalmente en iones monocargados.

ii) Existe un fenomeno denominado efecto de supresion de la matriz (MSE, matrix
supression effect) por el cual los analitos de peso molecular bajo a medio, en
concentracion suficientemente elevada, pueden suprimir fuertc o completamente las
sefiales de la matriz en cl espectro. Esto constituye una evidencia de la saturacion de las

reacciones secundarias matriz-analito a concentraciones elevadas de analito. También
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existen efectos de supresion analito-analito (ASE, analyte supression effect) que
implican reacciones secundarias similares.

iii) Se requiere una mezcla eficiente de matriz y analito antes de la desorcion, de modo de
promover colisiones o interacciones adecuadas entre matriz y analito, minimizando las
regiones ricas en matriz.

Si la pluma de UV-MALDI llegara a alcanzar un estado de equilibrio completo, no habria
iones (excepto las cargas netas positivas generadas por pérdidas de electrones) debido a
reacciones de neutralizacion entre cationes y aniones. Los iones son especies minoritarias y
por lo tanto los encuentros entre iones son muy poco frecuentes y no se logra completar el
equilibrio. Este un requisito obvio para obtener informacion util de un espectro UV-MALDL
Las colisiones ion-molécula son abundantes, debido a la abundancia de matriz y de analito,
por lo que este tipo de reacciones si alcanzan o se aproximan a una distribuciéon idnica
delimitada termodindmicamente. En ciertos rangos de concentraciones, las reacciones ion-
molécula de analito son significativas y se ponen de manifiesto en los espectros registrados.

Las reacciones de transferencia de carga y de proton pueden explicar tanto el predominio
de iones monocargados, como los efectos MSE y ASE. La termodinamica de las reacciones
ion-molécula es tal que los iones altamente cargados son reducidos rapidamente, aunque los
iones monovalentes no se neutralizan por el mismo camino. Si existen colisiones en la pluma
en cantidad suficiente, el espectro UV-MALDI consistira predominantcmente de iones con
carga simple, o eventualmente de aquellos donde los multiples sitios monovalentes estén
separados. Las reacciones secundarias ion-molécula en la pluma estarian frecuentemente bajo
control termodindmico, mas que cinético. Si los valores de los parametros
termodindmicamente relevantes fueran conocidos y las condiciones experimentales se
eligieran adecuadamente, seria posible planear y predecir muchos experimentos UV-MALDI.
Las condiciones basicas parecen ser una mezcla eficiente de la matriz y los analitos antes de
la desorcién de la muestra y una incidencia suficiente del ldser como para generar una pluma
rica en colisiones.

La naturaleza pulsada de la fuente de ionizacion por laser y su capacidad para ionizar
moléculas grandes hacen que la aplicacion de un analizador TOF sea ideal. Iiste analizador se
basa en la separacion de iones de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z), para iones
acelerados con el mismo potencial a partir de un punto fijo, a un mismo tiempo inicial,
cuando se los deja derivar hacia el detector. Con este arreglo instrumental se logra alta
sensibilidad ya que la mayoria de los iones generados en la fuente llegan a ser registrados por

el detector. Los iones producidos pueden ser analizados en modo de extraccion continua, o
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bien en modo de extraccion demorada (delayed extraction). Cuando los iones son acelerados
tienen una amplia dispersion en su contenido energético, pero si los iones se forman en un
campo eléctrico débil y luego se los acelera mediante un pulso de alto voltaje después de un
tiempo predeterminado, se minimiza esta dispersion energética, disminuye el ancho del pico
detectado, y mejoran la resolucion y la exactitud.

Amplias diferencias de energia cinética entre los iones producidos hacen que los
analizadores TOF lineales (Fig. 4.2) no produzcan sefiales con alta resolucion para masas
elevadas, ya que no hay un mecanismo de compensacion para la distribucion inicial de
energia cinética (esta distribucion es mas amplia a masas mayores). El analizador TOF en
modo reflectron esta compuesto por dos regiones lineales, libres de campo, y un espejo idnico

(Fig. 4.2) que compensa las diferencias de energia cinética en iones de igual m/z.
Fig. 4.2. Esquema de un espectrometro de masa MALDI-TOF con modo de deteccion lineal
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Cuando dos iones (1 y 2) de igual m/z pero diferente energia cinética inicial (E; > E;) se
desorben de una superficie y analizan en modo reflectron ocurren los procesos que se indican

a continuacion. Ambos iones atraviesan la primera region libre de campo (L), pero el ion 1 lo
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hard mas rapidamente ya que tiene una enegia cinética mayor que el 2. En la region de
reflexion (R), el ion con mayor energia cinética avanzard mas internamentc en la region del
espejo i6nico pues la distancia que recorra dentro del espejo, proporcional al tiempo de vuelo,
depende de su energia. Por lo tanto el ion 1 entrara a mayor profundidad dentro del campo y
estara mas tiempo dentro de la region R. Cuando los iones dejan ¢l campo de reflexion entran
en una segunda region libre de campo (L,) y finalmente chocan con el detector. A la salida del
espejo ionico, el ion 2 esta adelante del 1 a pesar de seguir teniendo menor energia cinética. El
enfoque de los iones se logra cambiando R (la longitud de la region de reflexion), mediante
variaciones del voltaje del espejo ionico, ya que experimentalmente no ¢s posible cambiar las
longitudes de L; y L,. Mientras los iones viajan a través de 1.,, se enfocan temporalmente en
el plano del detector porque el ion 1 alcanza al 2 gracias a su energia cinética mayor. Este
fendmeno de enfoque que opera en el modo reflectron tiene varias ventajas: (i) filtra
moléculas neutras; (ii) corrige dispersiones en el tiempo debido a distribuciones de energia
cinética inicial; y (iii) mejora notablemente la resolucion y exactitud de masa.

El objetivo final de la eleccion de matriz, solvente y preparacion de la muestra en un
experimento MALDI es la cocristalizacién homogénea de las moléculas de muestra y matriz,
para obtener sefiales intensas a partir de hidratos de carbono. A continuacion se describen las
matrices mas utilizadas segun los hidratos de carbono analizados (Seccion 4.1.1, Tabla 4.1) y

las técnicas mas frecuentes para la preparacion de muestras (Seccion 4.1.2).
4.1.1. MATRICES

1. MATRICES PARA HIDRATOS DE CARBONO NEUTROS

1.1. Acidos benzoicos sustituidos

COOH
COOH COOH
OH OH
O N
NH,
HO CH;0
OH

OH
! 2 3 4

La primera matriz disefiada especificamente para el analisis por EM MALDI de hidratos de
carbono fue el acido 3-amino-4-hidroxibenzoico (1)°. El acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-

DHB, 4cido gentisico, 2) pronto desplazé al compuesto anterior'®. Los iones mayoritarios
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producidos corresponden a [M+Na]"*, que suclen estar acompaiiados por iones [M+K]* menos
intensos. Por adicidon de las sales inorganicas adecuadas es posible generar otras especies,
como [M+Li]". Esta ultima matriz cristaliza de mezclas de acectonitrilo o etanol y agua como
cristales largos, con forma de aguja, que se originan en la periferia del portamuestras y sc
proyectan hacia el centro. La region central suele contener una mezcla amorfa de azicares,
contaminantes y sales. Stahl er al.'' encontraron evidencias del fraccionamiento de
constituyentes dec la muestra en 2,5-DIHB: cn una mezcla de azucares y glicoproteinas, los
azucares sc obtenian dc la region amorfa central y los espectros de las glicoproteinas
provenian de los cristales periféricos.

Otros isomeros de 2,5-DHB produjeron sefiales relativamente pobres para hidratos de
carbono, excepto aquellos que contenian un grupo hidroxilo en posicion orto'?. Para
comportarse como una matriz, los compuestos deberian ser capaces de sufrir una transferencia
de hidrogeno entre los grupos fendlico y carboxilico. De todas las matrices ensayadas, el
acido 2,5-dihidroxibenzoico fuc ¢l mas efectivo dentro de los compuestos orfo-sustituidos. Su
efectividad estaria relacionada con su descomposicion fotoquimica'®: los acidos benzoicos
tienden a eliminar CO, como respuesta a la luz UV, una oxidacion posterior produciria la p-

benzoquinona, relativamente cstable.

Tabla 4.1. Matrices utilizadas para el anélisis de hidratos de carbono.

Matriz Ref Observaciones

Acidos benzoicos sustituidos
ac. 3-amino-4-hidroxibenzoico (1) 9 Primera matriz utilizada para hidratos de carbono.
ac. 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB, 2) 10 Aplicacion general a oligosacaridos neutros,
deteccion en modo positivo.
23 Aplicacion a dextranos de PM 7500 Da, deteccion
en modo negativo.
30 Aplicacion a oligosacaridos con 12 residuos de ac.
galacturonico, deteccion en modo positivo.
super 2,5-DHB: mezcla 2,5-DHB-ac. 2- 14
hidroxi-5-metoxibenzoico (3)
mezcla  2,5-DHB-I-hidroxiisoquinolina 15
(HIQ, 4)
mezcla 2,5-DHB-spermina (18) 35 Aplicacion a glicanos sialilados, deteccion en modo

negativo
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Matriz Ref Obscrvaciones
3-aminoquinolina (5) 16  Aplicacion a inulinas (PM < 6000 Da).
1T Aplicacion a azicares sialilados.
17 Aplicacion a fructanos.
mezcla 3-aminoquinolina-ac. a-ciano-4- 18
hidroxicinamico (4-HCCA, 6)
5-cloro-2-mercaptobenzotiazol (CMBT, 20 Aplicacion a N-glicanos con alto contenido de
7) manosa.
Pearbolinas
nor-harmano (8), harmano (9), harmina 21 Aplicacion a ciclodextrinas (PM ~1000 Da) vy
(10), harmo! (11), harmalina (12), oligosacaridos aciclicos (PM 342-828 Da),
harmalol (13) deteccion en modos positivo y negativo.
nor-harmano (8), harmano (9) 34 Aplicacion a oligosacaridos sulfatados de
carragenano lambda (PM 549-1733 Da), deteccion
en modo negativo.
arabinosazona (14) 24 Aplicacion a laminarano, deteccion en modo
positivo.
25 Aplicacion a oligosacaridos con acido sialico,
deteccion en modo negativo.
2,5-dihidroxiacetotenona (DHAP, 15) 12 Deteccion en modos positivo y negativo.
mezcla 2,4,6-trihidroxiacetofenona 31  Aplicacion a oligosacaridos sialilados.
(TIIAP, 16)—<citrato de amonio
6-aza-2-tiotimina (17) 31 Aplicacién a oligosacaridos sialilados.
7-amino-4-metilcumarina (19) 36 Aplicacion a disacaridos monosulfatados.
mezcla  7-amino-4-metilcumarina—6-aza- 36  Aplicacion a oligosacaridos monosulfatados.
2-tiotimina
acido sinapinico (21) y formacion de par 37, Aplicacion a oligosacaridos sulfatados derivados de
idnico con bases 38 heparina.

Mezclas de otros compuestos con 2,5-DHB mejoraron la sensibilidad o la resolucion. Asi,

Karas et al.'* agregaron pequefias cantidades de otros acidos benzoicos sustituidos o

compuestos relacionados con el fin de causar desorden en la red cristalina, permitiendo una

desorcion mas suave. El mejor aditivo fue el acido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico (3) al 10 %,

formando una mezcla que se conoce como “super 2,5-DHB”. L.a adiciéon de las co-matrices

parccen mejorar la homogeneidad de los cristales mas que cambiar su estructura morfolégica.
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Mohr ef al."’ encontraron que una mezcla de 2,5-DHB y 1-hidroxiisoquinolina (HIQ, 4), en
una relacion molar cercana a 3:1, era muy efectiva en la ionizacion de hidratos de carbono. La
hidroxiisoquinolina en si cra una matriz pobre para este fin, pero su presencia en 2,5-DHB
causo la formacion de cristales mucho mas finos con respecto al 2,5-DIHB solo. Al ser menos
soluble en la mezcla agua:acetonitrilo empleada como solvente, HIQ cristalizaba primero y se
pensé que inducia la cristalizacion de 2,5-DHB. El espectro resultante carecia de picos
correspondientes a 2,5-DHB, aunque aparecian otros provenientes de HIQ. Esta matriz toler6

la presencia de sales y aditivos y aun de compuestos tales como dodecilsulfato de sodio.

5 7

1.2. 3-Aminoquinolina

Metzger et al.'® aplicaron exitosamente 3-aminoquinolina (5) para la ionizacion de inulinas
de plantas con masas hasta 6000 Da, con una linca de base y una resolucion mejores que las
obtenidas para 2,5-DHB. Stahl ef al."" informaron que era superior al 2,5-DHB para aziicares
sialilados, pero esta matriz era mas sensible que 2,5-DHB a la presencia de contaminantes'”.
Kolli y Orlando'® mezclaron 3-aminoquinolina con 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico (4-
HCCA, 6) para obtener una matriz liquida que fue capaz de dar sefales de larga duracion a
partir de un disparo de lascr. Sin embargo, la aplicacion de 3-aminoquinolina para el analisis
de hidratos de carbono parece limitada ya que Harvey y Hunter'® observaron que los azicares
reductores pueden formar bases de Schiff con esta matriz, especialmente en el entorno acidico

creado por la presencia de 4-HCCA.

1.3. Mcrcaptobenzotiazoles

De los cinco mercaptobenzotiazoles examinados por Xu er al”®, solo 5-cloro-2-
mercaptobenzotiazol (CMBT, 7) fue efectivo para el analisis de N-glicanos con alto contenido
de manosa, aislados de glicoproteinas. Sin cmbargo, si bien se obscrvaron sciiales para
dextrano 5000 correspondientes a compuestos con masas hasta 5500 Da, se encontré cierta

discriminacion en desmedro de los iones de masa clevada.

117



1.4. B-carbolinas
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Las pB-carbolinas (9H-pirido[3,4-b]indoles): nor-harmano (9H-pirido[3,4-blindol, 8),
harmano (1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol, 9), harmina (7-metoxi-1-metil-9H-pirido|3,4-
blindol, 10), harmol (1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-0l, 11), harmalina (3,4-dihidro-7-
metoxi-1-metil-9H-pirido[3,4-blindol, 12) y harmalol (3,4-dihidro-1-metil-9H-pirido(3,4-
blindol-7-o0l, 13) demostraron ser matrices utiles para hidratos de carbono ciclicos
(ciclodextrinas en la region de 1000 Da) y aciclicos (PM 342-828)"'. Dicron sefiales
comparables en intensidad a las obtenidas con 2,5-DHB, pero con iones [M+H]" en vez de
[M+Na]® para ciclodextrinas en modo positivo. Sin embargo, cuando eslas matrices se
aplicaron a maltooligosacaridos y otros oligosacaridos® produjeron iones [M+Na]®, junto con
un fragmento originado por pérdida de agua de intensidad elevada. Ademas se informé®' que
estas matrices producian iones [M-H]" para azuicares neutros pequenos, lo cual representa una
ventaja con respecto a matrices tradicionales para azucares neutros —como 2,5-DHB- que no
son cficaces c¢n la ionizacidon en modo negativo. La cficiencia de estas matrices estaria
asociada con la presencia simultanea de un grupo dador de proton (N-H inddlico) y uno
aceptor (N piridinico), asi como su orientacion relativa en la molécula. Hao et al?’ también
encontraron espectros de iones negativos a partir de azdcares ncutros, pero en este caso los
compuestos eran dextranos con peso molecutar mucho mayor (7500 Da). Estos iones fueron
obtenidos con 2,5-DHB, hecho que llevé a los autores a concluir que los procesos MALDI
para polisacaridos debian diferir en ciertos aspectos de los que operan para hidratos de

carbono mas pequefios.

1.5. Osazonas
Chen, Baker y Novotny** hallaron que la arabinosazona (14) era una matriz adecuada para
cl andlisis de laminarano, un D-glucano lineal de algas pardas, que mostrd picos mas intensos

para la region de masas mayores con respecto al espectro registrado con 2,5-DHB. Este efecto
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sc atribuy6 a una menor fragmentacion, resultante de la energia menor del laser nccesaria para
obtener seiial con arabinosazona. Wheeler y Harvey” encontraron que arabinosazona produce
espectros intensos de iones negativos (con iones moleculares [M-H]) a partir de
oligosacaridos pequefios que contienen acido sidlico, y que la posicion de unidon de este

residuo puede ser deducida a partir de fragmentos idnicos caracteristicos.

HO OH
HO
H NH 0 [¢]
N N
| | OH OH
AN 15 16
H OH
H OH
14
CH,0H

1.6. Hidroxiacetofenonas

Varias acetofecnonas sustituidas demostraron ser matrices eficientes para péptidos'z, y
también podria aplicarse su uso a hidratos de carbono. Analogamente a lo observado para los
acidos benzoicos sustituidos, solo aquellos compuestos con grupos hidroxilos en posicion orto
fueron efectivos en la ionizacion de péptidos, pero a diferencia de los acidos benzoicos, las
acetofenonas resultaron mas eficientes en la produccion de iones negativos. El compuesto mas
interesante, tanto en modo positivo como negativo, fue 2,5-dihidroxiacetofenona (DHAP, 15).
Este compuesto no ofrece ventajas significativas con respecto a 2,5-DHB, sino que puede

considerarse como una matriz alternativa.

1.7. Matrices dopadas con aniones

La utilizacion de cationes, generalmente de metales alcalinos, como aditivos para las
matrices cs bastante comin y ya fue introducido mas arriba (inciso 1.1). Mohr, Bornsen y
Widmer"? estudiaron la afinidad relativa de distintos ioncs de metales alcalinos hacia hidratos
de carbono y encontraron que el orden de afinidad es Cs>K>Na>Li>H. Aunque el cesio es el
mas eficiente para la formacion dc iones, no es capaz de ionizar hidratos de carbono
pequefios®®. Los metales di- y trivalentes también son capaces de producir ionizacién, pero

solamente se forman iones moleculares monocargados®’.
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Por otra parte, el empleo de aniones como dopantes es muy poco comiin. Wong ef al.?®
informaron el agregado de acido sulfurico a harmano; 2,5-DHAP; 2,4,6-trihidroxiacetofenona
(THAP, 16) y 3-aminoquinolina. Las sefiales mas intensas se registraron para harmano,
observandose dos productos: (i) a una concentracion de sulfato de 1 x 10° M los
oligosacaridos formaron un aducto [M+HSO,]’, mientras que (ii) a concentraciones mayores
de sulfato, 1 x 107 M, hubo reaccion para dar el derivado [M+HSO4-H,0]. El aducto fue
estable mientras que el derivado dio un espectro CID (collision-induced dissociation) intenso
con fragmentaciones importantes, especialmente a partir del extremo reductor. Solo los
oligosacaridos neutros dieron aductos con sulfato, proporcionando un método para detectar
simultaneamente hidratos de carbono neutros y acidos en modo negativo. Los neutros daban

naturalmente iones [M-H] y los acidos daban [M+HSO,] con intensidades casi iguales.

1.8. Compuestos ineficaces

Las siguientes matrices, que resultaron adecuadas para compuestos que no fueran hidratos
de carbono, proporcionaron espectros con sefiales débiles o inexistentes para azicares
neutros: 2-amino-5-nitropiridina; acido antranilico; acido 3-hidroxipicolinico y su amida;
acido feralico; acido salicilico'®; acido 2,3-dihidroxibenzoico; acido 2,4-dihidroxibenzoico y
acido sinapinico'>".

2. MATRICES PARA HIDRATOS DE CARBONO CON GRUPOS ACIDOS LIBRES

Los hidratos de carbono acidicos, como los azucares sialilados, en general dan espectros
MALDI pobres cuando se utilizan matrices como 2,5-DHB. Se obtienen iones positivos
[M+Na]" y negativos [M-HJ, con la presencia de varios picos debido a la formacién de sales
de sodio y potasio. La fragmentacion de los azicares sialilados o de algunos compuestos
sulfatados por pérdida de acido sidlico, CO, o sulfato también suele ser un problema. En
cambio, los 4acidos urdnicos parecen ser estables en las condiciones experimentales
habituales®. Oligosacéridos conteniendo hasta 12 residuos de acido galacturonico dieron
sefiales intensas en modo positivo con 2,5-DHB como matriz™*.

Algunas matrices adecuadas para carbohidratos sialilados ya fueron comentadas mas
arriba. Papac, Wong y Jones®' encontraron que 6-aza-2-tiotimina (17), previamente informada
como matriz para gangliésidos’’, dio un aumento significativo de la sensibilidad para
oligosacaridos acidos con respecto a las matrices comunes, como 2,5-DHB. Sin embargo, se

vieron fragmentaciones por pérdida de acido formico y, a veces, de acido sidlico a partir del
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ion [M-H] cuando se registraron espectros en modo lineal negativo. Cuando se operd en

modo reflectron, aparecié un incremento en la pérdida de acido sialico y algo de CO,.

OH
CHs
NZ NN N NH
| HoN u/\/\/ oM
x N

17 18

HS

Otra matriz adecuada para el analisis de hidratos de carbono sialilados fue una mezcla de
THAP vy citrato de amonio®'. El citrato de amonio se agregd para impedir la formacién de
sales a partir de la muestra. Las condiciones de preparacion de la mucstra fueron cruciales
para maximizar la sensibilidad y evitar fragmentaciones. Otras desventajas de esta matriz son
la formacion de aductos con citrato [M+1917, registrada en ocasiones™, y su incficacia para
la ionizacion de hidratos de carbono sulfatados™.

Mechref y Novotny®® utilizaron la base spermina (18) como co-matriz de 2,5-DHB para el

analisis de glicanos sialilados en modo negativo.

3. MATRICES PARA HIDRATOS DE CARBONO SULFATADOS

El estudio por EM MALDI resulta particularmente dificil en muchos polisacaridos
sulfatados, en parte dcbido a la labilidad de los grupos sulfato en ciertas posiciones. St bien es
posible obtener sefiales con las matrices empleadas normalmente para los compuestos neutros,
los resultados pueden scr erraticos y varios laboratorios intentaron desarrollar métodos
alternativos. Asi, Nonami, Fukui y Erra-Balsells*® demostraron que B-carbolinas como nor-
harmano (8) y harmano (9) producian iones negativos a partir de oligosacaridos de
carragenano lambda (PM 549, 712, 1570, 1733). Dai et al.*® cncontraron que el compuesto
basico 7-amino-4-metilcumarina (19) era una buena matriz para disacaridos monosulfatados.
Los iones moleculares también pudieron obtenerse con acido 2-(p-hidroxifenilazo)benzoico
(HABA, 20) y acido sinapinico (21), pero la presencia de iones provenientes de la matriz en la
region del ion molecular interfirieron con la deteccion. Se encontré que la cficiencia de la
ionizacion dependia de la naturaleza del analito. Por ejemplo, los tri- y tetrasacéaridos

monosulfatados y aquellos quc contenian acido sidlico eran ionizados mejor por una mezcla
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de 7-amino-4-metilcumarina y 6-aza-2-tiotimina que a partir de 7-amino-4-metilcumarina

solamente.
CH,
COOH H,CQ
AN / COOH
N— OH
HzN (o) [o}
19 H,CO

Otra aproximacién para la ionizacion de hidratos de carbono sulfatados involucra la
formacion de pares i6nicos con bases. Los glicosaminoglicanos, altamente sulfatados y con
pesos moleculares entre 5 y 40 kDa, son dificiles de ionizar por MALDI y tienden a dar

fragmentaciones por pérdida de sulfato. Juhasz y Biemann’’*

obtuvieron espectros
excelentes para fragmentos provenientes de heparina por neutralizacion de los grupos édcidos
por formacion de complejos idnicos 1:1 con péptidos basicos o una proteina basica. Fue
posible obtener espectros de los complejos, para muestras homogéneas hasta 6 unidades
sacaridicas y 8 grupos sulfato, por ionizacién con laser UV e IR, correspondiendo los mejores

resultados a acido sinapinico (21) como matriz y laser UV como fuente de excitacion.

3.1. COMPUESTOS INEFICACES
Las siguientes matrices dieron resultados negativos para los hidratos de carbono
sulfatados: acido antranilico, varias hidroxiacetofenonas, harmalol, carbazoles sustituidos y

acido indolacrilico®'.
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4.1.2. PREPARACION DE MUESTRAS

La relacion molar analito/matriz en la preparacion de la muestra a analizar determina si cl
espectro de masa sera obtenido o no. El aumento excesivo de la proporcion de matriz puede
producir la formacion no deseada de clusters de matriz, rcgistrados en la region de masas
mayores, que pucden ser fucnte de crror en la determinacién de distribuciones de peso
molecular.

Existen varios procedimientos para transferir la mezela analito/matriz al portamuestras. El
procedimicnto mas antiguo es ¢l denominado de la gota seca o dried-droplet®, segin ¢l cual
las soluciones de analito y de matriz se mezclan primero y aproximadamente 0,5-1 pl de
mezcla sc aplica sobre el pocillo del portamuestras, dejando secar al aire a tempcratura
ambicnte. La cristalizacion cs relativamente lenta, aumentando el riesgo de segregacion entre
la matriz y el analito, o bien de fragmentacion siguiendo alguna de las distribuciones posibles
para la muestra (pag. 113). Mas tarde se introdujo el método de cristalizacion rapida®®, donde
cl portamuestras sc¢ introduce en una camara de vacio para promover la vclocidad dc
cristalizacion. Como resuitado sc obtienen cristales mas pequefios, con menor scgregacion,
mejorando la reproducibilidad, intensidad de la sciial y resolucion. Alternativamente, puede
emplearse una corricnte de nitrégeno de alta pureza.

En el método de capa delgada (thin layer), sc prepara una capa de matriz que se dcja
cristalizar, para luego afiadir una solucion de muestra y evaporar ¢l solvente (con disolucion
parcial de la matriz), sobrc este depdsito se coloca finalmente mas solucién dc matriz y se
seca el sistema. Esta manera dc preparacion de muestra tiene la ventaja de requerir menor
cantidad de analito.

Nonami et al."® intentaron realizar un estudio sistematico de la estructura de los cristales de
la matriz cn la muestra y su correlacion con el analisis por MALDI. Encontraron que ciertas
matrices prescntaban el mismo comportamiento cristalino con muestras de proteinas y de
ciclodextrinas, pero no se registraron sefiales para las muestras proteicas y si hubo buenas
sefiales para las ciclodextrinas trabajando en modo lincal positivo. Por lo tanto, una
cristalizacion similar para una matriz dada no seria suficicnte para esperar un comportamicnto
similar en muestras que contengan analitos distintos. Por otro lado, al comparar las mismas
matrices aplicadas a proteinas encontraron que el método de capa delgada producia mayor
nimero dec sweet spots (regiones de muestra que producen buenos espectros), de mayor

tamaiio y distribuidos homogéneamente en la superficie de la muestra, en comparacion con el
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método de la gota seca. En estas condiciones se obtenian sefiales mas intensas y picos mas

agudos, tanto en modo positivo como negativo.
4.1.3. FRAGMENTACION

La espectrometria de masa MALDI se caracteriza por la suavidad del método de
ionizacién, por lo que generalmente no se observan fragmentaciones pronunciadas en los
experimentos. Sin embargo, bajo condiciones experimentales e instrumentales especificas, es
posible registrar fragmentos en EM MALDI-TOI. Con potencias de laser elevadas puede
ocurrir fragmentacion en la regiéon de la camara de ionizacion, a la que sucle denominarse
prompt fragmentation. Adicionalmente, en fuentes de ionizaciOn con extraccion retrasada
(delayed extraction) de iones puede ocurrir fragmentacion rapida de iones metaestables
durante el tiempo de espera antes de la extraccion, en una escala de tiempo del orden de 100-
1200 ns, que se denomina decaimiento en la fuente (ISD, in-source decay). El aumento de la
fragmentacion ISD con la energia del laser a un tiempo de espera fijo es causado por un
mayor numero de colisiones en la pluma en expansion, llevando a una activacion colisional
mayor ¢n la fuente de ionizacion. Las fragmentaciones prompt e 1SD producen fragmentos
i0nicos que se detectan tanto en modo de deteccion lineal como reflectron. En contraste, la
fragpmentacion metaestable en la region libre de campo, llamada “decaimicnto posterior a la
fuente” (PSD, post-source decay), ocurre en una escala de tiempo de ~10 pus y produce
fragmentos idnicos que solo se detectan con el detector operando en modo reflectrén.

Los fragmentos prompt, 1ISDD y PSD suelen observarse en un mismo espectro en
instrumentos TOF con delayed extraction operando en modo reflectron. Los iones originados
por ISD aparecen como picos finamente enfocados, acompafiados por otras scfales mas
anchas y difusas, a masas aparentes mayores, generadas por los iones PSD desenfocados. La
relacion de intensidades entre ambos tipos de sefiales varia con ¢l tiempo de espera, con ¢l
pico PSD disminuyendo en intensidad a medida que aumenta ¢l tiempo de espera. Harvey et
al.*' encontraron una ecuacion que correlaciona las masas de los iones padre, fragmento y
metaestable, de modo que permite calcular la masa de uno de los tres conociendo la masa de
los otros dos. La apariencia de estos conjuntos de iones en un espectro es de valor diagnostico
en el espectro de un carbohidrato porque la diferencia de masa entre ellos y su abundancia
relativa reflejan el tipo de fragmentacion involucrada. La pérdida de grupos acidicos, acido

sialico y sulfato, producen iones metaestables particularmente abundantes.
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Es posiblc obtencr un cspectro PSD EM/EM, para determinar la “secuencia genética” de
formacion de ioncs, st se cuenta con un selector adecuado de iones precursorcs en la region
libre de campo decl camino lineal y con la posibilidad de hacer un barrido de voltaje en la
region dcl reflectron. A pesar de la baja energia interna de los iones y la baja eficiencia de la
fragmentaciéon, un expcrimento MALDI PSD puede ser muy util para lograr una
fragmentacion controlada en secuenciacion de péptidos u oligosacaridos. Otro dispositivo
instrumental adicional que puede montarse en la zona libre de campo de un sistema MALDI-
TOF es una celda pulsada para colision con gas, dc esta manera se pueden lograr colisiones de
alta energia (del orden de keV) que dan fragmentos adicionales. Estc proceso s¢ conoce como
descomposicion inducida por colisiones (CID, collision-induced decomposition).

En términos generales, los tipos de fragmentaciones obscrvadas para los hidratos de
carbono bajo condiciones dc ionizacion diferentes (FAB, ESI, MALDI) son similares y
dependen dc factores tales como el tipo de ion formado ([M+H]*, [M+Na]', etc ), la carga
neta, la cnergia depositada en el ion y el tiempo disponible para la fragmentacion. En general,
los caminos de fragmentacion pueden clasificarse en dos tipos: (i) rupturas a través del enlace
glicosidico, resultantes de la escision de una unidén entre dos monosacéridos, o bien (ii)
rupturas a través de un mismo ciclo monosacaridico, que implican la escision de dos uniones.
En general, la ruptura glicosidica proporciona informacion sobre secuencia y ramificaciones,
mientras que las fragmentacioncs a través del ciclo revelan informacion sobre las posiciones
de union®.

El tipo de ion padre producido a partir de la molécula de carbohidrato tiene un efecto
significativo en su fragmentacidon, aunque el espectro resultante parece ser relativamente
independiente de la manera en que fue formado dicho ion padre. Ngoka, Gal y Lebrilla® y
Cancilla ef al.*® encontraron que las especies protonadas descomponen mas facilmente que las
especies asociadas a metales, el orden de descomposicion vinculado a cstas especies es Li* >
Na* > K* > Cs’. El caracter exotérmico de la union al cation también sigue este orden,
sugiriendo que los iones litiados y protonados se forman con energia en exceso que promueve
su fragmentacion. Mas ain, se cncontré que los hidratos de carbono lineales tienden a
fragmentarse mas que los ramificados. Este hecho fue atribuido a la coordinacion del cation
con cl azucar; los cationes mas voluminosos, como el cesio, no inducen ionizacion en las
moléculas mas pequeiias.

La fragmentacion PSD dependiente de la matriz puede disminuir la resoluciéon y la
precision de la determinacion de la relacion m/z en el anélisis de glicoproteinas, debido a un

aumento en la distribucion de velocidades de los iones. Estas fragmentaciones serian
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producidas por colisiones bimoleculares en la pluma de la matriz, con transferencia de un
protén de la matriz al analito*®. La matriz que produce fragmentaciones mas intensas es 4-
HCCA, que es a su vez el acido mas fuerte en fase gaseosa entre las matrices mas comunes;
este hecho es consistente con la teoria propuesta anteriormente. En general, las matrices con
menores afinidades protonicas, como 4-HCCA, son las mas efectivas en el proceso de
ionizacién y también producen fragmentaciones intensas®.

Muchos de los caminos de fragmentacion presentados por los hidratos de carbono, en
especial la formacién de iones que contienen al extremo terminal reductor de la molécula,
producen especies que coexisten con los iones moleculares. Por lo tanto, si estos iones son el
resultado de fragmentaciones en la fuente de ionizacion, seran enfocados junto con los iones
moleculares de los carbohidratos intactos y resultaran indistinguibles unos de otros. Esto
representa un problema significativo para el analisis de mezclas, donde es importante asegurar
que el espectro sea representativo del perfil original de los carbohidratos componentes. Los
fragmentos i6nicos formados por reacciones PSD no ocasionan problemas en espectros
registrados en modo lineal, pero pueden llevar a resultados erroneos cuando se emplea el

modo reflectron.
4.1.4. ANALISIS POR EM UV-MALDI-TOF DE CARBOHIDRATOS

En esta seccion se presentan algunos ejemplos del andlisis de hidratos de carbono por EM

UV-MALDI-TOF, relevantes para el estudio de los polisacaridos de Nothogenia fastigiata.

1. CARBOHIDRATOS NEUTROS
Los polisacaridos de alto peso molecular suelen ser demasiado grandes como para poder
hacer un anadlisis directo por espectrometria de masa y usualmente son degradados a

moléculas mas pequefias por tratamientos quimicos o enzimaticos antes de su analisis.

1.1. FRUCTANOS

Las inulinas, que junto con el almidon constituyen los polisaciridos de reserva de las
plantas superiores, son un tipo especial de fructanos con enlaces 3-(2—1). Los fructanos de
Dabhlia variabilis, consistentes fundamentalmente en inulina, fueron estudiados por MALDI"’
empleando 3-aminoquinolina como matriz en un equipo TOF operando en modo reflectrén. Si
bien se encontraron picos correspondientes a unos 50 compuestos, con masas hasta 10000 Da,

solo pudieron resolverse adecuadamente aquellos hasta 7000 Da. Los fructanos de Allium
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cepa L. (cebolla) son mas variables en cstructura pero de menor peso molccular. Cuando
fueron analizados por MALDI con 2,5-DHB, los iones principales correspondian a [M+K]*

mas que a [M+Na]", reflejando el elevado contenido de potasio del vegetal de partida.

1.2. PECTINAS

LLas pectinas son polisacaridos de alto peso molecular pertenecientes a las paredes celulares
de las plantas superiores. Estan compuestas por cadenas parcialmente esterificadas (como
metilésteres) de acido galacturonico (regiones suaves) separadas por cadenas con L-ramnosa
ramificadas (rcgiones “con pelos”). Komer et al*' utilizaron una digestion parcial con
pectina-liasa para reducir los pesos moleculares, de modo de poder ser examinados por
espectrometria de masa. Los mejores resultados se obtuvieron con una mezcla de THAP y
nitrocelulosa como matriz, registrando los espectros en modo negativo. Fue posible detectar

productos con grados de polimerizacion hasta 45 (8000 Da).

1.3. XILANOS

Los xiloglucanos son polisacaridos hemiceluldsicos presentes en las paredes celulares de la
mayoria de las plantas supcriores y cn algas. Estan vinculados estructuralmente a la celulosa,
pero poseen ramificacioncs adicionales en la posicion 6 de los residuos de glucosa. York ef
al.® estudiaron la ubicacion de las ramificaciones en plantas solaniceas usando una
combinacion de cromatografia, EM MALDI y FAB y espectroscopia RMN. Los polisacaridos
fueron degradados con una endo-B-(1—>4)-D-glucanasa a oligosacaridos con masas cercanas a
1000 Da. Rydlund y Dalman*® cstudiaron la composicion de la pulpa de 4rboles de madera
dura, como el abedul. El tratamiento de las cadenas con una endoxilanasa dio fragmentos de
400-1000 Da que fueron analizados por electroforesis capilar y EM MALDIL. De mancra
similar fueron tratados los xiloglucanos de Acer pseudoplatanus en fragmentos que contenian
17-20 residuos glicosidicos, cuyo analisis se llevo a cabo por MALDI, FAB y RMN (a partir
de los productos reducidos previamente con borohidruro de sodio) y reveldé que las cadenas
laterales contenian xilosa, galactosa y fucosa. La unidad repetitiva heptasacaridica dc los
xiloglicanos de las semillas de tamarindo fue cstudiada por PSD, luego de un tratamiento con
galactosidasa y glucosidasa’’. Este glicano poseia cuatro unidades de glucosa con uniones f-
(1-4), tres de los cuales tenian xilosa enlazada en la posicion 6. Los fragmentos observados

, . Y . . . ., 48.49
provenian preferencialmente de pérdidas de residuos unidos por la posicion 6™ .
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1.4. GLUCANOS

Stahl et al.'® utilizaron EM UV-MALDI-TOF como herramienta para determinar masas
moleculares y su distribuciéon en muestras complejas de maltodextrinas —glucanos con
enlaces a-(1—>4) con pesos moleculares entre 500 y 3500 Da y dextranos —glucanos
con enlaces a-(1—>6) de peso molecular hasta 7000 Da. Para cada glucano se obtuvieron
sefiales correspondientes a iones [M+Na]* y [M+K]’, sin que se apreciaran iones moleculares
protonados ni fragmentaciones de ningun tipo. En el rango de masas analizado no se registré
discriminacion de iones dependiente de la masa.

Garozzo ef al.>®

analizaron muestras comerciales de dextranos extendiendo el rango de
pesos moleculares. El espectro de masa UV-MALDI-TOF del dextrano de peso molecular
12000 no reflejo la distribucién obtenida por métodos cromatograficos tradicionales. Si bien
detectaron una seric de picos separados por 162 uma, con buena resolucidn hasta algo mas de
10000 Da, la intensidad de las sefiales en funcion de m/z no coincidia con la distribucion
esperada para una muestra de su peso molecular. Para dextranos superiores, con PM 25000,
50000 y 80000, las discrepancias entre el peso molecular promedio numérico obtenido del
espectro y el esperado para la muestra fueron en aumento, independientemente de los cambios
aplicados en las relaciones matriz:analito y en la potencia del laser. Las muestras permetiladas
dieron resultados similares. Se supuso entonces que existia una desorcion y ionizacion
preferencial de los componentes mas livianos en el proceso UV-MALDI, que suprimia la
desorcién/ionizacién de las moléculas mayores. Esta hipotesis fue verificada por
fraccionamiento por cromatografia de exclusion por tamaiio (SEC, size exclusion
chromatography) y analisis por EM UV-MALDI de las fracciones aisladas. De e¢sta manera, a
partir del dextrano S0000 detectaron picos a m/z 34000, 42000 y 50000 para trcs de las
fracciones, junto con sefiales menores correspondientes a iones moleculares doblemente
cargados y a dimeros con carga simple. Los autores concluyeron que era posible obtener
espectros de masa UV-MALDI-TOF de polisacaridos con peso molecular promedio
numérico, M, hasta 100000 Da para muestras monodispersas con indice de polidispersion —
cociente entre peso molecular promedio en masa (My) y My— menor que 1,1.

Recientemente Broberg er al.®' estudiaron la distribucion de longitudes de cadena de
amilopectinas (componente principal del almidon) de trigo y de papa. Los perfiles
determinados por UV-MALDI-TOF y cromatografia de intercambio anionico con deteccion
amperométrica de pulsos (HPAEC-PAD, high-performance anion-exchange chromatography
with pulsed amperometric detection) fueron similares: se detectaron cadenas con grado de

polimerizacion de 6 a 61, con maximos en 12-16. Los espectros de masa UV-MALDI-TOF
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presentaron resultados reproducibles en basc a las arcas relativas de cada pico medidas en
forma dirccta. En cambio, los datos de HPAEC-PAD requirieron la aplicacion de correciones
(determinadas previamente) debido a la respuesta del detector, ya que esta respucsta
disminuye con la longitud dc las cadenas poliméricas. Este hecho constituye una ventaja para
extender la aplicacion de la técnica MALDI a otros polisacaridos cuyos factorcs de respuesta
para HPAEC-PAD scan dcsconocidos.

2. CARBOHIDRATOS DE ALGAS

2.1. XILANOS

Yamagaki ef al.’* demostraron que los xilanos del alga marina Caulerpa brachypus estan
formados por un polisacérido lineal con mas de 25 residuos de xilosa con enlaces B-(1—-3).
Estos compuestos fucron extraidos del alga con agua caliente, sometidos a hidrélisis parcial
en medio acido y fraccionados por SEC antes de ser examinados por EM MALDI con super-
DHB. La fraccion correspondiente a los compuestos de mayor peso molecular contenia

oligosacaridos con DP 13-25, con maximo en 15-17.

2.2. CARRAGENANOS

Nonami, Fukui y Erra-Balsells®* llevaron a cabo un analisis de oligosacaridos derivados de
carragenano lambda, de pesos moleculares conocidos (549, 712, 1570, 1733 Da), utilizando
matrices clasicas y fcarbolinas. Dentro de las matrices clasicas, los mejores resultados se
obtuvieron con 2,5-DIIB y 6-aza-2-tiotimina; todas las f-carbolinas ensayadas (compuestos
8-13) dicron buenos espectros. :n todos los casos, los oligosacéridos sulfatados se detectaron
como aniones [M-H] en modo negativo, lo cual sugirié6 que la presencia de grupos sulfato
podia estabilizar la forma anidnica.

Muy recientemente, Fukuyama er al’® cstudiaron por UV-MALDI-TOF sicte
oligosacaridos de neocarrabiosa, dc origen comercial, derivados de carragenano kappa con
pesos moleculares 426-2468 Da, utilizando nor-harmano y 2,5-DHB como matrices. Con 2,5-
DHB se obscrvaron abundantes iones provenicntes de clusters de matriz, tanto en modo
positivo como ncgativo, que interfiricron con la deteccion del ion molecular del compuesto de
peso molecular 1345 Da (neocarrahexaosa tetrasulfato). Esta matriz fue especialmente
adecuada cn modo positivo de detcccion, en particular para el compuesto de peso molecular

733 Da (neocarratetraosa 4'-sulfato), con el menor contenido de sulfato. En modo de
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deteccion negativo, todos los oligosacaridos dieron solamente ¢l ion molecular [M-NaJ, a
excepcion del compuesto de peso molecular 2468 Da (ncocarradodecaosa hexasulfato) que
presentd un ion muy intenso correspondiente a [a pérdida de un grupo sulfato. Por otra parte,
se observé una baja eficiencia de desorcidn/ionizacion con nor-harmano en modo positivo;
mientras que en modo negativo se registraron buenos espectros pero con numerosas sefiales
correspondientes a desulfatacion, originadas por fragmentacion prompt. Ademas pudieron

correlacionar los fragmentos PSD con la secuencia de monosacaridos componentes.

2.3. B-GLUCANOS

Los laminaranos son 3-glucanos encontrados en algas pardas, consistentes en residuos de
-D-glucopiranosa enlazados por la posicion 3, con algunos enlaces 156, y con
ramificaciones sobre la posicion 6 dec la cadena central. La mayoria de los laminaranos
contienen cadenas de dos tipos: cadenas G conteniendo sélo unidades de glucosa, y cadenas
M que terminan con un residuo de D-manitol. Las variaciones estructurales de estos
polisacdridos surgen de distintas relaciones M:G, de proporciones variables de uniones 153 y
156, del grado de ramificaciéon y del grado de polimerizacion (hasta 50 unidades
monoméricas, generalmente el DP es cercano a 25). Chizov et al.>* compararon los resultados
de EM FAB y MALDI para el andlisis de laminaranos extraidos de¢ diversas algas.
Concluyeron que la espectrometria MALDI presenta ventajas ya que no s¢ observé el mismo
grado de pérdida de sefial para masas superiores que aparecid ¢n FAB. Estudiaron los
laminaranos de ocho especies y mostraron que poseian perfiles diferentes, en particular en la
distribuciéon de pesos moleculares de los oligdmeros mas abundantes. [.os espectros de los
laminaranos nativos generalmente dieron iones desde m/z 800 hasta 6000, correspondientes a
grados de polimerizacion entre 5 y 40, con sefiales intensas correspondientes a [M+Na]*
acompaiiadas de sciiales menores atribuidas a [M+K]". Los autores no hicieron comentarios
sobre discriminacién de iones dependiente de la masa en las condiciones experimentales
utilizadas. Aplicaron la permetilacion de los polisacaridos para aumentar la diferencia de 2 Da

entre las cadenas Gy M a 16 Da.
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4.2. ANALISIS POR EM UV-MALDI-TOF DE LOS XILOMANANOS SULFATADOS
Y LOS XILANOS DE NOTHOGENIA FASTIGIATA

La utilidad dc la técnica de EM MALDI para determinar las distribuciones de pesos
moleculares fue demostrada recientemente para laminaranos®, fructanos', dextranos® y
maltodextrinas, operando en modo positivo. En este modo idnico, los polisacaridos que
contienen 4cido sialico gencralmentc dieron iones [M+Na]* 6 [M+K]' correspondientes al
acido libre y también aductos con sodio o potasio de las sales de sodio o potasio del acido
sidlico™, dando scialcs mucho mas débiles que los azicares neutros. La permetilacion de
estos compuestos simplificé el esquema a iones [M+Na]® solamente.

Al comenzar csta etapa del trabajo de investigacion solamente se habian encontrado tres
antccedentes bibliograficos de aplicacion de EM MALDI a hidratos de carbono sulfatados:
oligosacaridos sulfatados derivados de heparina®®, de oligosacaridos derivados de carragenano
lambda* y oligosacaridos monosulfatados®, todos ellos con pesos moleculares inferiores a
2000. Estos compuestos fueron detectados en modo negativo y se sugirié que la presencia de
grupos sulfato en la molécula estabilizaba la forma aniénica®. En el afio 2002 apareci6
publicado un estudio de oligosacaridos derivados de carragenano kappa®® donde se mantiene
esta hipotesis.

El analisis de los pesos moleculares de las fracciones aisladas de N. fastigiara fue motivado
por:

1- el interés de comparar los resultados de EM UV-MALDI-TOF con los pesos
moleculares promedio numérico determinados por un método quimico (cuantificacion
de extremos terminales rcductores“), en el caso de los xilomananos sulfatados, y por
espectroscopia RMN 'H, en el caso de los xilanos tipo “uniones mixtas™;

2- la auscncia de experimentos realizados sobre polisacaridos sulfatados de peso
molecular tan elevado.

No fuc posible la comparacion de los resultados con determinaciones de pesos moleculares
por métodos cromatograficos, como cromatografia de exclusion por geles (SEC) por no
disponer de un equipo adccuado con detector por dispersion de luz (light scattering), o bien de
polisacaridos sulfatados similares estructuralmentc y de peso molecular conocido, que
pudieran scr utilizados como agentes calibrantes.

Los polisacaridos de N. fastigiata fueron analizados por UV-MALDI-TOF en colaboracion

con la Dra. Rosa Erra-Balsells, del Departamento de Quimica Organica, Facultad dc Ciencias
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Exactas y Naturales, UBA, y el Dr. Hiroshi Nonami, Plant Biophysics / Biochemistry
Research Laboratory, College of Agriculture, Ehime University, Japon.

Los xilomananos sulfatados se analizaron en un espectrémetro de masa Shimadzu Kratos,
Kompact MALDI 1Il. Se disefiaron experimentos empleando diferentes matrices: acido
sinapinico (21); 4-HCCA (6); 2,5-DHB (2); B-carbolinas (nor-harmano 8, harmano 9 y
harmina 10) y matrices dopadas como 2,5-DHB-HIQ (4) y 2,5-DHB-B-carbolina (nor-
harmano y harmano). Las muestras se prepararon segin tres métodos. Los espectros se
registraron en modos lineal y reflectrén, tanto positivo como negativo, sobre un promedio de
50 disparos de laser. También se analizaron las muestras preparadas justo antes de introducir
al espectrometro, a fin de ver la influencia de los polisacaridos sulfatados sobre la
cristalizacion de la matriz.

Los xilanos neutros tipo “uniones mixtas” —X1, X2, X3 y X pertenecientes a las muestras
analizadas por espectroscopia RMN®’ (seccion 1.4.1)- fueron analizados en dos cquipos con
analizador TOF: (i) Shimadzu Kratos, Kompact MALDLI 4, y (i) Applied Biosystems
Voyager DE-STR, ambos equipados con laser pulsado de nitrégeno (A=337 nm). En todos los
casos, los espectros se registraron en modo lineal y reflectron, tanto en modo i6nico positivo
como negativo, con un promedio de 100 disparos de laser. Se emplcaron como matrices nor-

harmano y 2,5-DHB, y dos métodos distintos de preparacion de muestras.
4.2.1. XILOMANANOS SULFATADOS

[.a evaluacion de los espectros registrados se hizo en términos de: (i) intensidad de la
sefial de analito, en valor absoluto y teniendo en cuenta la relacion sefial/ruido; (i) ausencia
de seiiales interferentes originadas por la matriz y (iii) ausencia de fragmentaciones a partir
del ion molecular. De todos compuestos ensayados, solamente las mezclas 2,5-DHB-HIQ y
2,5-DHB-nor-harmano funcionaron como matrices adecuadas. Iin particular, se obtuvo
mayor numero de espectros, y por lo tanto mayor rcpresentatividad estadistica sobre la
composicion de la muestra, cuando se empled la mezcla 2,5-DIB-111Q, por lo que sélo se
presentan estos resultados. Aunque se hicieron experimentos en modo lineal y reflectron, con
deteccion de iones tanto negativos como positivos, las muestras solo fueron detectadas cn
modo lineal positivo.

In la Tabla 4.2 se indican las intensidades normalizadas (alturas de las seqales, /,) de

todos los picos observados en los espectros registrados para cada fraccion usando 2,5-DHB-
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HIQ como matriz. Ademas se incluyen las intensidades corregidas (/) considerando la
contribucion en masa de cada fraccion a la “muestra total”. Se definié como muestra total a la
masa total de las fracciones sulfatadas precipitadas con cetrimida (F2-F6). Dichas

intensidades se calcularon mediante las siguientes ecuaciones:

1.=1,/1
[=1.xX

mpg.

XzZmn

donde: I, intensidad normalizada de la seiial;
I,, intensidad de la sefial (en mV);
I,, intensidad total del espectro (cn mV);
I., intensidad corregida;

X, contribucion en masa de la fraccion a la muestra total;

MF,  masa de F; recuperada luego de tratar a F; con solucion de NaCl;

>m F,~ sumatoria sobre i (2-6) de las masas de las fracciones F; aisladas iniciaimente.
1
En el caso de F3, quc no fue redisuelta en solucion de cloruro de sodio, m F. corresponde a

My, la masa de F3 recuperada.

Los espectros individuales registrados no dieron una distribuciéon unimodal de pesos
molcculares, como cra de esperar para una muestra de polisacaridos dec origen vegetal,
posiblemente debido a la escasa intensidad de las sefiales. Los picos en general mostraron un
maximo pronunciado, rodcado por sefiales satélite de menor intensidad que sugerian una
envolventc asimétrica. Si bien los picos aparecieron al azar, cada fraccion dio siempre el
mismo conjunto dc sefiales. Este esquema es consistente con la obtencion de intensidades de
sciiales que no son representativas de su concentracion en la muestra, y estaria relacionado
con procesos erraticos de desorcion/ionizacion. Dicho en otras palabras, cada uno de los
espectros scria el resultado de una discriminacién de masas moleculares, pero no de caracter
sistematico sino al azar. A fin de ilustrar este punto, en la Fig. 4.3 se muestran dos espectros

tipicos de F4' realizados en condiciones experimentales idénticas.

133



Capitulo 4

Fig. 4.3. Espectros de masa UV-MALDI-TOF tipicamente obtenidos para F4’, registrados en

idénticas condiciones experimentales (matriz 2,5-DHB-HIQ, A 337 nm)
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Tabla 4.2. Intensidades normalizadas y valores corregidos de m/z para las sefiales registradas en los
espectros UV-MALDI-TOF de las fracciones de N. fastigiata

Pico m/z Fraccion In Ie Pico m/z Fraccion In Ie

] 45270 3 0,0229 0,776 30 12275 2' 0,0587 0,740
2 45000 3 0,0200 0,678 31 12137 2 0,0784 0,988
3 44930 3 0,0221 0,749 32 11633 2' 0,0312 0,393
4 44200 3 0,0024 0,081 33 11568 2' 0,0263 0,331
S 42000 3 0,0057 0,193 34 11082 2' 0,0133 0,168
6 41701 3 0,0167 0,566 35 10373 6' 0,0376 0,699
7 40400 3 0,0048 0,163 36 9997 3 0,0130 0,441
8 33607 6' 0,0345 0,642 37 9989 4' 0,0870 1,418
9 31270 3 0,0048 0,163 38 9405 2' 0,0189 0,238
10 30790 3 0,0164 0,556 39 9302 2' 0,0526 0,663
11 30750 3 0,0714 2,420 40 9250 2 0.0072 0,907
12 29000 6' 0,0179 0,333 41 8491 2 0,0667 0,844
13 25400 3 0,0067 0,227 42 8091 2' 0,0051 0,064
14 22270 3 0,0023 0,078 43 6602 5' 0,0185 0,344
15 20797 3 0,0188 0,637 44 6190 2 0,0127 0,160
16 20323 4 0,0185 0,302 45 6016 5 0,0161 0,299
17 20300 6 0,0179 0,333 46 5982 5 0,0179 0,333
18 19720 4 0,0851 1,387 47 5710 5 0,0179 0,333
19 19300 2' 0,0048 0,060 48 5600 5' 0,0145 0,270
20 19237 3 0,0196 0,664 49 5500 2 0,0313 0,394
21 17500 2 0,0080 0,101 50 5260 3 0,0087 0,295
22 17000 3 0,0164 0,556 51 5238 2 0,0652 0,821
23 16245 2 0,0555 0,699 52 4850 5 0,0145 0,270
24 14330 6 0,0392 0,729 53 4000 2 0,0070 0,088
25 13673 2 0,0070 0,088 54 3533 2 0,0141 0,178
26 13600 3 0,0103 0,349 55 3300 2 0,0101 0,127
27 13326 3 0,0156 0,529 56 2556 6' 0,0329 0,611
28 13180 3 0,0049 0,166 57 2439 2 0,0175 0,221
29 12439 2' 0,0266 0,335 58 2113 2' 0,0093 0,116

Teniendo en cuenta que no se conoce la composicion exacta de la molécula o conjunto de
moléculas que dieron origen al valor de m/z mas intenso de cada pico, no es posible estimar la
exactitud ni la precision del método, ni tampoco establecer la naturaleza del cation que le dio
origen ([M+H]*, [M+Na]", [M+Mg]", [M+Ca]", etc.). Por lo tanto, los valores registrados sélo

tienen un caracter estimativo del peso molecular, pero no de su composicion.
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En la Tabla 4.3 se muestran los pesos moleculares (M,), promedio numérico, calculados

para cada una de las fracciones de xilomananos sulfatados segun:

SM.I,
M.==5T

donde: I,;, intensidad normalizada del pico i (conjunto de espectros registrados para una
fraccion dada);

M,, valor de m/z correspondiente al pico 1.

Tabla 4.3. Pesos moleculares promedio numérico obtenidos por EM UV-MALDI-

TOF y cuantificacion de grupos reductores de las fracciones de N. fastigiata

Fraccion M,
UV-MALDI-TOF? Extremos
reductores®
2' 9808 12000
3 29234 39100
4 15337 21900
5' 5833 6400
6' 17099 30000

*Calculado a partir de los valores de m/z y las intensidades normalizadas
correspondientes.

®Calculado por determinacion de extremos terminales reductores.

L.as mayores coincidencias entre ambos métodos para determinar ¢l peso molecular se dan
en las fracciones F2" y F5".

En la Fig. 4.4 se reconstruye un espectro total de F2° mediante los 23 picos hallados en
todos los espectros registrados para esta fraccion (Tabla 4.2). ] espectro reconstruido sugiere
una funciéon unimodal de distribucion de pesos moleculares para I'2°. La distorsion de la
envolvente es consistente: (i) con su formacion a partir de sefiales que no reflejan fielmente su
concentracion en la muestra —error, al azar, de la técnica— , (ii) con ¢l hecho de que la muestra
es sOlo una pequefia parte de F2'—error inherente a la reconstruccion de un todo a partir de
cada uno de sus componentes— y (iii) con la composicion intrinseca dc la muestra —un

xilomanano complejado con un galactano sulfatado y xilano neutro. Para las demas fracciones
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no fue posible realizar un espectro similar porque no se obtuvo un niimero de experimentos

que fuera representativo estadisticamente.

Fig. 4.4. Espcctro reconstruido de F2°
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Considerando que las fracciones de xilomananos fueron obtenidas por un fraccionamiento
con limites arbitrarios, no es correcto considerarlas como xilomananos sulfatados diferentes
sino como integrantes de una familia o un sistema de estos polisacaridos. Sobre esta base se
reconstruyé un espectro para el total de las fracciones a partir de las intensidades
normalizadas y sus m/z de los 58 picos que aparecicron en los espectros registrados,
considerando ademas la contribucion en masa de cada fraccion al sistema total de
xilomananos (Tabla 4.2, Fig. 4.5). Nuevamente, el espectro reconstruido insinu6é un perfil
estadistico de distribucion de pesos moleculares, aunque con mayor representacion de las

especies de m/z menores.
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Fig. 4.5. Espectro reconstruido del sistema de xilomananos
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Mohr, Bornsen y Widmer' informaron que el cloruro de cesio inducia un aumento en la
formacion de cationes a partir de carbohidratos. En los experimentos realizados en el presente
estudio no se apreciaron efectos importantes causados por la adicion de esta sal como dopante
de la matriz.

Los cristales de los solidos listos para analizar fueron inspeccionados con un microscopio
con una magnificacion de 400 x y se registraron imagenes digitales con un microscopio de
alta resolucion digital con magnificacion de 150 x. Las imagenes (Figs. 4.6-4.9) muestran
que:

1- Cuando se deposita sélo 2,5-DHB, se observan grandes cristales blancos con
cristalizacion preferencial desde los bordes del deposito (Fig. 4.6.a).

2- En un deposito de nor-harmano solo se aprecian cristales en el borde o bien cristales

mas pequeiios distribuidos en la zona central (Figs. 4.6.b y 4.6.c).
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3- Se observa cristalizacion preferencial de 2,5-DHB a partir de los bordes del deposito
de polisacérido y aparecen cristales blancos pequefios (Fig. 4.5.a).

4- Después de cargar la matriz en el portamuestras, el harmano se apreci6 como una
emulsion blanca que luego pasé a ser transparente, dando cristales bastante uniformes

distribuidos de manera no homogénea en la superficie de la muestra (Fig. 4.7.b).

Fig. 4.7. Imagenes de sistemas analito-matriz: (a) Fraccion F4-2,5-DHB y

(b) Fraccion F4'-harmano. Magnificacion 150 x. Método B.

5- Las matrices dopadas, 2,5-DHB-HIQ y 2,5-DHB-harmano (Fig. 4.8), mostraron menor
cantidad de cristales distribuidos en la superficie del deposito al comparar con el sistema
constituido por la matriz dopada y el polisacarido, 2,5-DHB-HIQ-polisacarido y 2,5-DHB-
harmano-polisacarido (Fig 4.9).
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Fig. 4.8. Imagenes de matrices dopadas: (a) 2,5-DHB-HIQ y
(b) 2,5-DHB-harmano. Magnificacion 150 x. Método C.

(b) Fraccion F4-2,5-DHB~harmano. Magnificacion 150 x. Método C.
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En conclusion, la cristalizacion de 2,5-DHB mejordé no solamente por adicion de la co-

matriz dopante (HIQ, nor-harmano, harmano) sino también por ¢l agregado del xilomanano.
4.2.2. XILANOS

La evaluacion de los espectros registrados se hizo en términos de: (i) intensidad de la seifial
de analito, en valor absoluto y tcniendo en cuenta la relacion sefial/ruido; (ii) ausencia de
sefales interferentes originadas por la matriz y (iii) ausencia de fragmentaciones a partir del
ion molecular. Los mcjores resultados se obtuvicron en el espectrometro Kompact MALDI 4,
opcrando en modo lincal, con nor-harmano como matriz. Los resultados que se presentan a
continuacion corresponden a una seleccion de los mejores espectros obtcnidos para las
fracciones analizadas. Las sefiales correspondientes al modo reflectron fueron muy poco
intensas, con sciiales de intcnsidad maxima menores a 1 mV, por lo que no se intentaron
experimentos PSD.

Con fines comparativos, todos los espectros que se presentan en esta seccion tienen un eje

de ordenadas correspondiente a la intensidad normalizada (/,), segun:

1.=1,/1.
1.=21,

donde: /,, intensidad normalizada dc la sefal;
I,, intensidad de la sefial (en mV);

I,, intensidad total del espectro (en mV).
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La fraccion X1 (Fig. 4.10) dio cspectros intensos solamente al registrar en modo idnico
positivo. Cuando la relacion analito/matriz fue de 1:4 (Fig. 4.10.a) s¢ observo una distribucion
unimodal de picos consistentcs con oligdmeros de xilosa con un maximo en DP 17, cuyos m/z
corresponden a [M+Na]". El peso molecular promedio numérico que surge de este espectro es
2813 Da ([M+Na]"), equivalente a 2790 (M,) y DP 21. También sc encontraron sefialcs a m/z
1554, 1798, 2040, 2282, 2524, 2766, 3010 (separadas en 242-244 uma, marcados con * en la
figura) que derivarian de la matriz. Se registraron algunos espectros con relacion
analito/matriz 1:8 dondc estas sefiales cran las predominantes, sin que se apreciaran iones
originados por moléculas de carbohidratos (Fig. 4.11). El espectro con relaciéon analito/matriz
1:8 (Fig. 4.10.b) también mostro una distribucion unimodal de pesos moleculares originadas
por iones [M+Na]' con grados de polimerizacién que van desde 8, con un maximo en DP 17.
Ademas aparccen sefiales menores correspondientes a [M+H]" y [M+K]", indicadas con x y V
respectivamente en la Fig. 4.10.b. El peso molecular promedio numérico que surge de este
espectro teniendo en cuenta solamente los iones [M+Na]* es 2997 (DP 22,6), mientras que
resulta de 2890 (DP 21.8) cuando se consideran ademas las contribuciones de los iones
[M+H]" y [M+K]" (Tabla 4.4). Para obtcner cl peso molecular promedio partiendo dec iones
[M+Na]’, [M+I1]" y [M+K]" se hizo primero el calculo del grado de polimerizacion
promedio, a partir del cual se calculo el peso molecular (M = 132 DP + 18). El numero asi
obtenido corresponde al denominado ion desnudo (naked ion), equivalente a la molécula de

carbohidrato nativa que dio origen a los iones registrados.
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Fig. 4.10. Espectros registrados para X1 en modo lineal positivo, empleando relaciones analito:matriz
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Fig. 4.11. Espectro registrado en modo lineal positivo, empleando relacion X1/matriz 1:8, donde se

observa el predominio de sefiales derivadas de la matriz
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En la Tabla 4.4 se indican ademas los pesos moleculares promedio en masa, M,, y los

indices de polidispersion, D, para cada experimento analizado:

XM, DR
M5 DP.~57—

XM 1, 2.DP. 1.
M-=sm. bh-=sppl.
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Tabla 4.4. Pesos moleculares promedio numérico obtenidos por EM UV-MALDI-TOF y por
espectroscopia RMN 'H de los xilanos de N. fustigiata

Iraccion

UV-MALDI-TOF RMN 'H

espectro’ DP.;°  DPS M, M, D DP;f M,

X1 +(1:4) 17 21,0 2790 3005 1,07 22 2922
+(1:8) 17 21,8 2890 3345 1,15
Sumd 17 22,5 2989 3546 1,19

X2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 34 4506

X3 +(14) 22 22,0 2924 3065 1,05 27 3582
+(1:8) 24 22,9 3035 3165 1,04
-(1:4) 26 25,3 3354 3469 1,03
-(1:8) 29 30,7 4048 4232 1,04
Suma 24 25,3 3352 3548 1,05

*Modo ionico de deteccion, entre paréntesis: relacion analito/matriz.

®Grado de polimerizacion correspondiente a la sefial mas intensa del espectro.

‘Calculado a partir de los valores de DP y las intensidades normalizadas correspondientes,
considerando todos los iones.

“Calculado a partir de los valores de m/z y las intensidades normalizadas, considerando todos los
iones. Corresponden a valores de iones “desnudos”.

‘Ref. 57.

'Datos calculados a partir del espectro suma.

Los espectros registrados para X2 (figuras no incluidas) presentaron sefiales consistentes
con xilanos, pero no mostraron una distribucién unimodal sino que todos los picos tuvieron
intensidades similares, con una relacion sefial/ruido muy baja. Por lo tanto no fue posible
calcular un peso molecular promedio confiable.

La fraccion X3 dio buenos espectros en modo lineal registrando tanto en modo positivo
(Fig. 4.12) como negativo (Fig. 4.13). El espectro de iones positivos con relacion
analito/matriz 1:4 dio una distribucion unimodal simétrica, con grados de polimerizacién
entre 11 y 32, con maximo de intensidad para DP 22 (Fig. 4.12.a). Los iones de mayor
intensidad provenian de [M+Na]’, sélo se detectaron dos iones poco intensos que podrian ser

originados por [M+K]" (DP 16; 31; marcados con V). Se detectaron ademas picos a m/z 1548;
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1730; 1867 y 2035 (* en la Fig. 4.12.a), cuyo origen no pudo determinarsc. Podrian derivar de
la matriz o de complcjos analito-matriz, aunque parcce raro que en las muestras con mayor
concentracion de analito prevalczca la aparicion de este tipo de interferencias. El peso
molecular promedio numérico que surge de considerar todos los cationes en este espectro cs
2924 Da (DP 22) (Tabla 4.4). Cuando se utilizé una relacion 1:8 la distribucion, cn el rango
DP 13-35, resultd algo asimétrica con un maximo localizado en DP 24 (Fig. 4.12.b).
Nuevamcente la mayoria de los iones correspondian a [M+Na]* y sélo se detectaron iones
[M+H]" y [M+K]" aislados (indicados con x y V respectivamente). El peso molecular
promedio numérico calculado cs 3035 Da (DP 22,9), considerando todos los cationes (Tabla
4.4).

El espectro de X3 cn modo negativo con relacion analito/matriz 1:4 mostro la distribucion
unimodal mas simétrica dc la serie, consistente con xilanos dc grados de polimerizacion 16-
40, con el maximo dc intensidad ubicado en DP 26 (Fig. 4.13.a). Los iones mas intensos
derivan de [M-H] y se observa una distribucion paralela originada por [M+Na-2H]
(designada con #), ademas se¢ insinua una correspondiente a [M+K-2H]" pero no llega a
resolverse completamente. El peso molecular promedio numérico calculado considerando
solamente [M-H] es de 3358 Da, practicamente coincidente con el obtenido al tener en cuenta
ademas los aniones [M+Na-2H], 3354 Da (DP 25,3), lo cual confirma que estos aniones
acompaiian la distribucion de los aniones principales [M-H]. En cambio, al utilizar una
relacion analito/matriz 1:8 el espectro resulté menos intenso en general, compuesto por iones
derivados dc xilanos de grados de polimerizacion 19-46 y con la seiial mas intcnsa en DP 29
(Fig. 4.13.b). Los ioncs mas intensos corresponden a [M-H]". Otros anioncs como [M+Na-
2H] y [M+K-2H] aparecen mezclados con el ruido de fondo, aunque sc pudieron distinguir
dos iones [M+K-2H]" correspondientes a DP 35 y 46. El peso molecular promedio numérico
derivado cs de 4048 Da (DP 30,7) (Tabla 4.4).

En todos los espectros sc observé que la relacion sefial/ruido mejoraba a m/z mayores.
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Fig. 4.12. Espectros registrados para X3 en modo lineal positivo, empleando relaciones analito:matriz
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Fig. 4.13. Espectros registrados para X3 en modo lineal negativo, empleando relaciones
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Un anélisis global de los espectros de X1 indica que el experimento con mayor proporcion
de matriz dio mejores resultados en términos de relacién sefial/ruido, picos espuireos y
resolucion de las senales. En la Fig. 4.14 se muestra un espectro “suma” de la fraccion X1,
construido a partir de los espectros de la Fig. 4.10 corrigiendo las pequeiias diferencias en la
escala de m/z, para lo cual se hicieron coincidir los picos maximos de cada espectro
individual. El eje de ordenadas corresponde a la semisuma de las intensidades normalizadas.
Si bien el grado de polimerizacion promedio numérico obtenido para este espectro suma, DP,
22,5, es concordante el valor determinado por RMN 'H (DP, 22, Tabla 4.4), la asimetria de la
curva de distribucion con una rama extendida hacia la region de m/z superiores es similar a las
registradas en experimentos donde se detect6 discriminacion de iones de masas mayores. Para
discernir si existe este fendmeno seria necesario subfraccionar los xilanos por SEC y analizar

nuevamente por UV-MALDI-TOF las subfracciones aisladas.

Fig. 4.14. Espectro “suma” de X1
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La comparacion de los espectros de X3 indica que los resultados obtenidos en modo i6nico
positivo son similares. Si bien la relacion analito/matriz 1/8 dio una distribucion mas regular
hasta DP 24 con mejor relacion sefial/ruido, a partir del maximo de la curva parece haber

discriminacion de masas en detrimento de los iones mas pesados. El espectro en modo
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negativo con relacion X3/matriz 1:8 es el menos intenso de la serie y presenta una
distribucion mas irregular. Por lo tanto, las mejores condiciones experimentales parecen
haberse logrado en el espectro de la Fig. 4.13.a correspondiente a modo i6nico negativo y
relacion X3/matriz 1:4: el resultado es una curva de distribucion unimodal y simétrica, con

resolucion de iones [M-H], [M+Na-2H], [M+K-2H]"

Fig. 4.15. Superposicion de los espectros obtenidos para X3 en modo positivo y negativo
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Los espectros registrados para X3 tienen maximos de intensidad entre DP 22 y 29 (Tabla
4.4; Figs. 4.12 y 4.13). Resulta evidente que los espectros en modo positivo presentan sefiales
mas intensas en la region de masas menores, con respecto a los espectros de aniones. En la
Fig. 4.15 se muestra una superposicion de los cuatro espectros correspondientes a la fraccion
X3, registrados en modo positivo y negativo con relaciones analito/matriz 1:4 y 1:8. La
envolvente mantiene una distribucion unimodal simétrica de pesos moleculares, con un
maximo en DP 24. Tomando como antecedente esta comparacion, se construyd un espectro
“suma” (Fig. 4.16) a partir de los cuatro mostrados en las Fig. 4.12 y 4.13, en las condiciones
siguientes:

i) se hicieron coincidir los maximos correspondientes a cada grado de polimerizacion

aunque fueran originados por iones distintos ([M-H] "y [M+Na]");
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ii) a cada senal se le asigné la masa correspondiente al oligosacarido que la origind: masa
corregida = DP x 132 + 18;

iii)se graficé la intensidad normalizada, de modo tal que la integral del area bajo el
espectro sea 1, versus la masa corregida (Fig.4.16).

Este espectro suma retiene la distribucion simétrica de pesos moleculares, con maximo en
DP 24. Se obtuvo un DP, de 25,3 —equivalente a M, 3352 Da— bastante cercano a la
estimacion del peso molecular obtenida por RMN 'H (DP, 27, Tabla 4.4).

Fig. 4.16. Espectro “suma” de X3
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4.3. CONCLUSIONES

4.3.1. XILOMANANOS SULFATADOS

Los espectros registrados para las fracciones de xilomananos sulfatados presentan varias
caracteristicas intercsantcs:
1- Abarcan un rango amplio de valores de m/z (2113-45270 uma). El presente trabajo
constituye el primer antecedente bibliografico sobre espectros de masa UV-MALDI-
TOF de polisacaridos sulfatados de pesos moleculares tan altos.
2- No muestran la distribucion unimodal de pesos moleculares esperada para
10,1754

polisacéridos de plantas

3- Estan compuestos por pocos picos, y en algunos casos uno nico. Ademas aparecen al
azar, sugiriendo la existencia de procesos de desorcion/ionizacion erraticos y de baja
eficiencia’.

Las fracciones F2' y F5°, de bajo peso molecular, presentan similitud entre ¢l peso
molecular calculado por espectrometria de masa y el determinado por un método quimico
(Tabla 4.3), por lo que la mayoria de los iones obscrvados corresponderian a iones
molcculares. En las fracciones F3, F4’ y F6’ los pesos moleculares calculados a partir de los
espectros son menorcs que los encontrados por cuantificacion de extremos terminales
reductores. La diferencia entre ambos valores es mayor a medida que aumenta ¢l peso
molecular, indicando mayores dificultades en el paso de desorcion/ionizacion y la
consecuente discriminacion de masas, con defecto de iones de m/z mayoresa‘so. En EM
MALDI Ila desviacion entrc la distribucion real y aparente de pesos moleculares se debe
fundamentalmente a la desorcion y la ionizacion preferenciales de las moléculas mas
pequefias de analito, en desmedro de las moléculas mayores®*, que en algunos casos impiden
tencr un espectro representativo de la distribucion real para muestras polidispersas™. La
tendencia constante observada entre los valores de pesos moleculares calculados
quimicamente y por espectrometria de masa implica que no se registraron iones
correspondientes a clusters monocargados —con valores de m/z mayores que el perteneciente
al ion molecular—, aunque no es posible descartar la presencia de iones policargados. Si bien
los espectros fueron registrados en condiciones experimentales tales que las fragmentaciones
prompt fueran minimas, tampoco se puede descartar absolutamente la observacion de iones de

este origen.
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El analisis de un espectro total de F2’ (Fig. 4.4), construido por adicion de los 23 picos
encontrados para esta fraccion, revela una distribucion unimodal velada, a pesar de la
intensidad dispar de las sefiales individuales. Ademas se reconstruyd un espectro total
correspondiente a toda la familia de xilomananos biosintetizada por el alga (Fig. 4.5) a partir
de todos los espectros registrados para las cinco fracciones, utilizando intensidades
ponderadas por la contribucion en masa de cada fraccion al sistema total y considerando a
cada una de las fracciones como una parte representativa de este sistema de polisacéridos. El
espectro total resultante sugiere una distribucion unimodal de pesos moleculares, incluyendo
distorsiones en la envolvente provenientes de (i) el proceso aditivo de recounstruccion de un
todo a partir de sus componentes individuales; (ii) la naturaleza compleja del sistema,
formado por polisacaridos con alta tendencia a formar agregados; y (iii) las intensidades
normalizadas y corregidas (/) de los picos no son representativas de la concentracion de la
fraccion que los origina en el sistema total dc xilomananos. Trabajos publicados sobre
muestras de maltodextrinas y dextranos con pesos moleculares relativamente bajos (PM <
6000) no mostraron discriminacion de los iones vinculada con su masa'’. Sin embargo, el
resultado de la Fig. 4.5 sugiere que pueden ocurrir este tipo de discriminaciones en muestras
tales como los polisacaridos estudiados, con pesos moleculares superiores y fuerte tendencia a
formar agregados. Dicha tendencia asociativa puede estar vinculada a caracteristicas
estructurales de los xilomananos sulfatados, asi como a la formacion de complejos no

estequiométricos asociados a calcio (Cap. 3).

4.3.2. XILANOS

Los espectros de X1 y X3 presentan las siguientes caracteristicas relevantes:

1- Mostraron distribuciones unimodales de pesos moleculares en ¢l rango DP 8-46.

2- Se registraron en modo lineal tanto negativo como positivo.

3- Las sefiales principales aparccieron bien resucltas, con diferencias de m/z de 132 uma,
equivalentes a una unidad de anhidroxilosa.

4- Los iones principales fueron [M+Na]® y [M-H] en modos positivo y negativo
respectivamente, ademas pudieron identificarse iones minoritarios correspondientes a
[M+H]", [M+K]*, [M+Na-2H] y [M+K-2H]".

El nor-harmano resulté una matriz apropiada para cl estudio de c¢stas muestras tanto en

modo idnico positivo como negativo. Si bien se detectaron en algunos casos sefales
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originadas por la matriz, éstas fueron identificadas claramente como ajenas a la muestra y no
causaron inconvenientes en los calculos.

La coincidencia entre los pesos moleculares promedio numérico determinados por UV-
MALDI-TOF y por espectroscopia RMN 'H indica que los iones detectados provienen de
iones moleculares, con ausencia de iones derivados de clusters monocargados de analitos y de
iones policargados. L.os espectros se efectuaron en condiciones experimentales de modo de
minimizar las fragmentaciones prompt por lo que no se detectaron iones que pudieran
atribuirse a este origen. Ademads, la concordancia entre ambos métodos indica que los
experimentos de espectrometria dc masa dicron resultados que reflcjan en forma confiable la
composicion de estas muestras en relacion a la distribucion de pesos moleculares. El analisis
de las otras distribuciones relacionadas con los polisacaridos —en particular de los enlaces en
la cadena y de bloques constituyentes del polisacarido— solo puede efectuarse si existen
fragmentacioncs de las moléculas.

Se han informado desviaciones dependientes de la masa en las distribuciones de peso
molecular de dextranos™ con peso molecular mayor que 12000 Da. Para obtener espectros de
masa UV-MALDI-TOF fieles a la concentracion de los componentes a partir de polisacaridos
de alto pcso molecular es necesario contar con muestras monodispersas, con indice de
polidispersion D menor que 1,1. Los pesos moleculares promedio en masa para X1 y X3,
determinados sobre los cspectros suma de las Figs. 4.14 y 4.16, son 3546 y 3548
respectivamente (Tabla 4.4). Por lo tanto los coeficientes de polidispersion para estas
fracciones son de 1,2 y 1,1 y cumplen entonces con la condicion propuesta por Garozzo ef
al.®®, ademas de tratarse dec compuestos de peso molecular relativamente bajo.

La fraccion X2 y el xilano total Xt (no se muestran los datos) no dieron buenos espectros
UV-MALDI-TOF. En particular X2 cs la fraccion intermedia, con cl mayor peso molecular
estimado dentro de la seric. Viendo los resultados de X1 y X3, scria de esperar que esta
fraccion tuviera una amplia dispersion de pesos moleculares, provocando la aparicion de
fendmenos de discriminacion de iones dependiente de la masa. Un efecto de supresion de
analito® (ASE) donde los iones mas livianos inhibieran al menos parcialmente la ionizacién de
los mas pesados —mayoritarios en este caso— resultaria en una disminucion importante de las
intensidades de los iones originados por los oligosacaridos de mayor concentraciéon en la
muestra. Por lo tanto, se obtendria una curva poco representativa de la distribucion real de los
componentes de la muestra. En una situacion como esta, Xt tendria una dispersion ain mayor

de oligosacaridos componcntes por lo que tampoco daria espectros que reflejen la
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composicion real de la muestra. Para corroborar csta hipotesis habria que subfraccionar a X2
por SEC y analizar nuevamente por UV-MALDI-TOF las subfracciones aisladas.

La aplicacion de EM UV-MALDI-TOF para la determinacion de la distribucion de pesos
moleculares de carbohidratos esta todavia en desarrollo. El enfoque general de los trabajos
publicados en el tema consiste en la comparacion de estos resultados con otros obtenidos por
métodos convencionales, a fin de ajustar y optimizar las condiciones experimentales de la
técnica. l.os experimentos realizados sobre los xilanos X1 y X3 y sobre los xilomananos
sulfatados de N. fastigiata demostraron que es interesante su aplicacién a polisacaridos de
algas rojas, si se hace una eleccion adecuada de la matriz, de la preparacion de la muestra,

incidencia del laser y demas variables experimentales.
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PARTE 111

ANALISIS ESTRUCTURAL DE
POLISACARIDOS SULFATADOS

DE GEORGIELLA CONFLUENS



CAPITULO 5
ANALISIS ESTRUCTURAL DEL SISTEMA DE
GALACTANOS SULFATADOS DE
GEORGIELLA CONFLUENS

5.1. EXTRACCION, AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO

El alga roja Georgiella confluens (Reinsch) Kylin' fue
recolectada en el verano de 1993 en la Base Jubany
(Antartida). Existe un deposito de un ejemplar
representativo del material en el Museo Argentino de
Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia (N° 35806). El
alga contenia diatomeas epifitas’, identificadas como
Rhoicosphaenia marina, Odontella aurita y Entopyla
australis’®, que fueron removidas por tratamiento del
material seco con etanol 70% y luego por lavado rapido y
vigoroso en un tamiz fino, bajo agua corriente a presion.
La observacion del alga al microscopio optico determind

que las diatomeas habian sido eliminadas.

El alga seca se extrajo entonces cinco veces con agua
a temperatura ambiente, dando lugar a los extractos E1-E5. Luego de comparar su
composicion en monosacaridos y contenido de sulfato se decidio juntar estos extractos, dando
lugar a PE con un 16,7% del material libre de diatomeas. Una porcion de PE fue redisuelta en
agua para dar CP como producto soluble, con 71,9% de rendimiento. Se procedi6 a un
fraccionamiento de CP con solucion acuosa de cetrimida, a fin de precipitar los polisacaridos
sulfatados. El precipitado se someti6 a una solubilizacion fraccionada en soluciones de
cloruro de sodio de concentraciones crecientes (Esquema A.2). Asi se obtuvieron siete
fracciones (Tabla 5.1) con un rendimiento total del 79,2% con respecto a la masa inicial de

CP:

* Algas marinas unicelulares que crecen sobre la superficie de la macroalga, utilizandola como sustrato pero sin
modificar la composicion de su pared celular.




Tabla 5.1. Fraccionamiento de los polisacaridos de G. confluens

Fraccion

Concentracion de redisolucion Rend.?
M NaCl %
G1* 11,0
G2 0,5 60,8
G3 1,0 25.2
G4 2,0 1,8
GS 3,0 0,4
G6 4,0 0,3
GT 4,0 0.5

’Rendimientos  expresados como  porcentajes  del  total
recuperado (79,2% de CP).
*Soluble en solucion acuosa de cetrimida.

®Insoluble en NaCl 4.0 M.

Tabla 5.2. Composicion de las fracciones G1-G6 aisladas a partir de CP

Fraccion  Sulfato Composicion en monosacaridos
(% molar)

(% SO:Na) Xil 2-Me Gal 6-Me Gal Gal AnGal 2-Mc AnGal Man Glc
Gl 5.5 4 1 6 34 - 10 15 28
G2 15.0 12 ] 10 60 2 8 7
G3 213 14 1 26 46 1 8 4
G4 nd.? 8 7 19 53 ] 5 4 3
G5 nd. 29 9 2 42 17
Go6 n.d. 20 3 13 3 31 30

?n.d.: no determinado.

Se decidio llevar a cabo el analisis estructural de las dos fracciones mayoritarias, G2 y G3,
cuyos rendimicntos suman el 86% de la masa total recuperada. Fueron redisueltas cn
soluciones de cloruro de sodio de la concentracion correspondiente, de modo de asegurar un
exhaustivo intercambio de cationes, dando las fracciones G2’ y G3’ respectivamente
(contenido total de hidratos de carbono: G2°, 75% y G3°, 81%). En la Tabla 5.3 se muestran

el peso molccular, ¢l contenido de sulfato y la composicion en monosacaridos de CP, G2’ y
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G3’. Resultéo notable el contenido elevado de monosacaridos naturalmente metilados que

aparecia en estos polisacaridos (33-38%).

Tabla 5.3. Composicion de CP, G2°, G3'y sus polisacaridos derivados

Fraccion  Sulfato Peso Composicion en monosacaridos
(% SO,Na) molecular (% molar)
Xil  2-Me1-Gal 6-Me D-Gal  Gal  1-AnGal 2-Me 1.-AnGal

Ccp 12,6 13500 13 7 19 47 (1,0)° 2 12
CPDes 4,5 3200 13 6 23 46 3 9
CPSD 8,7 2700 1 8 25 64 1 I
G2’ 12.6 19600 1 8 18 53 (1,2) 3 7
G2'Des 4.6 3400 I 8 22 52 | 6
G2'SD 12,0 4600 2 9 25 53 2 9
G3’ 16,3 17800 9 6 22 51(1,5) 3 9
G3'Des 6,1 n.d. 10 5 21 58 1 5

®La relacion D-:1.-galactosa se indica entre paréntesis.

La configuracion absoluta de 6-(-metil-D-galactosa y la relacion D-:L-galactosa sc
determinaron por hidrolisis de las muestras y posterior derivatizacion de los monosacaridos
con l-amino-2-propanol quiral, para dar los I-desoxi-1-(2-hidroxipropilamino)alditoles
diastecreoméricos (Esquema 5.1.a) que fueron acetilados y analizados por cromatografia
gascosa. La asignacion de la configuracion de 2-O-metil-L-galactosa se efectud por un
proccdimiento analogo, usando |-feniletilamina quiral ya que los derivados obtenidos a partir
de 1-amino-2-propanol no se resuelven adecuadamente por cromatografia gaseosa’. La etapa
de hidrolisis previa a la aminacion reductiva impide la determinacion de las configuraciones
absolutas de las unidades de 3,6-anhidrogalactosa y 3,6-anhidro-2-(O-metilgalactosa. En
nuestro laboratorio se ha desarrollado un método quimico para determinar la configuracion
absoluta de 3,6-anhidrogalactosa’ pero no fue extendido al derivado 2-O-metilado. El escaso
contenido de 3,6-anhidrogalactosa de las muestras no justifico su aplicacion, por lo que la
pertenencia a la serie L se realizd en base a los espectros RMN '*C (ver seccion 5.2.4.2). Las
rclaciones globales de unidades D-:L- para las tres muestras resultaron consistentes con una

cadena central de agarano. Este hecho se confirmo también por datos espectroscopicos de
RMN "C.

161



Capitulo 5

Esquema 5.1. Formacion de derivados diastereoméricos de monosacaridos por aminacion reductiva

OH
(a) CHO OH |
CH,—NH—CH,—CH—CH,
H—}——OH H,—CH—CH,—N
CH;—CH—CH, H, i i
HO————H
» HO H
6 y  NaBH,CN, CH;OH, ACOH (65°C)
HO————H
H————OH
H—}—OH
CH,OH
CH,OH
CH,
(b) CHO CH
8 CH,—HN—CH
H————OCH CH——NH
3 e H————OCH,
HO————H
» HO——H
e b NaBH;CN, CHyOH, ACOH (65°C)
HO——}——H
H—f——oH
H————OH
CH,0OCH;
CH,OCH;

La fraccion G2° fue sometida a una cromatografia de intercambio i6nico en escala analitica
(11,55 mg de G27) en una columna de DEAE Sephadex A-25 (CI') eluyendo con soluciones
de cloruro de sodio, cuya concentracion se aumento en forma escalonada hasta llegar a 2 M
(Fig. 5.1). Teniendo en cuenta las concentraciones de cloruro de sodio que fueron relevantes
en la elucion, G2 fue fraccionada en escala preparativa (135 mg de muestra) en las mismas

condiciones eluyendo con agua y NaCl0,3; 0,5; 0,7 y 1,0 M (Fig. 5.2).

Fig. 5.1. Perfil de elucion de la cromatografia de intercambio idnico en escala analitica de G2~
225
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175

(ng)
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Fig. 5.2. Perfil de elucion de la cromatografia de intercambio i6nico en escala preparativa de G2°

21 G2'D5 1

* G2'D7 N 3

masa galactosa (mg)
NaCl (M)

200 300

volumen eluido (ml)

Las fracciones se separaron segin la concentracion de la solucion de cloruro de sodio
empleada como eluyente, y dentro de la misma concentracion se dividieron teniendo en
cuenta el pico principal y el hombro correspondiente. En la Tabla 5.4 se muestran el
rendimiento y la composicion de las fracciones obtenidas a partir de G2'. Las composiciones
en monosacaridos resultaron ser similares entre ellas y la muestra original. El fraccionamiento
estuvo determinado fundamentalmente por el contenido de sulfato, variando desde 4,1% para
G2'D1 hasta 19,8% para G2'D9. Se encontraron pequeiias diferencias cuantitativas en los
contenidos de 3,6-anhidro-2-O-metilgalactosa (8-14% molar) y xilosa (10-14% molar) que
condujeron a la separacion de las fracciones eluidas con NaCl 0,5 (G2'D5 y G2'D6) y 0,7 M

(G2'D7), con contenidos de sulfato semejantes.
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Tabla 5.4. Rendimicnto, contenido dc sulfato y composicion en monosacaridos de las fracciones

obtenidas por cromatografia de intercambio i6nico de G2°

Fraccion NaCl Rend®  Sulfato Composicion en monosacaridos (mol %)

(M) (%) (% NaS0,) Xil 2-Me¢ Gal 6-Me Gal Gal AnGal 2-Me AnGal Man Glc

G2 126 11 8 21 45 2 7 2 5
G2'DI* 00 145 4.1 15 6 12 51 3 2 8
G2'D2° 03 44 127 12 5 16 50 2 6 35
G2'D3° 03 34 190 11 4 13 52 2 4 5 7
G2'D4 03 22 190 15 12 54 2 5 7 5
G2'DS 0.5 34.1 142 13 5 24 37 2 14 2 3
G2’D6 0.5 103 147 14 5 25 35 2 14 2 2
G2'D7 07 152 147 10 6 22 48 2 8 2 2
G2’D8 07 126 175 12 6 23 43 3 8 3 2
G2'D9Y 10 32 198 21 5 14 31 4 7 13 5

*Rendimiento expresado como porcentaje de la masa total recuperada (84,1%).
®Incluida con fines comparativos.

‘Se detecté ademas 3-Me Gal en las fracciones G2'D1, G2'D2 y G2°D3 (3; 2 y 2% respectivamentce).

Es notorio que G2'D5 y G2°D6. quc suman ¢l 44,4% del total recuperado, cluycron con la
misma concentracion de cloruro de sodio utilizada para redisolver a G2° a partir de su
precipitacion con cetrimida.

lLas dos fracciones minoritarias cluidas con NaCl 0,3 M (G2'D3 y G2'D4),
correspondientes al hombro del pico principal a esta concentracion, exhibieron una
sulfatacion mayor a la esperada en comparacion con G2°'D2 y G2°D5. La razén de este hecho
no esta clara, aunque cs posibic ver que la composicion en monosacaridos de las tres
fracciones cluidas con NaCl 0,3 M mucstran un incremento en los contenidos de galactosa y
manosa y una disminucion en las unidades dc galactosa metilada, que podrian inducir un
cambio conformacional de la cadena y causar cl orden de elucion observado. Las
discrepancias entre la masa recupcrada para estas tres fracciones y el area correspondiente a
cada pico en el cromatograma pucden deberse a que el cromatograma sélo indica masa de
galactosa, independicntemente del grado de sulfatacion de la muestra, asi como a pérdidas de

masa dcbidas a la subdivision de la muestra.
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Las fracciones G2°'D1, G2'D5 y G2'D7 fueron estudiadas por espectroscopia RMN °C,
obteniéndose espectros similarcs a los registrados para CP y G2° (ver seccion 5.2.4.2).

El perfil de elucion de la cromatografia de intercambio i6nico sugiere una funcion de
distribucién unimodal consistente con una muestra polidispersa, de composicion homogénea’.
Por lo tanto, la complcjidad estructural dclincada en los estudios preliminarcs surge de las
caracteristicas intrinsecas de estos polisacaridos y no de contaminantes.

[l proceso de fraccionamiento previo con cctrimida, aplicado sobre CP, fue eficiente y
permitié obtener una fraccion G2 polidispersa y homogénea en composicion, que fue sujcta a
analisis estructural. Al mismo ticmpo se llcvé a cabo el analisis estructural del polisacéarido

nativo CP.

5.2. ANALISIS ESTRUCTURAL DE CP Y G2’

5.2.1. ANALISIS DE LAS POSICIONES DE UNION

Debido al porcentaje elcvado de monosacaridos metilados presentes en CP y G2'. fue
nccesario llevar a cabo analisis de metilacion (Tabla 5.5) y ctilacion (Tabla 5.6), a fin de
identificar los residuos con posicioncs metiladas inicialmente. Ambos procesos de alquilacion
dieron resultados compatiblcs quc indicaron que:

1. las unidades dec xilosa se ubicaban como ramificaciones simples sobre la cadena

central;

2. las unidades de 6-O-metil-D-galactosa estaban unidas por la posicion 3 y dos tercios de

las mismas pcrmanccian sin sustituir;

3. las unidadcs de 3,6-anhidro-2-()-metil-L-galactosa estaban cnlazadas por la posicion 4;

4. las unidadcs de 2-O-metil-L-galactosa estaban unidas por la posicion 4 y dos tercios

permanecian sin sustituir;

5. la presencia de 2,6-di-0-alquilgalactosa podia atribuirse tanto a unidades D- enlazadas

por 3 y sustituidas en 4, como a unidades L- enlazadas en 4 y sustituidas en 3.
El esquema de sustitucion que dio origen a las unidades de 2,6-di-()-etilgalactosa se elucido
mediantc el desarrollo de un método para determinar la configuracion absoluta de 2,6-di-O-
metilgalactosa 6 2,6-di-O-etilgalactosa obtenidas a partir de polisacaridos peralquilados —por
metilacion o etilacion-, en colaboracion con la Dra. M.I. Errea. En particular, en este trabajo
de Tesis s¢ investigd la configuracion absoluta de los residuos de 2,6-di-O-ctilgalactosa a

partir de la determinacion de la configuracion de 2,6-di-O-metilgalactosa como se describe a
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continuacion. Partiendo del monosacéarido 2,6-di-O-metil-D-galactosa, como compuesto
modclo, se lo hizo reaccionar con ()-1-feniletilamina en condiciones de aminacion reductiva
para dar ¢l par de diastereomeros (1°S)-1-desoxi-1-(1 -feniletilamino)-2,6-di-O-metil-D-
galactitol y (1'R)-1-desoxi-1-(1'-feniletilamino)-2,6-di-()-metil-D-galactitol (Esquema 5.1 b),
que fueron acctilados y analizados por cromatografia gascosa y cromatografia gaseosa-
espectrometria dc masa. El cromatograma dio dos picos bien resueltos, con un factor de
scparacion de 1,015, de drcas equivalentes (relacion L-:D-: 0,9 : 1.2-1,0). Ambos picos dicron
espectros de masas idénticos y mostraron las seialcs esperadas a los siguientes valores de mi/z:
481 (M™), 438 ([M - Ac]’), 220 ([M - CH,OMe(CHOACc);]"), 105 (pico base, [PhCHCH;]')
junto con cl esquema de fragmentaciones correspondiente a un residuo de 2,6-di-O-
metilgalactitol acetilado®. Por comparacion de los rcsultados obtenidos con (S)-(-)-1-
feniletilamina y la amina racémica, se determinaron los ticmpos de retencion relativos a myo-
inositol acctilado para los derivados dec ambos enantiomcros (D: 2,450; L: 2,486). Esta
asignacion tiene en cucnta quc cl par (1'R)-1-desoxi-1-(1’-feniletilamino)-2,6-di-O-mctil-D-
galactitol y (1°S)-1-desoxi-1-(1°-feniletilamino)-2,6-di-O-mectil-L-galactitol son enantidmeros
y por lo tanto coeluyen cuando son analizados por cromatografia gaseosa en columnas no
quirales”®. Los polisacaridos CP y G2° permetilados fueron hidrolizados y posteriormente
sometidos al mismo proceso de aminacion reductiva, con (S)-1-fenilctilamina como reactivo
quiral (Tabla 5.5). Las relacioncs finales 2,6-di-O-etil-D- : L-galactosa se calcularon teniendo
cn cucnta que los residuos de 2.6-di-O-metil-D-galactosa en el producto permetilado se
distribuirian cntre 2,6-di-O-ctil-D-galactosa y 2-0-¢til-6-()-metil-D-galactosa en el peretilado.
Simultancamente, fue posible determinar la configuracion absoluta de las unidades
monometiladas. La combinacion de los resultados de metilacion, etilacidon y aminacion
reductiva dio lugar a los esquemas de sustitucion delineados en las Tablas 5.7 para CP y 5.8
para G2

Existe una concordancia general entre los estudios de metilacion y etilacion, lo cual indica
que las unidades monoalquiladas detectadas —por ejemplo. 2-O-metil-L-galactitol pentaacetato
de la Tabla 5.5 derivado de L-galactosa unida por 4 y disustituida— no estan relacionadas con

subalquilacion de la muestra.
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Tabla 5.5. Analisis por metilacion (moles %) de CP, CPDes, G2°, G2'Des y G2°'SD

cp CPDes G2’ G2 Des G2'SD

2,3,4-Me, Xil 4 5 8 8 -
2,3,4,6-Mc,Gal 3 5 7

2,4,6-Me, Gal 26 30 23 33 33
2,3,6-Mc, Gal 5 24 I 27 8
2-Me AnGal 4 10 6 5 8
2,6-Me, Gal 45 17° 29° 12¢ 33
3,6-Me;, Gal 2 4 2 4

2,3-Me, Gal 4 2 2
2,4-Me, Gal 2 2 4 1 3
6-Me Gal 5 5 4 | 1
2-Me Gal 4 3 4 : 5

"Relacion 2,6-di-O-metil-1- : -1.-galactosa 20:25.
*Relacion 2,6-di-O-metil-- : -1-galactosa 12:5.
‘Relacion 2.6-di-O-metil-D- : -1.-galactosa 14:15.
9Relacion 2,6-di-O-metil-D>- : -1.-galactosa 10:2.
‘Relacion 2,6-di-(O-metil-I>- : -1.-galactosa 10:23.

Las unidades de 3,6-anhidrogalactosa pueden formarse a partir de galactosa 6-sulfato pero
no a partir de galactosa 3-sulfato’, debido a que la ciclacion ocurre en medio alcalino
mediante una reaccion Sny2 donde cl nucledfilo ataca del lado contrario al que se encuentra el
grupo saliente. Este hecho se confirmé al efectuar un tratamiento alcalino sobre G2° con
hidréxido de sodio 3 M a 80°C que dio como resultado constancia en el contenido de 3,6-
anhidrogalactosa (variacion ~1%). La ausencia de aumento en los contenidos de 3.6-
anhidrogalactosa y 3,6-anhidro-2-O-mectilgalactosa lucgo del proceso de metilacion con
metilsulfinilmetanuro de sodio (por comparacion de los resultados de las Tablas 5.5 y 5.6 con
los de la Tabla 5.3, comrespondiente a las muestras nativas), junto con el esquema de
sustitucion propuesto cn las Tablas 5.7 y 5.8, es consistente con la ausencia de unidades
sulfatadas en la posicion 6 que pudieran ser precursoras de 3,6-anhidrogalactosa.

La presencia simultanca de grupos sulfato y de ramificaciones simples de xilosa impidi6 la

asignacion directa de la estructura mediante cl analisis por alquilacion unicamente.

167



Capitulo 5

Tabla 5.6. Analisis por etilacion (moles %) de CP, CPDes, CPSD, G2', G2'Des y G2°SD

Ccp CPDes CPSD G2’ G2'Des G2°SD
2,3,4-Xil 7 7 - 8 7 -
2,3,4,6-Gal 2 1 3 2
2,4,6-Gal 8 16 17 10 14 15
2,4,V1-Gal® 16 16 16 14 15 15
2,3.6-Gal 13 4 5 13 4
11,3.6-Gal 3 5 3 5 5 4
[I-AnGal 7 3 5 8 6
2,6-Gal 39 20 37 28 18 27
2,VI-Gal 5 5 3 3 5 5
3.6-Gal 2 5 1 3 4 2
2,4-Gal 1 4 5 6
6-Gal 4 2 2 4 2 2
V1-Gal 3 4 2 |
2-Gal 3 4 5 5
AnGal 2 4

2,4-di-0-etil-6-O-mctilgalactosa.
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Tabla 5.7. Anilisis dc las posiciones de union (moles %) de CP, CPDes y CPDS

Posiciones de unién y cp CPDes’ CPSD**
de sustitucion deducidas
—3) D-Gal (15
sin sustituir 8 15 17
4 14 8 8
6 1 2
2,4 4 2 2
—3) 6-Me D-Gal (1>
sin sustituir 16 15 16
4 5 4 3
2.4 3 3
—4) L-Gal (15
sin sustituir 17 4
2 2 4 1
3 25 5 29
3,6 3 3 5
—»4) 2-Me 1-Gal (1 - 3 7 3
—4) 2-Me 1-AnGal (1 7 10 5
T-Xil’ 7 5
T-Gal! 2 -

“Basado cn datos de etilacion.

®Basado en datos de metilacion.

“Calculado sobre un total de 93%.

Xilosa y galactosa terminales.
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Tabla 5.8. Analisis de las posiciones de union (moles %) de G2°, G2'Des y G2°SD

Posiciones dc union y G2° G2'Des’ G2'SD*¢
de sustitucion deducidas
—33) D-Gaul (1>

sin sustituir 10 16 15
4 11 7 4
6 4 1 6
2,4 4 1 2
—3) 6-Me D-Gal (1
sin sustituir 14 17 15
4 3 3 5
2,4 2
—4) 1-Gal (1>
sin sustituir 5 20 4
2 3 4 2
3 17 2 23
6 2
3,6 5
—4) 2-Me 1-Gal (1> 5 7 4
—4) 1-AnGal (1 2 4
—>4) 2-Me L-AnGal (1> 8 5 6
T-Xil! 8 8
T-Gal' ! 7 2

“Basado en datos de etilacion.
®Basado en datos de metilacion.
‘Calculado sobre un total de 92%.

“Xilosa y galactosa terminales.



5.2.2. DESULFATACION

A fin de determinar inequivocamentc las posiciones de union y el esquema de sustitucion
sobrc la cadena central, era necesario llevar a cabo un analisis de desulfatacion-etilacion y/o
desulfatacion-metilacion sobre los polisacaridos. El procedimiento de desulfatacion por
metanolisis en medio acido, quc sc habia aplicado sobre los xilomananos de N. fastigiata.
produciria despolimerizacion de los galactanos con residuos labiles dc 3,6-anhidrogalactosa'®
por lo que quedaba descartado en el caso de G. confluens. La primera aproximacion fue una
desulfatacion solvolitica, que en términos generales implica el calentamiento de la sal de
piridinio del polisacarido sulfatado en dimetilsulféxido-piridina en presencia de metanol y/o
agua'"'* (ver Cap. 6). Sin cmbargo, no se observd una remocion significativa dc grupos

sulfato a pesar de ensayar varias condiciones de reaccion (Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Desulfataciones solvoliticas aplicadas sobre G2

Solvente (%v/iv) Temp. Tiempo Sulfato Desulfatacion
) (h) (% SO;Na) (%)
DMSO-Piridina 98:2 100 2 9,7 23
DMSO-Piridina 98:2 100 4 12,5 0
DMSO-Piridina 98:2 100 6 10,6 16
DMSO-Piridina 98:2 100 8 9,6 24
DMSO-Piridina 80:20 100 10 10,1 20
DMSO-MeOH-Piridina 89:10:1 100 4 13,0 0
DMSO-McOl-Piridina 79:20:1 100 5 13,0 0
DMSO-MeOl1-Piridina 79:20:1 100 9 12,1 0
DMSOQO-H,0-MeOH-Piridina  89:5:5:1 100 5 12,5 0
DMSO-H,0-Piridina 89:10:1 105 4,5 12,3 0

?Contenido de sulfato de G2°: 12,6 % SO;Na.

Teniendo en mente la desuifatacion de monosacéridos sulfatados mediada por agentes
sililantes y la ausencia de selectividad informada para clorotrimetilsilano (CTMS)"®, se
desarrollé un método de desulfatacion para estas muestras con CTMS en piridina anhidra,
empezando con CP como compuesto modelo (Tabla 5.10). El primer ensayo (Tabla 5.10.
linea 1) dio indicios de desulfatacion, por lo quc se intentaron condiciones cxtremas de
temperatura y tiempo, aumentando a la vez el exceso de agente sililante (Tabla 5.10, linea 2).

El producto reveldo un 52% de desulfatacion con 57% de rendimiento (considerando como
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100% a la muestra con el mismo contenido de sulfato que el producto obtenido). Luego se
moderaron las condiciones reduciendo el tiempo de calentamiento a 8 h (Tabla 5.10, linea 3):
el producto redujo en 60% su nivel de sulfatacion, mientras que el rendimicnto alcanzé el
78%. A fin de comprobar la reproducibilidad del método se hizo un segundo tratamiento
sobre otra porcion de CP (Tabla 5.10, linea 4), dando un 64% dc desulfatacion y 85% de
rendimiento. Estos dos ultimos productos se juntaron, denominandose CPDes, y fueron

destinados a su andlisis estructural por métodos quimicos y espectroscopicos.

Tabla 5.10. Desulfataciones con CTMS aplicadas sobre CP

Relacion molar Temperatura Tiempo Sulfato Desulfatacion
sulfato-CTMS °C) (h) (% SO;Na) (%)
/ 1:90 95 4,5 11,6 8
2 1:470 (i) 100 11
(ii) 100—»40° 16 6,1 52
3 1:390° 100 8 5,0 60
4 1:380° 100 8 45 64

*Condiciones de reaccion: 100°C durante 11 h, luego de 100 a 40°C en 16 h.

®La combinacion de estos dos productos dio lugar a CPDes.

La desulfatacion de G2° se hizo con una relacion sulfato-CTMS 1:470, calentando a 100°C
durante 8 h. El producto desuifatado, G2'Des, se obtuvo con un rendimiento del 60% vy
contenia 4,6% de sulfato, equivalente a una desulfatacion del 64%. Las composiciones de los
productos originales y desulfatados fueron similares para CP y G2" (Tabla 5.3).

Los polisacaridos CPDes y G2'Des fueron sujetos a analisis por metilacion (Tabla 5.5) y
etilacion (Tabla 5.6). En ambos productos desulfatados se encontré un aumento considerable
de galactosa sin sustituir unida por la posicion 4, acompafiado de una disminucién
significativa de D-galactosa sustituida en 4 y unida por 3 y/o L-galactosa sustituida en 3 y
unida por 4. Ademas se detecté un incremento menor de D-galactosa sin sustituir unida por 3.

Por otra parte aparecieron diferencias importantes entre los resultados de metilacion y
etilacion para dos residuos, tanto en el caso de CPDes como en G2'Des:

1- los porcentajes de 2,3,6-tri-O-metilgalactosa (24 para CPDes y 27 para G2'Des) fueron
mayores que los valores calculados para la suma de 2,3,6-tri-O-ctil- y 3,6-di-O-etil-2-0O-

metilgalactosa (18 para ambos);
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2- habia porcentajes menores de 2,6-di-O-metilgalactosa (17 para CPDes y 12 para G2'Des)
con respecto a los correspondientes a la suma de 2,6-di-O-etilgalactosa y 2-0-etil-6-0-
metilgalactosa (25 para CPDes y 23 para G2 'Dcs).

Dado que es poco probable que hubiera una desulfatacion selectiva durante la metilacion, este

hecho sugeriria una subetilacion sclectiva cn la posicion 3 de unidades de L-galactosa unidas

por 4, posiblemente relacionada con efectos conformacionales en las cadenas de galactanos
con menor densidad de carga. Esta hipotesis es consistente con ¢l orden de sclectividad
semcjante informado para la bencilacion de metil 2,6-di-O-bencilgalactopiranésidos, donde el
grupo hidroxilo en 3 resulté menos reactivo que el de la posicion 4 para los dos anémeros'®.
Los productos permetilados fueron hidrolizados y sometidos a aminacion reductiva con 1-
fenilctilamina para completar el esquema de sustitucion descripto en las Tablas 5.7 y 5.8.
Todos los resultados presentados hasta este punto eran consistentes con una cadena central
de agarano altamente sulfatado en la posicion 3 de unidades de L-galactosa enlazada por 4 y

con menor porcentaje de sulfatacion en la posicion 4 de residuos dc D-galactosa unida por 3.
5.2.3. DEGRADACION DE SMITH

A fin de confirmar el punto de unién de las ramificaciones de xilosa, CP y G2’ fueron
tratadas en condiciones de degradacion de Smith'’, para dar CPSD y G2°SD con rendimientos
de 46,4 y 64,4% respectivamente (Tabla 5.3). Para evitar la degradacion por hidrélisis
selectiva de las unidades de 3,6-anhidrogalactosa durante la etapa de hidrdlisis controlada, se
modifico la técnica descripta por Usov'® agregando al medio de reaccion una solucion del
complejo 4-metilmorfolina-borano (MMB), en la misma concentracion utilizada en la
hidrolisis reductiva desarrollada por Stevenson y Furneaux'. Los extremos reductores labiles
de 3,6-anhidro 6 2-O-metil-3,6-anhidrogalactosa, eventualmente liberados en esta etapa, se
redujeron al alditol correspondiente cstable cn ¢l medio de reaccion. Se detecté una
disminucion en ¢l contenido de 3,6-anhidro-2-(-mectilgalactosa y de grupos sulfato en CPSD
pero no cn G2°SD.

Ambos productos de degradacion de Smith fueron etilados y metilados. Se encontr6
submetilacion para CPSD (no se muestran los datos), por lo que el polisacéarido parcialmente
metilado no fue sujcto a aminacion reductiva. La relacion D-galactosa unida por 3 y sustituida
en 4 : L-galactosa unida por 4 y sustituida cn 3 se calculé entonces considerando una relacion
general 1:1 para los residuos D-:L-, tipica de agaranos (Tabla 5.7). La aminacion reductiva con

1-feniletilamina quiral si fue efectuada sobre G2°SD permetilada (Tablas 5.5 y 5.8).
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La presencia de unidades de 2,3,6-tri-O-etilgalactosa en ambos polisacaridos degradados y
etilados podria deberse a oxidacion incompleta del material de partida. Un hemiacetal ciclico
entr¢ un grupo aldehido de un residuo oxidado de xilosa y un grupo hidroxilo de una
galactosa enlazada por 4, adyacente pero ain sin oxidar, podria proteger a la unidad de
galactosa frente a la reaccion con periodato. Se ha informado la formacién de hemiacetales
inter-residuales para varios polisacaridos®.

El cambio principal detectado en los polisacaridos luego de la degradacion de Smith fue el
aumento significativo de D-galactosa unida por 3 y sin sustituir. Esto puede provenir
solamente de la pérdida de cadenas laterales de xilosa ubicadas sobre la posicion 4 de D-
galactosas unidas por 3. Esta observacion es consistente con el esquema de sustitucion
deducido para las muestras desulfatadas, donde los residuos que mantienen algin tipo de
sustitucion (distinta de sulfato) corresponden a D-galactosa unida por 3 y sustituida en 4
(Tablas 5.7 y 5.8). Los resultados de la degradacién de Smith no son concluyentes per se,

pero si permiten confirmar la deduccidn realizada a partir de la desulfatacion.

Todos los resultados descriptos en las secciones 5.2.1-5.2.3 llevan a la conclusion que las
caracteristicas estructurales fundamentales de los agaranos altamente metilados aislados de G.
confluens son: sulfatacion en la posicién 3 de unidades de a-L-galactosa, con una proporcion
menor sobre la posicion 4 de residuos de f-D-galactosa, y la presencia de ramificaciones

simples de xilosa sobre la posicion 4 de 3-D-galactosa.
5.2.4. ESPECTROSCOPIA RMN "*C

La asignacion de los espectros RMN "*C de los polisacaridos de G. confluens que se detalla

en la seccion 5.2.4.2 tuc realizada partiendo de los datos bibliograficos desarrollados en
5.24.1.

5.2.4..INTRODUCCION
La espectroscopia RMN "’C constituye una herramienta indispensable en el analisis
estructural de los galactanos sulfatados de algas rojas.

Las primeras asignaciones de las seiiales de los espectros de polisacaridos s¢ basaron casi

exclusivamente en los datos obtenidos de espectros correspondientes a compuestos modelo.
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La interpretacion de los espectros de hexosas y metil hexosidos permitieron encontrar tres
zonas en los cspectros de estos compuestos: (i) region anomérica, §: 105-91 ppm; (ii) region
de los carbonos con hidroxilos secundarios, 8: 67-77 ppm; (iii) region de los carbonos con
hidroxilos primarios. : 61-63 ppm.

El cambio de la configuracion del carbono anomérico modifica cl desplazamiento quimico
del C-1 de galactosa cn varias ppm hacia campos méas altos al pasar del anémero B al a.
Ademas afecta los carbonos 3 y S por interaccion 1,3-diaxial, algo menos al C-2 y se observa
muy poco efecto sobre C-4 y C-6. Al pasar de los azucarcs libres a los glicosidos, ¢l C-1 se
desprotege en algunas ppm, permaneciendo aproximadamente constante la diferencia de
desplazamientos entre los anomeros a y .

Por otro lado, la O-mctilacion u O-glicosilacion de un grupo hidroxilo resulta en un
desplazamiento, gencralmente en 8-11 ppm, del carbono mas cercano hacia campos mas bajos
—cfecto a—, mientras que las sefiales de los carbonos vecinos se mueven hacia campos mas
altos en 2-4 ppm —efecto —; los cambios sobre los carbonos restantes son generalmente
menores. Los carbonos con metoxilos axiales se encuentran 3-4,5 ppm a campos mas altos
que los ecuatoriales. Si el mctoxilo esta en posicion axial. el efecto sobre ¢l carbono f} es
chico®".

Teniendo en cucnta estos rcsultados, se usaron metil éteres de metil 3,6-anhidro-a-D-
galactopiranésido®® y de metil a- y B-D-galactopirandsido® como compuestos modelo de
diferentcs unidades de polisacaridos.

Honda ef al.** demostraron que para la glucosa 3- y 6-sulfato los efectos a y p causados
por la sulfatacion de un grupo hidroxilo son similares, aunque algo menores, que los

producidos por metilacion. Archbald et al.?

realizaron un estudio sobre D-galactosa
monosulfatada en distintas posiciones (Tabla 5.11). En términos generales, la sulfataciéon de
un hidroxilo desplaza la sefial correspondiente al carbono a 6-10 ppm hacia campos mas
bajos, mientras quc sus vecinos lo hacen 1-2,5 ppm hacia campos mas altos. Una excepcion a
esta regla sc encontr6 para galactosa 4-sulfato, con efectos B menores (0,6-1,0 ppm)

rclacionados con la configuracién axial del grupo sustituyente.
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Tabla 5.11. Desplazamientos quimicos (en ppm) de los espectros RMN "C de galactosa y sus

derivados sulfatados*

Unidad C-1 C-2 C3 C-4 C-5 C-6

a-D-Gal 93,11 69,18 70,01 70,14 71,30 62,00
3-D-Gal 97,28 72,72 73,63 69,58 75,96 61,81
a-D-Gal 28 91,28 76,63 68,02 70,33 71,16 61,88
B-n-Gal 28 95,67 80,97 72,55 69,66 75,96 61,68
a-D-Gal 3S 93,09 67,19 78,52 68,46 71,02 61,84
3-n-Gal 3S 97,02 70,74 81,20 67,84 75,52 61,68
a-D-Gal 4S 93,01 69,28 69,03 78,45 70,66 61,91
B-D-Gal 4S 97,21 72,77 72,63 717,50 75,11 61,81
a-D-Gal 6S 93,18 69,06 69,75 69,93 69,14 68,48
3-p-Gal 6S 97,27 72,57 73,39 69,35 73,54 68,14

“Espectros registrados en D,0, a 30°C; desplazamientos quimicos relativos a 1,4-dioxano.

Posteriormente, se estudiaron los espectros de metil a-D-galactopiranésidos sulfatados?,

con las mismas conclusiones en cuanto a los efectos de sulfatacion (Tabla 5.12).

Tabla 5.12. Desplazamientos quimicos (en ppm) de los espectros RMN "'C de metil a-1>-

galactopirandsido y sus derivados sulfatados®

Unidad C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 0O-Me
Me a-D-Gal 100,67 69,47 70,76 70,50 71,99 62,50 56,31
Mec a-D-Gal 28 98,63 76,64 68,67 70,60 71,81 62,32 56,32

Me a-D-Gal 3S 100,43 67,39 79,04 68,75 71,63 62,29 56,25
Me a-D-Gal 4S 100,50 69,53 69,78 78,74 71,35 62,44 56,42
Me a-D-Gal 6S 100,62 69,30 69,30 70,49 69,73 68,83 56,36

“Espectros registrados D-O a 27°C; desplazamientos quimicos relativos a acetona (31,55 ppm).

Ln los espectros RMN ’C de los polisaciridos se observa un ensanchamicnto de las
seiales, asociado con la formacion de geles o la alta viscosidad de las soluciones. La
resolucion puede mejorarse pero las seiales de los polisacaridos son mas anchas que aquellas
de las especies mono u oligoméricas rclacionadas. [sto sc debe a que en estos espectros se
reflejan las estructuras individuales que conforman el polisacarido. dentro de cuya estructura

promedio pueden existir ciertas variaciones. La resolucion de las sefiales puede mejorarse
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registrando los espectros a temperaturas superiorcs, de modo que las moléculas estén en una
conformacion al azar. Al disminuir la temperatura, la asociacion de las cadenas disminuyc la
movilidad de algunos scgmentos de los polisacaridos y aumentan las interacciones, causando
cl ensanchamicnto de las sefales’’. Las sefales rcsultan afectadas por cambios en la
temperatura®®, tanto cn ancho como en desplazamiento quimico, especialmente las de los
carbonos involucrados en la union glicosidica. La reduccion en la movilidad de los residuos
producc una disminucion cn los tiempos de relajacion spin-spin (T;) de los nicleos. El
ensanchamicnto de las sefiales puede scr tal que ciertos picos se pierden totalmente en el
espcctro”.

La espcctroscopia RMN "*C proporciona informacion valiosa a nivel estructural no sélo
por los valores de los desplazamientos quimicos sino también por la integracion de las
intensidades de las seiiales. En términos generales, la intensidad de la sefial correspondicnte a
cada atomo dc carbono dependc de su tiempo de relajacion (T,) y del cfecto nuclear de
Overhauser (nOe), por lo tanto la comparacion de las intensidades derivadas de atomos de
carbono con entornos quimicos diferentes puede no ser legitima. Sin embargo, bajo las
condiciones usuales empleadas en los espectros de polisacaridos, todos los atomos de carbono
se encuentran completamente relajados y la amplificacion de resonancias diferentes debidas al
efecto Overhauser es de la misma magnitud y cercana al valor maximo. Por lo tanto, las
relaciones entre las intensidades de las sefiales (por ejemplo para carbonos anoméricos)
reflejan las proporciones reales de los diferentes residuos en un polisacarido y pueden usarse
como una aproximacion cuantitativa. Esto se confirma por el hecho que los espectros RMN
C de galactanos de algas rojas muy regulares conformados por unidades repetitivas
disacaridicas contienen doce sciiales cuyas intensidades integradas son practicamente
iguales®.

A partir de 1977 comenzé a aplicarse la espectroscopia RMN "*C de galactanos de algas

. N : . 31
rojas para elucidar su estructura primaria’®’

. Los espectros de polisacaridos regulares como
agarosa, carragenano kappa o iota son lo suficientemente simples como para lograr espectros
satisfactorios a 15 6 22,6 MHz, consistentes en doce lineas que corresponden a doce carbonos
en unidades repetitivas disacaridicas. Las resonancias anoméricas poseen una peculiaridad
interesantc: la sefial del C-1 de la unidad de galactosa ocupa aproximadamente la misma
posicion en espectros de agarosa y carragenanos, pero los desplazamientos quimicos de C-1
de 3,6-anhidrogalactosa no coinciden para estas dos familias de polisacaridos. Si bien la
posicion de esta ultima sciial en cada polisacarido esta influenciada ademas por el esqucma de

sustitucion de la cadena central, no hay superposicion entre las regiones correspondientes a la
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familia de la agarosa y Ia familia de los carragenanos. El mismo fendmeno se observa para los
residuos de galactosa unidos por la posicién 4 que no tienen ¢l anillo 3,6-anhidro*’. De esta
manecra, esta espectroscopia es sensible a la configuracion absoluta de las unidades de a-
galactosa enlazadas por 4 en estos polisacdridos y proporciona un método fisicoquimico
directo de analisis que permite atribuir un polisacérido a una de estas dos grandes familias,
inmediatamente después de su aislamiento y sin degradacion del mismo®”.

Rochas ef al.*® describieron las sefiales de varios oligosacaridos obtenidos por hidrélisis
enzimatica con a-agarasa a partir de agarosa. En la Tabla 5.13 se detallan los desplazamientos

quimicos, registrados a temperatura ambiente, del pentasacarido de la Fig. 5.3.

Fig. 5.3. Estructura del pentasacarido liberado por accion enzimatica a partir de agarosa
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Tabla 5.13. Desplazamientos quimicos (ppm) del pentasacarido obtenido a partir de agarosa

Unidad C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
G'nr 103,0 71,3 73,5 69,5 76,2 61.9
G 102,7 70,6 82,5 69,1 75,8 61.8
Grf3 97,1 71,9 83,0 69,2 75,6 61,8
Gra 93,1 68,4 79,8 69,9 71,0 62,0
A'nr 98,8 70,1 80,4 77,1 75,9 69,8
Ar 98.8 70,1 80,4 71,7 75,9 69,8

En la Tabla 5.14 se muestran los desplazamientos quimicos de las distintas diadas segin
los valores informados en la bibliografia, aplicando el sistema de nomenclatura abreviada de
la Tabla 1.2. Existen discrepancias en las asignaciones de los distintos autores, en la Tabla se

incluyen los datos mas confiables o los mas recientes.
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Tabla 5.14. Dcsplazamicntos quimicos (ppm) de las diadas presentes en polisacaridos de la

familia del agar

Unidad Ref. C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 OMe
G 347 102.7 70,5 82,5 69,1 75,7 61,8
LAG 98,7 70,1 80,4 77,7 75,9 69,7
G6M 34° 102,7 70,5 82,5 69,4 74,0 72,3 59,5
LAG 98.9 70,1 80,5 77,8 75,9 69,8
G 34° 102,7 70,2 82,7 68,8 75,3 61,4
LAG2M 98,7 78,9 78,5 77,6 75,7 69,5 59,2
Go6M 35° 102,2 69,6 82,2 68,6 73,1 71,4 58,5
LAG2M 98,3 78,3 78,0 77,2 75,3 69,0 58,6
G6S 36° 102,6 70,1 82,2 68,4 73,0 67,5
LAG 98,4 69,8 80,1 77,4 75,6 69,4
G4S 347 102.4 70,8 80,0 77,0 75,0 61,4
LAG 96,8 69,9 80,1 77,4 75.6" 69,5
G4S6M 23¢ 102,4 70,0 80,0 71,5 70,8 70,0 59,0
LAG 96,2 70,0 80,0 77,4 75,6 69,0
G4S 34 102,5 70,5 79.8 76,6 75,2 61.4
LAG2M 98,2 79.1 78,5 77,7 75,7 69,9 59,1
G2S 37° 101,1 78,2 80,9 69,0 75,1 61,4
LAG 98,3 69,9 79.6 77,4 75,7 69,4
G4,6P 38° 102,1 69,9 79,4 71,5 66,6 65,2
LAG 98,2 69,9 80,0 71,3 75,6 69,3
G6Sust 39" 102,2 70,0 82,0 68,9 73,2 71,4
LAG 98,0 69,8 79,9 77,1 75,4 69,2
LG4M (7 98,4 68,6 69,5 79,2 70,7 61,2 61.6
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Tabla 5.14. Continuacion

Unidad Ref. C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 OMe
G 40" 103,8 69,9 81,0 68.8 75.6 61.4
.G 100,9 69.3 71,0 79,3 72.2 61.2
G 342 103,7 69,8 81.2 69,1 75,9 61.6
1.G6S 101,3 69,2 71,0 79,0 70,2 67,7
G2S 41¢ 101,9 77.6 79.3 68,1 75,3 61,7
.G2S3S 96,2 73,2 73,7 76,7 72,4 60,6
G4S 42" 104.1 71,5 78,0 77.8 75.4 61,6
1.G2S3S 98,9 73,2 73.5 76,7 72,0 60,9
G 43¢ 103,6 69.8 80,6 68,9 75,6 61,3
.G2M6S 100,1 78,0 68,1 78,8 70,1 67.4 57,9

"Asignaciones tentativas, las resonancias pueden ser intercambiadas dentro de este grupo.
“Espectros registrados en D,O, a temperatura ambiente; desplazamicntos quimicos relativos a
DMSO (39,6 ppm).

PEspectros registrados en D,0, a 80°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,6 ppm).
““Espectros registrados en D,(), a 80°C; desplazamientos quimicos refativos a DMSO (39,45 ppm).

¢ No se informan datos de las condiciones de adquisicion del espectro.

‘Espectros registrados en D,O/H1,0 (1:1), a 90°C; desplazamicentos quimicos relativos a DMSO
(39,47 ppm). Cuando ¢l carbono asimétrico del cetal csta en la configuracion R la seial del grupo
metilo aparece a 26-27 ppm, cuando posee la configuracion S lo hace a 15-18 ppm. En ambos casos
el carbono carboxilico resuena a 176 ppm y el carbono asimétrico lo hace a 101 ppm.

‘Unidad G sustituida en fa posicion 6 con LG4M (como ramificacion simple) y enlazada a LAG.
Espectros registrados en 11,0, a 90°C, desplazamicntos quimicos relativos a TMS.

!Espectros registrados en D,0/H,0, a 90°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,4
ppm). C-1 de 1.G2S3S también fuc informado a 98,9 ppm™.

"L:spectros registrados en D0/ H,0, a 90°C, desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39.4

ppm).
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Si bicn la presencia de xilosa como cadena lateral se detecté hace bastante tiempo e
incluso sc determin6 su posicion como ramificacion en la estructura de ciertos galactanos
sulfatados por métodos quimicos, sélo en pocos casos pudo detcrminarse su presencia y
ubicacion por RMN "’C, sicmpre como B-D-xilosa. Generalmente, este monosacirido se
encucntra cn bajas proporciones y ¢s mas abundante cn polisacaridos de estructura muy
compleja, con varios sustituycntes en la cadena central con lo que los espectros resultan de
dificil interprctacion.

Usov y Elashvili' determinaron la estructura de un pentasacarido disulfatado quc
contenia xilosa (Fig. 5.4), obtenido por hidrolisis reductiva parcial del galactano sulfatado
aislado dc Laurencia nipponica. Asignaron los desplazamientos quimicos dc todos los

atomos de carbono (Tabla 5.15).

Fig. 5.4. Estructura del pentasacarido reducido aislado de Laurencia nipponica
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Tabla 5.15. Desplazamientos quimicos (ppm) del pentasacirido obtenido del galactano sulfatado de

Laurencia nipponica®

Unidad C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
Gnr 101,4 79,7 72,8 69,4 76,0 61,9
Anr 101.,4 67,3 73,5 76,2 70,2 67,5
Gr 102,6 70,6 81,2 69,2 75,8 61,4
Ar 63,5 71,6 84,0 86,1 75.8 73,6
X 101,0 73,8 78,9 69.8 65,6

*Espectro registrado en D,O a 30°C, desplazamientos quimicos referidos a metanol (50,15

ppm).
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Los polisacaridos aislados de¢ Corullina officinalis presentaron una cstructura compleja
constituida por una cadena central de agarano, sustituida con grupos sulfato y cadenas
laterales de B-D-xilosa en la posicion 6 de las unidades de B-D-galactosa, y en las posiciones 2

y 3 de las unidades de a-L-galactosa con grupos metoxilo y sulfato** ¢

. Enlos espectros RMN
C de las fracciones estudiadas se observaron como sefiales principales, cinco picos agudos
correspondientes a ramificaciones de 3-D-xilosa unidas todas sobre la misma posicion —C-6
de B-galactosa— (Tabla 5.16). Posiblemente la movilidad del cnlace 16 fuera la responsable
de la agudeza de las sefiales. Se observaron también seiiales anoméricas a 106,0 y 105,8 ppm,
atribuidas a G6X y G6S, y otro par a 103,2 y 103,0 ppm que deberian corresponder a LG
sustituidas en 3 o sin sustituir. Los carbonos anoméricos de 1.G2S y L.G2M tenian
desplazamientos quimicos a 101,2 y 100,8 ppm.

Takano er al."’

informaron que el polisacarido soluble en agua de Joculator maximus tenia
una cadena central de agarano con el 50% de las unidades de D-galactosa sustituidas con
ramificaciones simples de xilosa unidas a la posicion 6 (Tabla 5.16).

Falshaw, Furneaux y Stevenson®® realizaron un estudio comparativo sobre la estructura
quimica de nueve especies del género Curdieua. Todas ellas contenian agarosas metiladas en la
posiciéon 6 de galactosa y/o 2 de 3,6-anhidrogalactosa. En tres especics, C. flabelata, C.
irwinii, C. obesa, se encontraron sefiales que fueron adjudicadas a unidades de xilosa y 4-O-
metilxilosa unidas a la posicion 6 de los residuos de galactosa (Tabla 5.16). Ademas
identificaron resonancias a 102,4 y 69,0 ppm que se atribuyeron a C-1 y C-6 de galactosa
sustituida con xilosa.

Miller y Blunt* encontraron evidencias espectroscopicas de la presencia de bloques
formados por la diada G-LG3X6S en el polisacarido de Pachimenia lusoria. Informaron los
desplazamientos quimicos de las unidades de xilosa (Tabla 5.16) y descartaron su ubicacion
sobre la posicion 6 dc LG, aunque no completaron la asignacion de los residuos de L-
galactosa sobre los que se encontraban unidas. Llama la atencion que, a pesar de citar los
residuos de LG3X6S hallados en Laurencia nipponica, atribuyeran ¢l carbono anomérico de
xilosa a una sefial a 103,7 ppm en vez de 101 ppm como lo hicieran Usov y Elashvili (Tabla
5.15).

Recientemente, Miller y Blunt* asignaron el conjunto de sefiales vinculado a un residuo de
xilosa unido a la posicion 3 de L-galactosa a partir del espectro del polisacarido de Chondria
macrocarpa luego de su desulfatacion (Tabla 5.16). Al mismo tiempo proponen una

reasignacion tentativa del pico a 70,5 ppm como correspondiente a C-2 de 1.G3X y de la sefal
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de 78,4 ppm como C-3 6 C-4 de la misma unidad, con respecto a lo informado por Usov y
Elashvili en 1991* (Tabla 5.15).

Tabla 5.16. Desplazamicntos quimicos (ppm) de ramificaciones de xilosa

Unidad Diada que  C-I C-2 C-3 C-4 C-5 0-Me
sustituye

X unida a C-6 de G* G-L.G 106,0 75,6 78,3 71,9 67,7

X unida a C-6 de G* G-LG 105,9 75,5 78,1 72,9 67,6

X unida a C-6 dc G* G-LAG 103,8 76,3 69,7 65.6

X4MunidaaC-6de G°  G-LAG 103,6 73,5 75,0 79,2 63,1 58,3
X unida a C-3 de LG6S*  G-LG6S 101,3 73,5 76,1 69,8 65,8
X unida a C-3 de LG* G-LG 103,7 733 75,9 69,6 65,3

*Espectro registrado en D,O/H,0, a 70°C, desplazamientos quimicos relativos a acctona (32.06

ppm relativo a 3-trimetilsililpropanosulfonato de sodio).
PEspectro registrado en D,0, a 80°C, desplazamientos quimicos relativos a metanol (51,60 ppm
relativo a 3-trimetilsilil-1-propanosulfonato de sodio).

“Espectro registrado en D,0/H,0, a 90°C, desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,47

ppm).
dEspectro registrado en D,0, a 80°C, desplazamicntos quimicos relativos a DMSO (39,6 ppm).
‘Espectro registrado en D,O/H,0, a 90°C, desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,6

ppm).

En ciertos casos la complcjidad de los polisacaridos estudiados es tal que s6lo es posible el
analisis estructural por combinacion de métodos quimicos y espectroscopicos. Asi, Usov ef
al."® llevaron a cabo el analisis estructural del xilogalactano sulfatado de Corallina pilulifera
—compuesto por D-galactosa, L-galactosa, 2-O-metil-L-galactosa, 3-O-metil-L-galactosa, 6-0-
metil-D-galactosa, D-xilosa y sulfato en relacion molar 29:20:5:2:1:20:23— por metilacion
antes y después de procesos de desulfatacion o degradacion de Smith, asi como
espectroscopia RMN 'H y 3C 1D y 2D (Fig. 5.5). Entre otros datos relevantes, el espectro
NOE 2D (ROESY) del polisacarido sometido a degradacion de Smith y posterior
desulfatacion indicé proximidad espacial de H-1 de la unidad de B-D-galactosa y H-4 de la
unidad de a-L-galactosa, por un lado, y de H-1 de la unidad de a-L-galactosa y H-3 de la
unidad de B-D-galactosa, por otro. La ausencia de correlacion entre H-1 del residuo o y H-4

del B es indicativa de configuraciones absolutas distintas entrc ambos residuos.
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Fig. 5.5. Estructura representativa del xilogalactano sulfatado de Corallina pilulifera
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Tabla 5.17. Asignaciones (en ppm) de los espectros RMN "*C de los polisacaridos de Corallina

piluliferd®

Unidad C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 OMe
LG 101,9 70,2 70,7 80,1 73.1 62.0

LG2S 100,1 77,1 68,1 79,9 73,1 62,0

L.G2M 99,4 79,5 70,0 79,9 73,1 62,0 58,9
L.G3M 99,4 70,0 78,9 76,7 73,1 62,0 58,0
G 104,6 72,0  81,3-829" 698 76.5 62.0

G6M 104,6 72,0 81,3-829° 69,2 74,1 62,3 59,9
G6S 104,6 72,0 81,3-829° 68,1 74,1 72,8

G6X 104,6 71,9 81,9 ~70 75.2 68,5

X 104,8 74,5 77,1 70,8 66,5

“Espectros registrados en D0, a 50°C, desplazamicntos quimicos relativos a metanol (50,15 ppm).

*Dependiendo de la sustitucion del residuo y sus vecinos.

La interpretacion completa del espectro RMN "*C de este polisacarido degradado y
desulfatado (Tabla 5.17) se logré mediante espectroscopia de correlacion '11/ ¢ 2D (HIMQC).
La asignacion de la mayoria de las sefiales de agarano coinciden con los valores que se habian
informado en literatura (Tabla 5.14), aunque las resonancias de C-2 de G y C-3 de LG
deberian invertirse de acuerdo con sus resultados. Encontraron diferencias sistematicas en los

desplazamientos quimicos de ~0,7 ppm, probablemente relacionadas con diferencias en las
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condiciones experimentales. Todos los datos de RMN llcvaron a concluir que se trata de un

agarano parcialmente metilado con grupos O-metilo en las posiciones 2 (~25%) y 3 (~7%) de

LG y en la posicion 6 (~7%) de G.

En orden de complejidad creciente, el espectro RMN "*C del polisacarido sometido
solamcnte a degradacion de Smith contenia una sola sefial adicional a 100,]1 ppm al comparar
con el espectro anterior. La integracion total de las intensidades de las tres sefiales de LG a
99.4; 100,1 y 101.9 ppm resulté aproximadamente igual a la de G, a 104,6 ppm. El anilisis
del espectro completo confirmé la ubicacion de grupos sulfato en las posiciones 2 de LG
(~35%) y 6 de G (~20%), sin que se cncontraran indicios dc sulfatacion cn otras posiciones.

El espectro del compuesto nativo incluia picos ensanchados de residuos de galactosa junto
con 5 picos agudos, idcntificados como un subespectro de B-D-xilopiranosa. La posicion de
estas sefiales y su agudeza mostré que estaban todos unidos de mancra similar a la cadena
central, como ramificacioncs simples sin sustituyentes adicionales. El espectro del
polisacarido nativo no pudo scr interpretado en su totalidad.

El espectro del polisacarido desulfatado present6 sefiales mucho mejor resueltas que las del
compuesto nativo. En la region anomérica se distiguieron tres sciiales principales a 104,8;
104,6 y 101,9 ppm pertenccicntes a X, G y LG respectivamente. También se vieron otras
cuatro rcsonancias adicionales, agudas e intensas, que se atribuyeron a X. Mediantc un
experimento APT (attached proton test) se encontrd, ademas dc los grupos hidroximetilo sin
sustituir de ambas unidades de galactosa (en la region 61,7-62,5 ppm, la seiial de la unidad G
a 62,3 ppm cra mucho menos intcnsa que la de la unidad LG a 62,0 ppm) y dcl grupo
metileno de X (66,5 ppm), una sefial intensa a 69,7 ppm correspondientc a un grupo
hidroximetilo sustituido. Este hecho indicaba que las posiciones 6 de G cstaban sustituidas
con las ramificaciones simples de xilosa.

En resumen, cl xilogalactano aislado del alga roja calcarea C. pilulifera pertenece a la
familia del agar. Al mismo tiempo dificre de los representantes tipicos de esta familia —como
agarosa y porfirano— cn parametros estructurales importantes:

i) no conticne LAG ni tampoco G6S, el precursor biologico o quimico de LAG;

ii) presenta una distribucion especifica de los sustituyentes: la mayoria de los grupos O-metilo
y O-sulfato ocupan la posicion 2 de LG, algunos estan sobre la posicion 3 de LG, mientras
que la metilacion y sulfatacion en C-6 del G ocurre en mucha menor medida;

iii) el polisacarido contiene 3-D-xilopiranosa como ramificaciones simples en C-6 de G.

Es de destacar que la naturaleza compleja del polisacarido nativo impidié la interpretacion

completa de las sefiales de su cspectro y la determinacion de la composicion exacta de las
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diadas observadas cn los espectros de sus derivados, a pesar de la aplicacidon de téenicas

espectroscopicas mono- y bidimensionales.
5.2.42.RESULTADOS

Los espectros RMN '*C con desacoplamiento proténico de CP y G2° fueron muy
complejos (Fig. 5.6 y 5.7), en concordancia con el complejo esquema de sustitucion elucidado
mediante el analisis de las posiciones de unidn incluido en las secciones anteriores. La
interpretacion directa de los espectros habria sido imposible si no se¢ hubiera contado
previamente con el analisis quimico completo de las muestras. Inversamente, fue posible
asignar residuos importantes basandose en el conocimiento del complejo patron de sustitucion
de estos polisacaridos.

Las rclaciones totales de unidades D-:L- calculadas a partir de la composicion en
monosacaridos de la Tabla 5.3 son: CP, 49:51; G2’, 53:47, mientras que de las Tablas 5.7 y
5.8 surgen: CP, 51.:40; CPDes, 49:46; G2°, 48:43; G2 Des, 45:42; G2°'DS, 47:43. Estos
resultados sugieren la presencia de exceso de unidades D- en la cadena central, sin embargo
las resonancias observadas en todos los espectros RMN ’C fueron consistentes con una
estructura alternante del tipo de los agaranos. La ausencia de seiiales anoméricas a menos de
98 ppm indic6 la ausencia de residuos de a-D-galactosa enlazados por 4, pertenecientes a
carragenanos.

Se realizo6 un experimento de intensificacion sin distorsion por transferencia de
polarizacion® (distorsionless enhancement by polarization transfer, DEPT 135) sobre G2’
para identificar los carbonos metilénicos (Fig. 5.7.D). Dos grupos de sefiales a 65-66 y 60,5-
62 ppm dieron picos invertidos que correspondian a C-5 de xilosa y C-6 de galactosa

respectivamente.
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Fig. 5.6. Espectros RMN "°C de CPSD (a), CP (b) y CPDes (c) registrados a 75 MHz y 80°C. Abajo:

ampliacion de regiones anoméricas.
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Fig. 5.7. Espectros RMN C de G2'SD (a), G2’ (b), G2'Des (c) y G2 DEPT 135 (d); (a) y (d)
registrados a 125 MHz y 30°C; (b) y (c) registrados a 75 MHz y 80°C. Abajo: ampliacion de regiones

anoméricas
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Tabla 5.18. Asignaciones (en ppm) de los cspectros RMN °C de CP, G2' y sus derivados

desulfatados

Unidad C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 OMe
G 1029 704 82,9 68,6 75,5 61,4

G6M 1029 704 82,9 69,1 73,8 72,1 59,2
LAG2M 98,7 19, 78,7 71,9 75,9 69,6 59,3
G 103,9 70,1 81,3 69,1 75,9 61,6

GoM 103,9 70,1 81,2 69,1 73,8 72,1 59,2
LG 101.3 69,6 71,3 79,0 72,1 61,4

LG2M 99.0 79,1 69,7 79,7 72,7 61,4 59,2
LG3S 101,1 67,6-67,8° 79,0 77,1 74,6 61.4

X 101,7 73,8 76,5 70,4 66,0

*Dependicndo de la sustitucion del residuo y de sus unidades vecinas.

A partir dc los resultados de alquilacion, las diadas que podrian aparecer para estos
polisacaridos tenian que estar formadas por pares de alguno de los siguientes residuos
principales de la serie D: G, G6M, G4S, G4X, junto con otro de la serie L: LG, LG3S, LG2M,
LAG2M. Como no se observaron sciiales provenicntes de las diadas G4S-LAG***' o G4S-
LAG2M?* (Tabla 5.14), fueron excluidas decl esquema de sustitucion posible. Las muestras
desulfatadas presentaron espectros simplificados (Figs. 5.6.c y 5.7.c) quc permitieron la

asignacion de algunas sefiales diagnosticas'®?**°

(Tabla 5.18), aunque no fue posiblc
establecer una unica composicion de las diadas para todos los conjuntos de seiiales
encontrados. No obstante, las diadas G-LAG2M™ y G6M-LAG2M’* pudieron scr
identificadas claramente.

Para calcular la contribucion de la sulfatacion en la posicion 3 y los desplazamientos
quimicos del residuo de LG3S se aplicé la aproximaciéon de Miller y Blunt®? para predecir
espcctros posibles de galactanos nuevos o de fragmentos estructurales nuevos dentro de estos
polisacaridos. Para ello, sc hacen asignaciones provisorias basadas cn cambios en los
espectros decbidos a una sustitucion detcrminada. Luego se intcntan explicar cambios
regulares cn los desplazamicntos quimicos originados por sustitucion. Sc considera que las
modificaciones mas significativas en los desplazamientos quimicos llegan hasta el carbono f3
respecto del sustituyente y que la diferencia en el esquema de sustitucion —la ausencia o
presencia de un éster sulfato, por ejemplo— tiene lugar en un entorno localizado, en un

esqueleto basicamente constante. En este contexto es posible suponer constancia de ciertos

factores que podrian complicar la aproximacion: cambios localizados de solvatacién, cambios
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en efecto dador de electrones y cfectos estéricos que alteren los dngulos de unién. Los
desplazamientos quimicos correspondientes a cada conformacion para una estructura dada se
presentan como una matriz. LLos cambios debidos a una sustitucion determinada se
representan entonces como una diferencia de matrices, con la salvedad que el significado
fisico de los valores que componen los elementos de la matriz diferencia es valido solamente
si la conformacion se mantiene constante. De esta manera seria posible estimar los espectros
de nuevos ficocoloides con un grado razonable de incertidumbre.

Para calcular la matriz diferencia correspondiente a la sulfatacion en 3 de una unidad de a-
L-galactosa se tomaron como base los pares de matrices formados por los conjuntos de
sefiales atribuidas a:

(i) metil a-D-galactopiranésido 3-sulfato; metil a-D-galactopiranésido®® (Tabla 5.12) cuya

matriz diferencia correspondiente es:
Me a-D-Gal 3S - Me a-D-Gal = [-0,24 -2,08 +828 -1,25 -0,36 -0,21]

o bien,

(i1) a-L-galactopiranosa 3-sulfato; a-L-galactopiranosa, informadas para «a-1.-galactanos con
enlaces (1—54) y sulfatados en la posicion 3, extraidos de flerdmania monus (ascidianos,
tunicados)**:

a-1-Gal 3S (polisacarido nativo) = [102,7 69,9 78,8 78.8 73,9 62,2]
a-L-Gal (polisacarido desulfatado) = [103,1 71.8 71,8 81.4 74,1 62,9]
a-L-Gal 3S — a-1-Gal = [ -04 -1,9 +7,0 -2,6 -0,2 -0,7]

Cada contribucion fue sumada al conjunto de desplazamientos quimicos correspondientes a
LG e¢n la diada G-1.G 0 G6M-LG (Tabla 5.18), para dar dos conjuntos de desplazamientos
quimicos calculados para LG3S en las diadas derivadas de las dos anteriores: {101,1; 67,5;
79,6; 71,7; 71,7; 61,2 ppm} (segun i) y {100,9; 67,7; 78,3; 76,4; 71,9; 60,7 ppm} (segin ii),
para C-1-C-6 respectivamente. Se considerd ademds que no habria desviaciones significativas
sobre los residuos 3 por este tipo de sulfatacion. Las asignaciones finales se hicieron teniendo
en cuenta que:

(1) los desplazamientos quimicos observados deberian ser cercanos a los esperados segun los

cilculos; y

190



Galactanos sulfatados

(i) estos picos deberian poscer mayor intensidad en los cspectros de las muestras nativas y
ser mas débiles en los registrados para las desulfatadas.

Asi, se encontré que en los espectros de CP y G2° existia una sefial importante a 101,1
ppm con un hombro a 101,3 ppm, mientras que para CPDes y G2'Des las intensidades
aparecieron invertidas (ver ampliacion de las regiones anoméricas de las Figs. 5.6 y 5.7)
siendo la sciial principal la de 101,3 ppm y el hombro a 101,1 ppm. Por lo tanto, la seiial a
campos mayores sc atribuy6 a .G3S y la otra a unidades LG.

Dos seiiales, a 67,6 y 67.8 ppm, desaparecieron luego de la desulfatacion y ambas podian
asignarse a C-2 de LG3S. Considerando los residuos de L-galactosa sustituida en 3 y de D-
galactosa que podrian estar unidos para dar una diada, surge del analisis de las posiciones de
union que el par mas probable seria G6M-LG3S y que G-LG3S, G4S-LG3S 6 G4X-LG3S
serian menos abundantes. Se supuso que la suma de las intensidades de las sefiales a 67,6 y
67,8 ppm correspondia a la suma de las unidades de L-galactosa sustituidas en 3 (CP, 28; G2/,
22, obtenidas del analisis de las posiciones de union, Tablas 5.7 y 5.8), luego se aplico la
relacion de intensidades lo7.6 ppm : 1678 ppm (CP, 58:42; G2, 63:37) al total de cstas unidades a
fin de estimar un porcentaje para los dos tipos de residuos rodeados por un entorno difcrente,
lo cual daria lugar a picos difcrentes. Los porcentajes molares asi estimados para las sciiales a
67,6 ppm (CP, 17; G2', 14) fucron coincidentes con los contenidos de 6-O-metil-D-galactosa
en los resultados de alquilacion (CP, 16; G2', 14, Tablas 5.7 y 5.8). A la vez, los porcentajes
menores correspondientes a 67,8 ppm (CP, 13; G2’, 8) fueron similares a los contenidos de D-
galactosa sin sustituir, D-galactosa 4-sulfato o D-galactosa 4-xilosa (Tablas 5.7 y 5.8). La sefial
a 67,6 ppm puede ser asignada a C-2 de LG3S en la diada G6M-LG3S, mientras que la sefial
menor a 67,8 ppm podria atribuirse a C-2 de LG3S cn la diada G-LG3S. Esta tltima esta de
acuerdo con la evidencia encontrada sobre sulfatacion en la posicion 3 de a-L-galactosa unida
a B-D-galactosa para polisacaridos aislados de Gimnogongrus torulosus, donde se encontr
una sefial a 67,8 ppm’".

La scial a 67,6-67,8 ppm puede considerarse como diagnostica para LG3S, ya que en la
region 66,5-68,5 ppm suelen aparecer pocas sciiales, de las cuales las mas frecuentes
corresponden a C-6 de unidades de galactosa sustituida en C-6 y pueden diferenciarse por
experimentos DEPT 135. El resto de los desplazamientos quimicos de los carbonos de LG3S
estan en regiones mas pobladas del cspcctro y fueron asignados por un razonamiento
semejante al explicado. La asignacién completa de la unidad LG3S coincide con los valores

calculados por el analisis matricial.
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Hasta donde se tienen registros de los datos de literatura, esta asignacion es la primera que
se realiza en forma completa sobre los desplazamientos quimicos de la unidad inusual de
1.G3S. Con posterioridad a la publicacion del articulo que dio lugar el analisis estructural de
los polisacaridos de G. confluens, aparecié un trabajo de Duarte ef «l> vinculado a un
galactano sulfatado de Bostrychia montagnei. Alli se asigna a 103,9 ppm el carbono
anomérico de G en la diada G-LG3S y se describen los desplazamientos quimicos de LG3S y
G-LG como se indican en la Tabla 5.19. Se observa un corrimiento sistematico de las sefiales
en ~0,7 ppm con respecto a los informados para G. confluens, haciendo esta correccion las
asignaciones resultan coincidentes (con variaciones < 0,3 ppm; en general s¢ consideran
aceptables variaciones < 0,5 ppm) salvo en el C-4 de LG y 1.G3S, donde se encuentran
diferencias de 0,6 y 0,9 ppm respectivamente. Si se toma como parametro la diada G-LG
informada por Miller y Blunt' de la Tabla 5.14, ambas asignaciones son consistentes
tomando como variacion aceptable < 0,5 ppm.

Con respecto a las diferencias entre LG3S de B. montagnei y de G. confluens, las matrices
diferencia [.LG3S - LG que dan la contribucion derivada de la sulfatacion en 3 son

basicamente coincidentes:

[.G3S - LG (B. montagnei) = [-0,1 -2,2 +7,5 -1,6 -1,1 0]
1.G3S - LG (G. confluens) = [-0,2 -2,0/-1,8 +7,7 -1,9 -0.5 0]

Duarte ef al. informan 78,0 ppm (valor corregido) para el C-3 de 1.G3S; si bicn esta sefial
aparece en los espectros de CP y G2° de G. confluens, la misma desaparece en G2'Des pero
persiste con cicrta intensidad cn CPDes. La resonancia dc 77,1 ppm corresponde a una sefial
ancha y compleja, de mayor intensidad que la antcrior, en los espectros de CP y G2’ que
desaparece en ambos casos luego de desulfatar. Teniendo en cuenta que la desulfatacion en la
posicion 3 fue de 80%, para CP, y de 88 %, para G2" (Tablas 5.7 y 5.8), s¢ confirma la
asignacion de 77,1 como correspondientc a C-3 de L.G3S en G. confluens, mientras que el
pico de 78,0 ppm permanece por ahora asignada a C-4 de LAG2M. Las diferencias puntuales
en el desplazamiento quimico de C-3 de LG3S quiza se deban a la inclusion de este residuo en
diadas distintas. Como se dijo mas arriba, es probable que la diada G6M-LG3S sca mas
abundante que la diada G-LG3S para los polisacaridos en estudio. Ademas la sciial 104,6 ppm
(103,9 ppm corregida en 0,7 ppm), atribuida a C-1 de G unida a LG3S en B. montagnei es una

sefial muy minoritaria en G. confluens que aparece tanto en G2° como en G2'Des y es menor
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en CP que en CPDcs, por lo que no es posible que en estos polisacaridos corresponda al

carbono anomérico de una diada sulfatada.

Tabla 5.19. Asignaciones (en ppm) de algunas diadas contenidas en los galactanos sulfatados

de Bostrychia montagnei® y comparacion con otras asignaciones

Unidad C-1 C-2 C3 C-4 C-5 C-6
G 103.3 69,5 80,7 68,5 75,2 61,0
LG 100,5 69,0 70,6 78,9 71,7 60,7
LG+0,7° 101,2 69,7 71,3 79,6 72,4 61,4
LG (Tabla 5.14)° 100,9 69,3 71,0 79,3 72,2 61,1
LG (G. conﬂuen.s')d 101,3 69,6 71,3 79,0 72,1 61,4
G 103,9

LG3S 100,4 66,8 78,1 77,3 70,6 60,7
LG3S +0,7° 101,1 67,5 78,8 78,0 71,3 61,4
LG3S (G. confluens)® 10,1 67,6-67,8° 79,0 77,1 71,6 61,4

Espectros registrados en D,0, a 70°C, desplazamientos quimicos relativos a acetona a 30,2 ppm.

®Desplazamicntos quimicos corregidos en 0,7 ppm, con fines comparativos.

‘Desplazamientos quimicos de LG cn la diada G-LG (Tabla 5.14), con fines comparativos.

Desplazamientos quimicos de la Tabla 5.18, con fincs comparativos.

Las resonancias de los residuos LG2M se corresponden con las publicadas previamente por

Usov, corregidas por un desplazamiento constante de ~0,4 ppm'®.

En la Tabla 5.18 no se indicaron los componentes de las diadas para el conjunto de

residuos formado por G, G6M, LG, LG3S y LG2M porque se consider6é que en estos casos la

influencia del sustituyente sobre un residuo seria despreciable sobre el residuo vecino.

La contribucion correspondiente a la sulfatacion en 4 para G48S, en una diada del tipo G4S-

LG, pucde calcularse de tres maneras posibles:

i) a partir de la matriz diferencia G4S — G en las diadas G4S-LAG y G-LAG (Tabla 5.14);

G4S-LAG -
G-LAG =

unidad p-D-

unidad a-1.-

ii) a partir de la matriz difcrencia entre las diadas G4S-LAG2M y G-LAG2M (Tabla 5.14):

[-0,3
[-1,9

+0,3

-0,7
-0,3

0,4]
0.2]
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G4S-LAG2M —  unidad B-D- [-0,2 +0,3 -29 +7.8 -0,1 0,0]
G-LAG2M = unidad a-1.- [ -0,5 -]

iii)a partir de la matriz diferencia entre las diadas G4S-DAG y G-DAG®, pertenecientes a la

tamilia de los carragenanos (Tabla 5.20):

Tabla 5.20. Asignaciones (en ppm) de diadas pertenccientes a carragenanos y matriz diferencia

correspondiente a la contribucion de sulfatacion en la posicion 4 de B-D-galactosa

Unidad C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
G4S 102,5 69,6 78,9 74,1 74,8 61,3
DAG 95,3 69,9 79,2 78,3 76,8 69,5
G 102,5 69,5 80,4 66,4 75,3 61,3
DAG 94,7 70.2 79.4 78,0 76,8 69,5
G4S-DAG-  umidad B> [ 0,0 ¥, 15 17 05 00]
G-DAG = unidad a-D- [ +0,6 -0,3 -0,2 +0,3 0,0 0,0]

Si se cumple la condicidon de conformacion constante (pags. 193-194) entre las diadas G-LG y
G4S-1.G y si ademas la variacion en los desplazamientos quimicos es semejante (a pesar de
tratarse de una extrapolacion de unidades LAG a L.G), la aplicacion de la aproximacion
matricial da como valores relevantes:

1) Para la unidad G4S: 103,6 (C-1); 78,8 (C-3); 77,0 (C-4); 75,2 ppm (C-5); y para la unidad

LG: 99,4 ppm (C-1);
if) Para la unidad G4S: 103,7 (C-1); 78,4 (C-3); 76,9 (C-4); 75,4 ppm (C-5); y para la unidad

LG: 100,8 ppm (C-1);

i) Para la unidad G48S: 103,9 (C-1); 79,8 (C-3); 76,8 (C-4); 75,4 ppm (C-5); y para la unidad

[.G: 101,9 ppm (C-1).

Las sefiales observadas en la region anomérica de los espectros muestran una sefial algo
mds ancha a 103,9 ppm en las muestras nativas que se hace mas aguda en los productos
desulfatados (Figs. 5.6 y 5.7). A 99,1 ppm hay un pico que fue asignado a 1.G2M, aunque
también podria ecstar constituido por otras resonancias de¢ unidades distintas cuyos
desplazamientos quimicos coinciden. Por lo tanto, es posible atribuir tentativamente estas

sefiales a 103,9 y 99,1 ppm a los carbonos anoméricos de las unidades 3 y a en una diada
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G4S-LG. El C-3 de G4S fue cstimado a 78,4-79,8 ppm, sin embargo no hay seifiales en los
espectros rcgistrados que disminuyan su intensidad en esta region al desulfatar los
polisaciridos. La sefial a 77,9 ppm —asignada a C-4 dc LAG2M- csta presente en CP y G2°,
es poco intensa en G2 Dcs y mediana en CPDes, y podria vincularsc a C-3 solamente si sc
infierc que en CPDcs hay sustitucion remanentc con sulfato en la posicion 4, ademas de xilosa
en la misma posicion, luego de la desulfatacion. Existe una sefial a 75,5 ppm que
corresponderia a C-5 de G4S, ya que su intensidad es mucho menor en los espectros de
muestras desulfatadas. Finalmente, el mayor corrimiento debido al efecto a de la sustitucion
con sulfato tendria que observarse en C-4 de G4S, cuyo desplazamicnto quimico cstimado es
de 76,8-77,0 ppm. La sciial ancha y compleja entre 77,1 y 76,9 ppm que aparece en los
espectros de CP y G2, en parte atribuida a C-3 de LG3S, también puede asociarse a C-4 de
G4S.

Los cspectros obtenidos para las muestras sometidas a degradacién de Smith fueron
también muy complejos (Fig 5.6.a y 5.7.a). No hay antecedentes bibliograficos de residuos de
G4X ni hay datos que permitan hacer una estimacion de sus desplazamientos quimicos.
Lamentablemente no se pudo detectar la desaparicion de los picos derivados de G4X, aunque
se notd la ausencia de las sciiales a 101,7 y 66,0 ppm. El carbono anomérico de unidades de
B-D-xilopiranosa fue rclacionado con el pico a 101,7 ppm'®, mientras que el C-5 se atribuy6 a

la sciial a 66,0 ppm***%>’

(Tabla 5.16), ambas estaban presentes en los cspectros de las
muestras nativas y desulfatadas y ausentes en los productos de degradacion de Smith.
También se registraron los espectros de G2°'D1, G2'DS y G2'D7 (Fig. 5.8), las fracciones
principales aisladas a partir de G2 por cromatografia de intercambio anidnico. Las fracciones
G2'D5 y G2'D7, con contenido de sulfato y composicion en monosaciridos similares,
mostraron espectros semejantes entre si y a G2°. Sin bien el espectro de G2'D1 —con menor
sulfatacion y contenido de 3,6-anhidrogalactosa— resulté con peor resolucion que los demas
de la serie, mostré dos diferencias relevantes en la region anomérica. Un pico mas intenso a
101,3 y un hombro a 101,1 ppm resultaron consistentes con un porcentaje menor dc
sulfatacion, en particular con menor contenido de unidades LG3S. La ausencia de sefiales a
98-99 ppm reflej6 cl bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa y su derivado 2-O-metilado. En
los espectros de G2°'D7, G2'DS y G2’ se observan dos sefiales bien resueltas a 104,2 y 103,9
ppm, mientras que la intensidad a campos menores disminuye en el espectro de G2°D1. Este
hecho constituye una evidencia adicional a favor de la asignacion tentativa de los carbonos
anoméricos de la diada G4S-LG que se realizd anteriormente. El csquema dc sustitucion

general que se deduce para estas subfracciones a partir de los espectros RMN BC es
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consistente con la conclusion que G2° es una muestra polidispersa homogénea en
composicion.

Fig. 5.8. Espectros RMN BC de G2°D7 (a), G2'D5 (b), G2'DI (c) y G2’ (d) registrados a 125
MHzy 30°C.
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En resumen estos polisacaridos aislados de Georgiella confluens son agaranos altamentc
metilados con bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa, cuyas unidades de (-D-galactosa
posecen ramificacioncs simples de xilosa ¢n la posicion 4 ¢ estan sulfatadas en la misma

posicion, la sulfatacién principal ocurre sobre la posicion 3 de las unidades de a-L-galactosa.

5.3. ANALISIS ESTRUCTURAL DE G3’

Conociendo los resultados del andlisis estructural de CP y G2°, se llevo a cabo un estudio
estructural abreviado sobre G3'.

Los resultados de la metilacion de G3° se indican cn la Tabla 5.21. También se realizé una
aminacion rcductiva con 1-fenilamina quiral sobre el producto de metilacion hidrolizado. a fin

de detcrminar la relacion 2,6-di-O-metil-D- : 2,6-di-()-metil-L-galactosa.

Tabla 5.21. Anilisis por metilacion (moles %) de G3'y G3'Des”

G3’ G3'Des G2’ G2'Des
2,3,4-Me, Xil 7 6 8 8
2,3,4,6-Me, Gal 2 2 5 7
2,4,6-Me, Gal 26 35 23 33
2,3,6-Me; Gal 8 25 1 27
2-Me AnGal 6 7 6 b
2,6-Me, Gal 31° 16° 29¢ 12°
3,6-Me, Gal 3 5 2 4
2,3-Me, Gal 3 tr 4 2
2,4-Me, Gal 5 ] 4 I
6-Me Gal 4 2 4 |
2-Me Gal 5 1 4 -

3Se incluyen G2y G2 'Des (Tabla 5.5) con fines comparativos.
®Relacion 2,6-di-O-metil-D- : -1.-galactosa 15:16.

“Relacion 2,6-di-O-metil-D- : -1.-galactosa | 1:5.

9Relacion 2,6-di-O-metil-D- : -L-galactosa 14:15.

‘Relacion 2,6-di-O-metil-)- : -1.-galactosa 10:2.

Esta fraccion fue sometida a desulfatacion con una relacion sulfato-CTMS 1:380,
calentando a 100°C durantc 8 h. El producto desulfatado, G3'Des, dio un rendimicnto del
75% y contenia 6,1% de sulfato, cquivalente a una desulfatacion del 63%. Las composiciones

del polisacarido nativo y ¢l desulfatado fueron similares (Tabla 5.3).
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El producto G3'Des fue metilado (Tabla 5.21) y se llevéd a cabo el procedimiento de
aminacion reductiva para determinar la configuracion absoluta de las unidades parcialmente
metiladas. L.a composicion de los monosacéridos parcialmente metilados fue muy similar a la
de G2’, mientras que al comparar con CP (Tabla 5.5 y resumen en la Tabla 5.22) se vio que
los residuos que presentaban las diferencias mas notorias son 2,4,6-tri-(O)-metilgalactosa (CP:
26, CPDes: 30), 2,6-di-O-metil-D-galactosa (CP: 20, CPDes: 12) y 2,6-di-O-metil-L-galactosa
(CP: 25, CPDes: 5). El polisacarido crudo, CP, contenia mayor proporcion de 2,6-di-O-metil-
D- y 2,6-di-O-metil-L-galactosa que las fracciones G2" y G3’, lo que indicaria que en el
polisacarido total hay mayor grado de sustitucion en la posicion 4 de las unidades de D-
galactosa enlazada por 3 y en la posicion 3 de las unidades de L-galactosa enlazada por 4.
Paralelamente, CP tiene el mayor contenido de xilosa (Tabla 5.3) —aunque generalmente el
contenido de 2,3,4-tri-O-metilxilosa en el analisis por metilacién suele ser menor que el
informado en la composicion en monosacaridos debido a la volatilidad clevada del
monosacarido trimetilado®® —y presenta la mayor disminucion en las unidades de 2,6-di-0O-
metil-D-galactosa luego de la desulfatacion. Esto resultaba consistente con un mayor
porcentaje de sustitucion en la posicion 4 tanto con sulfato como con xilosa. Si bien el
aumento de 2,4,6-tri-O-metilgalactosa entre CPDes y CP sélo [ue de 4 unidades, esta
variacion deberia haber sido mayor ya que 2,6-di-O-metil-D-galactosa s6lo puede derivar en
2,4,6-tri-O-metilgalactosa (o 2,3,4,6-tetra-()-metilgalactosa, que no se observa), siendo el

origen de la discrepancia de tipo experimental.

Tabla 5.22. Resumen comparativo del analisis por metilacion (moles %) de CP, G2', G3'y sus

derivados desulfatados CPDes, G2'Des y G3'Des

CP CPDes G2 G2 Des G3’ G3'Des
2,4,6-Me, Gal 26 30 23 3326 35
2,3,6-Me, Gal 5 24 1 27 8 25
2,6-Me, D-Gal 20 12 14 10 15 1
2,6-Me,1.-Gal 25 5 15 2 16 5

En los tres casos fue claro ¢l aumento de 2,3,6-tri-(O-metilgalactosa a expensas de 2,6-di-
(-metil-L-galactosa. Para CP el aumento fue de 19 unidades y la merma de 20, para G2° las
variaciones fueron de +16 versus -13, mientras que para G3° fueron de +17 versus -9. Esto
significaria que en G2 y especialmente en G3° las unidades de 2,3,6-tri-(-metilgalactosa

derivaban  no  solamente de 2,6-di-O-metil-L-galactosa sino también de 2,3-di-O-
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metilgalactosa y 2-O-mctil-L-galactosa, equivalentes a la presencia de residuos LG6S vy
LG3S6S en los polisacaridos iniciales.

De todas mancras cs importantc recordar que CP es el polisacarido crudo, de cuyo
fraccionamicnto surgicron G2° y G3° como fracciones mayoritarias. Es de esperar que cstas
fracciones sean mas homogéneas en composicion que el material de partida, con mcnor
contribucion de cadenas de bajo peso molecular, y que los resultados correspondientes a las
mismas scan mas relevantes.

Sc registraron los espectros RMN "°C tanto de G3° —a 80°C, operando a 75 Mllz— como de
G3'Des —a 30°C, operando a 125 MHz- (no incluidos como figuras). En ambos casos las
sefiales observadas fueron consistentes con las asignaciones incluidas en la Tabla 5.18.

La sefial a 78,0 ppm. quc habia sido asignada por Duarte ef al.>* a C-4 de LG3S y que
tentativamente se sugirié correspondiente a C-3 de G4S en la seccion anterior, persistio
nucvamente en el espectro de G3’Des. Por lo tanto, no parecc atribuible a ninguna unidad
sulfatada dentro de este sistema dec galactanos y permanece vinculada solamente a C-4 de
LAG2M.

Sélo se encontraron algunas diferencias sutiles al comparar los espectros de G3™ con CP y
G2’, que también surgicron cuando se obscrvaron los correspondientes a G3'Des frente a
CPDecs y G2'Des. Las seiiales de C-4 y C-5 de G y G6M aparecieron como algo mas intcnsas
para G3’, hecho que cstaria de acuerdo con la existencia de bloques de agarano con menor
sustitucion en la posicion 4 de estas unidadcs tanto con sulfato como con xilosa. Por lo demas
la composicion de la cadena central de galactano y su esquema dc sustitucion resultaron

coincidentes con las estructuras basicas delineadas para CP y G2".
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5.4. CONCLUSIONES

I:n conclusion, los polisacaridos estudiados de (. confluens presentan las caracteristicas
siguientes:

1- poseen una cadena central de agarano altamente metilado;

2- un bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa y sus unidades precursoras;

3- ramificaciones simples de xilosa unidas a la posicion 4 dc unidades de 3-D-galactosa;

4- sulfatacién principalmente en la posicion 3 de a-L-galactosa;

5- sulfatacion menor en la posicion 4 de [3-D-galactosa.

Fig. 5.9. Estructuras predominantes propuestas para los polisacaridos de G. confluens (los

porcentajes estan basados en la sustituciéon de los residuos de - 6 [-galactosa en las
posiciones indicadas)
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Si bicn no fuc posible determinar cuales eran los residuos que se encontraban formando
diadas con las unidades de [-D-galactosa sustituidas en 4, las demas estructuras
predominantes propucstas para estos polisacaridos se muestran en la Fig. 5.9. Tres dc las
caracteristicas mencionadas (puntos 2, 3 y 4) son relevantes y se desarrollan a continuacion.

La presencia dc ramificaciones simples de xilosa sobre la posicion 4 de unidades de B-D-
galactosa fue informada con anterioridad solamente para los polisacaridos de Lenormandia
angustifolia, Lenormandia chauvinii® y en Laurencia undulata®®, todas cllas pertenccientes a
la familia Rhodomelaccac del orden Ceramiales.

La sulfatacion en C-3 de las unidades de a-L-galactosa es algo mas freccuente y fue
detectada cn los siguientes galactanos sulfatados no gelificantes. Dentro de Corallinaceae,
Corallinales, fue cncontrada en:

i) Corallina officinalis®® donde aproximadamente el 25% de las posiciones 3 de las unidades
dc LG estaban sulfatadas.

ii) Joculator maximus®’ donde un 15% de unidades LG presentaban esta sulfatacion.

ii) Corallina pilulifera'® y Bossiella cretacea® donde se detectaron pequeiias proporciones en
el analisis por metilacion.

También fue hallada cn Khallymenia berggrenii®* (Cryptoncmiales), cuyo agarano estaba
sulfatado en casi todos, si no cn todos, los grupos hidroxilo disponibles sugiriendo una
sulfatacion casi al azar.

El analisis dc las posiciones de unién del galactano sulfatado de Plocamium costatum’
(Plocamiaceae, Plocamiales) reveld que las unidadcs cnlazadas por 4 estaban casi
completamente sulfatadas en 3 y un porcentaje elevado de las unidades enlazadas por 3 lo
estaban cn 4. Por espectroscopia RMN '°C se determiné que las unidades o estaban presentes
tanto en configuracion L. como en D, aproximadamente en cantidades iguales, aunque los
autores no pudicron estimar la proporcion de unidades sulfatadas en C-3 ni su configuracion
absoluta.

Los galactanos dc dos especics de Trematocarpus, T. acicularis y T. dichotomus®
(Gigartinales, aunquc este género también fue asociado a Plocamiales), fueron analizados por
RMN "C y se determiné que cn ambos casos las diadas principales correspondian a
G2S(4,6P)-LG2S3S y G2S-LG3S, donde aproximadamente la cuarta parte de los carbonos
primarios estan sustituidos con sulfato o xilosa. El 80% de las unidades o enlazadas por 4

poseian configuracion L y todas ellas estaban sulfatadas en C-3, cerca de la mitad tenian
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sulfatacion adicional en C-2. Estos resultados plantcan para los autores una revision de la
taxonomia del género Trematocarpus.

También fue informada en varias especies de Ceramiales:

i) Cladhymenia oblongifolia® (Rhodomelaceae), cuyo agaroide tenia niveles clevados de
sulfatacion en casi todas las posiciones salvo en los hidroxilos axiales. Todas las unidades a
poseian la configuracion L, el 40% de las cuales era galactosa (el resto era LAG), y a su vez el
10% poseia sulfato en C-3. Sin embargo los autores no pudieron establecer si se trataba de
residuos LG3S 6 LG2S3S.

i) Bostrychia montagnei®® (Rhodomelaceae) mostré la presencia de un agarano sulfatado y
metilado con una dispersion estructural inusualmente estrecha. Aproximadamente el 50-60%
de las unidades a enlazadas por 4 eran L-galactosa (el resto cstaba presente como 3,6-anhidro-
L-galactosa) y estaban completamente sulfatadas en la posicion 3, con proporciones menores
de sulfatacion adicional en C-2 y C-6.

iii) El polisacérido extraido de Myriogramme denticulata® (Delesseriaceae) y algunos de sus
derivados fueron estudiados por RMN "C. El galactano nativo ¢s un agaroide constituido
ampliamente por la diada repetitiva G4S-LG2S3S. Miller propuso que los datos bibliograficos
disponibles sugerian que el predominio dc unidades LG y niveles clevados de sulfatacion
podian ser caracteristicos de la familia Delesseriaceae.

En resumen, es la primera vez que se encuentra sulfataciéon en C-3 de a-L-galactosa en
Ceramiaceae, aunque esta sustitucion si habia sido informada para otras familias
(Rhodomelaceae y Delesseriaceae) del orden Ceramiales. La xilosilacién en C-4 de B-D-
galactosa fue hallada con anterioridad solamente en Ceramiales (dentro de la familia
Rhodomelaceae). Ademas, los agaranos de G. confluens no muestran propicdades gelificantes
de acuerdo con otros agaranos de especies del mismo orden: Ceramium rubrum®®® vy
Carpoblepharis fluccida®® (Ceramiaceae); y Chondria decipiens®®, Lenormandia chauvinii®®,
L. angustifolia®®, Bryocladia ericoides®, Osmundaria colensoi®, Laurencia thyrsiferd®,
Cladhymenia oblongifolia® y Bostrychia montagnei®® (Rhodomelaceac).

Si bien la proporcion de unidades LAG/LG6S no es de importancia taxondémica, debido a
que es una funcidn estacional en la vida de las algas, si es importante la presencia o auscncia
de LAG y su precursora LG6S dentro del polisacarido. Stortz y Cerezo®® propusieron un
modelo de esquemas de sustitucion presentes en galactanos de algas rojas representado por un
prisma triangular cuyos vértices estan determinados por el tipo de unidades de a-galactosa,

enlazadas por la posicion 4, presentes en el polisacarido (Fig. 5.10). Cada uno de los seis
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vértices corresponde a una estructura extrema y estan representados por: DAG, DG, DG6S,
LAG. LG y LG6S. Dentro de este modelo, los polisacaridos de G. confluens —con contenido
bajo de LAG y casi despreciable de G6S- se ubican muy cercanos al vértice correspondiente a

los coralinanos y sobre ¢l lado formado por el scgmento LAG-LG.
Fig. 5.10. Modelo de prisma triangular scgun la estructura de las unidades de a-galactosa.

DG
¢j.: carragenano £

Galactanos sulfatados
de Gegrgiella confluens

LG
¢j.: coralinang

_________
________

DAG
ej.: carragenanos f3,k,1

LG6S
ej..Tercer extremo de
Yaphe para agar LAG
ej.: agarosa

La utilidad de los polisacaridos de algas rojas como indicadores quimiotaxondmicos esta
directamente relacionada con la variabilidad limitada de la composicion de la cadena central
dc estos polisacaridos (ain bajo extremos ambientales) y el tipo y la frecuencia de sus
modificaciones, cuando ticnen lugar. La introduccion o remocion de grupos O-metilo como
sustituyentes con el fin de cambiar las conformaciones de los polimeros y sus caracteristicas
fisicas sin alterar la composicion basica del polisacarido, en respuesta a un estimulo
ambicntal, es un aspecto basico de la bioquimica de estas macromoléculas. La capacidad de
producir dichas modificaciones puede estar vinculada con caracteristicas genéticas inducidas
por el ambiente en las paredes celulares de algas rojas™.

Sc ha sugerido una relacion entre la fucrza de los geles y el esquema de sustitucion de los
agarocoloides. La intcrrupcion de las unidades disacaridicas repetitivas que conforman la
cadena central dc los agaroides por distintos sustituyentes podria interferir con cationes

divalentes pequefios y uniones hidrogeno entre los polisacaridos de la pared, y también
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alterarian el contenido de agua y la actividad de la pared celular. listos cambios afectan a su
vez las caracteristicas de la matriz tridimensional formada durante la gelificacion®.

Reed®” propuso que las células que poseen paredes lo suficientemente flexibles para
acomodar ligeros cambios de volumen eran mas tolerantes a cambios bruscos de salinidad
evadiendo el dafio causado por la separacidn entre membrana y pared celulares. Una
disminucion en la fuerza del gel de los polimeros de la pared, causada por sustitucién elevada
por grupos metilo, daria como resultado una pared mas blanda. Esto puede representar una
adaptacion para evitar ¢l dafo celular. Inversamente, un alga sujeta a un descenso brusco de la
salinidad esta en nesgo a causa de un aumento de la presion de turgencia. En este caso, la
respuesta mas apropiada seria contar con una pared celular mas rigida.

Adicionalmente, cambios en la metilacién pueden afectar el grado de hidratacion de la
pared celular. La ()-metilacion puede excluir agua de la pared. En cambio, una disminucién
puede aumentar la hidratacion, afectando la particion del agua del protoplasto y promoviendo
el uso de la pared como elemento amortiguador de los cambios en ¢l nivel de agua del
protoplasto. De todas maneras, ¢l grado de sulfatacion es la propiedad quimica con mayor
probabilidad de estar asociada a la retencion de agua de estos polimeros. Otro aspecto a tener
en cuenta es que estos polisacaridos complejos pueden actuar como proteccion contra
patdogenos que carezcan de sistemas enzimaticos capaces de degradar estas paredes
celulares™®.

Es posible que la considerable diversidad de estructura y sustitucion en los galactanos sea
valiosa como caracteristica taxondmica. Estas caracteristicas pueden depender de la presencia
o ausencia de una propiedad determinada, o bien de la medida en que dicha propiedad esta
presente en la estructura quimica del galactano. El primer factor puede resultar mas relevante
y Miller publicé un trabajo de revision®® aplicando la teoria de conjuntos. donde encontré
evidencias razonables para apoyar la ausencia o presencia de relaciones estructurales a nivel
de orden y, posiblemente, de familia taxonémicos. Es importante recalcar la logica basica de
esta teoria: podremos decir que si el géncro es X, entonces ocurrird la sustitucion Y, pero esto
no implica que ¢l esquema de sustitucion Y requicra ¢l género X. Sin embargo, la falta de
numero suficiente de datos hace que las conclusiones sean tentativas hasta ahora. Es en este
contexto que es importante examinar los polisacaridos contenidos en un rango amplio de
variedades de algas. Los polisacaridos extraidos del alga roja Georgiellu confluens son muy
interesantes a nivel estructural ya que es la primera vez que se encuentra un sistema de

polisacaridos que reinen dos caracteristicas inusuales en galactanos de algas rojas: sulfatacion
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en la posiciéon 3 de unidades de a-L-galactosa y sustitucion con ramificaciones simples de

xilosa en la posicion 4 de B-D-galactosa.
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CAPITULO 6
DESULFATACION DE GALACTANOS SULFATADOS CON
AGENTES SILILANTES. APLICACION A CARRAGENANO
KAPPA Y CARATERIZACION DE LOS PRODUCTOS

6.1. INTRODUCCION

El analisis cstructural dc galactanos dc algas rojas requicre frecucntemente de la
determinacion de la posicion de unidon de los ¢steres sulfato presentes en los polisacaridos.
Esto se puedc lograr por comparacion entre un estudio por metilacion del polisacarido nativo
y un cstudio por metilacion del polisacarido desulfatado. I.a diferencia entre las posiciones
sustituidas en uno y otro caso da la ubicacion dc los grupos sulfato. Por lo tanto, una
detcrminacion estructural rigurosa implica contar con un método que remucva los éstercs
sulfato sin modificar el resto del polisacarido.

El presente Capitulo contiene una Introduccion (Seccion 6.1) donde se describen los
antecedentes vinculados a: métodos de desulfatacion aplicados a polisacaridos (6.1.1-6.1.4);
carragenano beta (6.1.5); espectroscopia RMN de carragenanos de las familias kappa y beta
(6.1.6-6.1.8).

En la Seccion 6.2 sc describen resultados concernientes a:

1) el desarrollo de un nucvo método de desulfatacion para polisacaridos de algas rojas y, cn

particular, su aplicacion a carragenano kappa comcrcial (Sigma) (6.2.1);

il) la caracterizacion por espectroscopia RMN dc carragenano beta —el producto de

desulfatacion obtenido a partir de carragenano kappa (6.2.2).
6.1.1. DESULFATACION ACIDA

El primer método de desulfatacion aplicado a polisacaridos fue utilizado por Kantor y
Schubert' para condroitin sulfato, empleando cloruro de hidrégeno metanélico (0,06 M. 24 h
a temperatura ambiente). Esta reaccion es adecuada para polisacaridos cuyas caracteristicas
cstructurales confieren cicrta cstabilidad a la union glicosidica. Asi ¢l contenido de acidos
uronicos de condroitin sulfato dificulta la hidrolisis de las uniones, minimizando la

despolimerizacion.
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Dolan y Rees’ desulfataron carragenano lambda, forzando las condiciones y el tiempo de
reaccion (35°C, 48 h). Registraron espectros infrarrojos en etapas intermedias de la reaccion y
confirmaron que las velocidades de eliminacion del sulfato eran las mismas que se habian
encontrado para monosacaridos: la desulfatacion de la posicion ecuatorial (C-2 y C-3 de
galactosa) es mas rapida que la del sulfato en posicion axial (C-4 de galactosa) y en posicion
primaria. Sin embargo, ¢l producto aislado, sin didlisis, presentaba despolimerizacion elevada.

El método se utilizé sobre el polisacarido del alga roja Phyllimenia cornea®, que contenia
una alta proporcion de galactosa metilada —un 25% de metilacion total, fundamentalmente
sobre C-2 y en cantidades menores en C-4 y C-6—, logrando desulfatacion por tratamiento con
cloruro de hidrogeno 0,15 M durante 48 horas. Se atribuyo al gran porcentaje de unidades
metiladas la estabilizacion de las uniones glicosidicas y la menor degradacion.

Los carragenanos kappa o polisacaridos similares son imposibles de desulfatar por esta

técnica debido a la gran labilidad de la union 3,6-anhidrogalactosidica.

6.1.2. DESULFATACION SOLVOLITICA

Tomando como base la reversibilidad de la reaccion del trioxido de azufre con
monosacaridos en piridina* y los datos previos sobre solvdlisis de esteroides y sulfolipidos
sulfatados, Usov y Kochetkov desarrollaron la desulfatacion solvolitica. En el esquema 6.1 se
indica el mecanismo propuesto para sulfatos de csteroides sometidos a solvolisis utilizando
distintos éteres como solvente®. Estc mecanismo requiere cantidades equimoleculares de agua.
Los autores aclararon que si bien usaron solventes secos, no tomaron precauciones para

excluir trazas de agua.

Esquema 6.1. Mecanismo propuesto para desulfatacion solvolitica de esteroides sulfatados

— | ) O+ —~— -
0~ O/i 3 - —C—y R,0™—S0;

o
R/ \R

R,0—S03 +H,0 ——— ROR + H" + HSO4
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El método solvolitico sc aplico a la desulfatacion de monosacéridos sulfatados, utilizando
como solventes dioxano. piridina, N, N-dimetilformamida (DMF) y DMSO®’. Los mcjores
resultados se obtuvieron con dioxano, DMSO dio resultados bucnos también y con piridina la
reaccion procedid dificultosamente. No se perdieron grupos labiles como acetilo, benzoilo o
isopropilideno. [l cation, la posicion del sulfato y la naturaleza de los sustituyentes vecinos
influenciarian ¢l curso de la reaccion. Las mejores condiciones para la eliminacidn del grupo
sulfato cn monosacaridos protegidos, solubles cn dioxano, cran trabajar en este solvente y
partir de la sal piridinica correspondicnte. Agregando clorhidrato de piridina al medio de
reaccion, ya que a veces la sal de piridinio c¢s dificil de obtencr, la desulfatacion resultaba
activada y los rendimientos cran excelentes para cualquier cation inicial.

El procedimicnto solvolitico fue aplicado al galactano sulfatado de Laingia pacifica®. El
contenido de sulfato no varié cuando se trato la sal de sodio en DMSO, mientras que la sal dc
piridinio fue desulfatada —con despolimerizacion considerablc— por tratamicnto tanto en
DMSO como en DMF (contenido final de sulfato: 1,4%). A fin de disminuir la degradacion,
la reaccion se llevo a cabo en DMSO con 2% de piridina dando lugar al polisacérido
desulfatado con alto rendimiento, menor despolimerizacion y manteniendo la composicion del
galactano original. Con fincs comparativos, se rcalizo una desulfatacion de la sal de sodio del
mismo polisacarido con cloruro de hidrogeno 0,09 M en metanol, obteniéndose un
rendimicnto de solo 40% y reducicndo el contenido de 3,6-anhidrogalactosa a la tercera parte
para lograr ¢l mismo grado de climinacion de sulfato.

Los autorcs comprobaron quc una scgunda solvélisis no era efcctiva a menos que el
polisacarido fucra reconvertido a la sal de piridinio’. Por lo tanto, la presencia de sulfato
residual luego del primer tratamiento estaba originada por conversion incompleta de la sal de
sodio en la sal de piridinio mediante el intercambiador catidnico.

Posteriormente. los autores profundizaron cl estudio dc la reaccion utilizando dextran
sulfato (48% sulfato) en varias formas salinas y distintos solventes organicos®. Cuando
trataron la sal dc sodio en las condiciones usuales de metanolisis acida, fueron necesarios
cuatro tratamicntos succsivos para eliminar completamente el sulfato. La ruptura de los
enlaces glicosidicos fue muy elevada. Estudiaron la influencia del recemplazo parcial de
metanol por dioxano o0 DMSO. En todos los casos disminuyo la velocidad de la reaccion, sin
mejorar significativamente las desventajas encontradas con metanol puro.

Evaluaron ademas la influencia del cation (sodio, cetiltrimetilamonio, amonio y piridinio)
al desulfatar el dextrano por calentamiento en DMSO con 2% de piridina. La sal de piridinio

dio sin dudas el mejor resultado cn términos de reduccion del contenido de sulfato,
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rendimiento y composicion del producto. No cra necesario convertir la sal sédica del
polisacarido cn otra forma cationica, solo era suficiente con agregar a la mezcla de reaccion
cloruro de piridinio en cantidades equimolares al polisacarido. La sal de cetiltrimetilamonio
(cetavlon) fue inerte en ambos casos, probablemente debido a insolubilidad en DMSO.

Finalmente probaron con la sal de una amina terciaria que asegurara la solubilidad —o al
menos su “hinchamiento” (swelling)— en dioxano. Las sales de trietilamonio y tributilamonio
fueron ineficientes, mientras que la sal de trioctilamonio se desulfaté por calentamiento con
rendimiento excelente y degradacion minima.

Mas tarde, se informd la desulfatacion del 81% del carragenano obtenido de Iridaea
undulosa® —con 30,8% de sulfato y 16,5% de 3,6-anhidrogalactosa— por solvélisis de su sal de
piridinio en DMSO contenicndo 2% de piridina. Luego de 9 h de calentamiento el
rendimiento fue cercano al 80% sin que hubiera sefiales de dcgradacion. Tiempos mayores de
rcaccion produjeron despolimerizacion, sin cambios en la composicion.

En 1977, Nagasawa, Inoue y Kamata'® informaron la desulfatacion solvolitica de sales de
piridinio de polisacaridos sulfatados por calcntamiento en DMSO conteniendo 10% de agua o
metanol. Probaron la rcaccion de heparina (como sal de piridinio) en DMSO con 1; 5 y 10%
de agua o metanol a varias temperaturas y tiempos de reaccion. La velocidad de desulfatacion
a 100°C aumentoé ligeramente al aumentar el contenido de agua o metanol de 1 a 10%, siendo
los mejores rcsultados correspondientes a metanol. Ocurria una desulfatacion rapida debida a
N-desulfatacion de heparina, dentro dc la primera hora de reaccidn, y luego se eliminaban los
sustituyentes de las demas posiciones. Se aplicaron a otros glicosaminoglicanos (condroitin
sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato) las condiciones encontradas para heparina. Estos
compuestos fueron desulfatados mas facilmente que la heparina utilizando DMSO con 10%
de agua a 80°C.

En 1990, Furneaux y Stevenson'' publicaron una ligera modificacion al procedimiento, al
desulfatar un xilogalactano de Chondria macrocarpa calentando la sal de piridinio en DMSO-
metanol-piridina (89:10:1) a 100°C durante 4 h. El polisacarido redujo el contenido de sulfato
de 16 a 3% y mantuvo su composicion en monosacaridos. El analisis por metilacion revelo
que las unidades de galactosa estaban sulfatadas en las posiciones 2 y 6 fundamentalmente.

La gran mayoria dc los trabajos publicados sobre analisis estructural de galactanos
sulfatados de algas rojas que utilizan la desulfatacion como herramienta de andlisis aplica el
método solvolitico en alguna de las tres variantes enunciadas (DMSO-piridina, DMSO-
H,0/MeOH, DMSO-MeOH-piridina). El procedimicnto suele dar buenos resultados pero

. .s ., . P 1
requiere la cleccion de un catién y un solvente adecuados para cada polisacarido'?. En algunos

212



Desulfatacion de galactanos sulfatados

casos la rcaccion no cs eficicnte, como fuera informado por Stortz y Cerczo'’ para
polisacdridos aislados de /ridaea undulosa y como se viera para los galactanos sulfatados de

Georgiella confluens (Cap. 5).
6.1.3. DESULFATACION CON ACIDO PIROMELITICO

En un intento por lograr un método dc desulfatacion alternativo y que diera mejores
resultados, Miller y Blunt desarrollaron e¢n 1998'* un procedimiento que emplea acido
piromclitico (acido bencen-1,2,4,5-tetracarboxilico, PMA). Utilizaron carragenano iota.
carragenano lambda y porfirano como compuestos modelo. Los productos fueron estudiados
por espectroscopia RMN °C, a sabiendas que la presencia de cantidades pequefias (< 5%) de
otras unidades podia pasar desapercibida pero con la ventaja de analizar el producto de
manera directa, sin recurrir a la formaciéon y el aislamicnto de derivados quimicos que
llevaran a posibles pérdidas selectivas de compuesto.

Asi como la presecncia de acido cataliza la desulfatacion, también promueve la
despolimerizacion. Por eso se agrego piridina al DMSO usado como solvente, de modo que la
unica fuente dc protones fuera cl ion piridinio y se minimizaran los cfectos de los contraiones
anionicos. Sin embargo, cuando la reaccion se llevo a cabo con dioxano y acido piromelitico
cl carragenano beta —producto totalmente desulfatado de carragenano iota— represcnt6 el 90%
de los productos, y con acido tricloroacético sélo un 20% del producto era carragenano beta.
Probablemcnte, cl cfecto del contraion estuviera relacionado con un anion grande y con carga
difusa. Eligieron al acido piromelitico como el reactivo para cl resto de los experimentos.

En la Tabla 6.1 sc muestran los efectos de temperatura, tiempo y concentracion de acido en
la desulfatacion de carragenano iota. Como era de esperar, un aumento de la temperatura
produjo mayor decsulfatacion y degradacion del polimero: la reaccion 7 tuvo solamente 10%
de rendimiento. Metanol, agua y fluoruro inhibieron la reaccion. La desulfatacion del
carragenano iota procederia en etapas, en la secuencia iota—kappa—beta. No encontraron
mezclas de reaccion que contuvieran los tres polisacaridos ni tampoco carragenano alfa (G-
DAG?2S). Si bien informaron la composicion del producto, no aclararon cuiles fucron los

rendimientos dec estos cnsayos.

213



Capitulo 6

Tabla 6.1. Desulfataciones con PMA sobre carragenano iota (2 g)

PMA (g) Temp. (°C)  Tiempo(h)  Reactivos(g)  Productos® (% P)
! 0,5 110 4 MeOH (5) 0
2 0,5 110 2 H,0 (4) 0
3 0,5 110 4 H,0 (4) 20
4 0,5 110 4 50
5 1,5 110 4 79
6 0,3 140 2 80
7 0,3 140 3 98
8 1,5 80 4 - 50
9 1.5 130 1,5 70
10 1,5 130 3 - 70

®Los productos consistian en carragenanos kappa o beta solamente.

Al comparar las reacciones 5, 9 y 10 de la Tabla 6.1, los autores concluyeron que la
reaccion sc detenia cuando llegaba a un cierto punto, presumiblemente, porque uno de los
productos de reaccion —quizd SO;- inhibia la reaccion. Entonces llevaron a cabo nuevos
experimentos en condiciones anhidras en presencia de aceptores de SO;, como As,O3 o
Sb,0s. En estas condiciones se obtuvieron rendimientos clevados de carragenano beta (Tabla
6.2). El uso de fluoruro como aceptor de sulfato muestra que es posible remover el sulfato de
la posicion 2 selectivamentc a partir de carragenano iota para obtener carragenano kappa. Si
bien se logra el mismo resultado con agua o metanol, también hay mayor hidrolisis del
polisacarido. El uso de fluoruro sobre carragenano lambda llevo a la eliminacion del sulfato
en 2 pero también del sustituyente en 6. Cuando el material de partida fue carragenano kappa,
el 30% del éster sulfato fue removido en 3 h en presencia de fluoruro. Por lo tanto, la

selectividad de esta desulfatacion debe aplicarse con cautela.
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Tabla 6.2. Desulfataciones con PMA de galactanos sulfatados®

Sustrato Aceptor Tiempo Producto Rend.”
(h) (%)
Carragcnano iota McOH 1,25 Carragcnano kappa 63
Carragenano iota McOH 2,5 Carragenano kappa 49
Carragenano iota NaF 3 Carragenano kappa 82
Carragenano iota As>0, 3 Carragenano beta 67
Carragenano iota Sb0, 2-4° Carragenano beta 68
Carragenano lambda As,04 3 L.ambda desulf ! 71
Carragcnano lambda NaF 3 Lambda desulf.® 75
Carragenano kappa NaF 3 Ver texto 87
Porfirano As;04 3 Porfirano desulf. ~72¢

"Todas las reacciones se hicieron partiendo de 2 g de material de partida; 1,5 g de PMA y
proporciones constantes de DMSQO y piridina, a 120°C.

*Basado en valores teoricos de polimeros anhidros.

“En ambos casos dio el mismo rendimiento del mismo producto.

Producto libre de sulfato cn las tres posiciones.

‘Producto libre de sulfato en posicion ecuatorial, remocién del 85% del sulfato primario.
"Producto libre de sulfato.

¥Basado en el valor estimado de sulfatacion en el material inicial.

En conclusion, Miller y Blunt lograron el desarrollo de un método adecuado de
desulfatacion de polisacaridos por “disolucion” en DMSO y calentamiento a 120°C durante 3
h, en presencia de acido piromelitico, piridina y un aceptor de sulfato anfotérico y que no
forme uniones hidrégeno, entre los cuales sc prefieren As;O; y Sb,0s3. En este trabajo, los
autores no hacen cn ningiin momento determinaciones adicionales de pesos moleculares ni de

contenido de sulfato de los productos aislados.

6.1.4. DESULFATACION SELECTIVA CON AGENTES SILILANTES

En 1992, Takano er al.'> publicaron el primer trabajo dc una seric vinculada a la
desulfatacion regiosclectiva dc posiciones primarias mediante agentes sililantes. Asi, N,0-
bis(trimetilsilil)acctamida (BTSA, 1) y N,0Q-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BTSTFA, 2)
fueron efectivas en la desulfatacion especifica de sulfatos de alcoholes primarios en

condiciones suaves —calentamiento de las sales de piridinio en piridina a 80°C. El método
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también se aplico con éxito a la eliminacion de sulfato unido a la posicion 6 de metil
galactosidos. Obtuvieron entonces dodecanol, ciclohexilmetanol y metil galactésido
desulfatados y trimetilsililados, mientras que no fue posible detectar la formacion de
ciclohexanol o galactosidos sililados a partir de ciclohexilsulfato o de metil galactopiranésido

2-. 3- 0 4-sulfato.

O—Si(CHa3)3 O—Si(CHs)3
c/ C
N\

HyC N FaC

N—Si(CHa1)3 N—Si(CH3)3

Investigaron mas profundamente la reaccion de metil a-D-galactopirandsido 6-sulfato con
BTSA, estimando el grado de desulfatacion para varias concentraciones de BTSA.
Posiblemente la sililacion de grupos hidroxilos consumié el reactivo sin dar desulfatacion
para las concentraciones dc BTSA inferiores a cuatro equivalentes de hidroxilos, incluyendo
los libres y los sulfatados. A 80°C durante 1 h, el requerimiento minimo de BTSA para
desulfatacion completa fue una relaciéon molar BTSA : (hidroxilos libres y sulfatados) de 15:1
(Fig. 6.1). Para una relacion de 20 equivalentes de BTSA a 40, 60 y 80°C las curvas de
desulfatacion versus tiempo de reaccion siguicron una ecuacion cinética de pseudo-primer
orden, de acuerdo con el exceso de BTSA respecto del monosacarido. Las constantes de
velocidad estimadas fueron 5,5 x 10* s'; 1,2 x 10% s y 3,0 x 10? s para 40, 60 y 80°C
respectivamente. Todas ellas resultaron mucho mayores que el valor de 9,3 x 10° !

informado para la hidrdlisis de galactosa 6-sulfato con écido clorhidrico 0,25 M (solucién

acuosa) a 100°C'®.
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Desulfatacion de galactanos sulfatados

Fig. 6.1. Efecto de la concentracion de BTSA sobre la desulfatacion de metil a-D-

galactopiranosido 6-sulfato.
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Otros intentos de desulfatacion resultaron infructuosos cuando los reactivos fueron
trimetilsililimidazol, iodotrimetilsilano y N,O-bis(trimetilsilil)carbamato. Por otra parte, el
tratamicnto de metil 6-0-p-tolilsulfonil-a-D-galactopiranésido 3 —compuesto analogo al
galactosido sulfatado- no dio el metil galactésido desulfatado y trimetilsililado. Tampoco
hubo desulfatacion cuando se traté la sal de piridinio de metil galactésido 6-sulfato cn

ausencia de BTSA, en un experimento control.

I /°_s°’®’

H,C
Q

Los autores hicieron ciertas consideraciones relativas al mecanismo posible de la reaccion.
Dado que BTSTFA es capaz de sililar el ion sulfato inorganico para dar

bis(trimetilsilil)sulfato'’, seria probable que BISTFA y BTSA fucran capaces de transformar

al hemiéster 4 en el diéster 5 (Esquema 6.2).

La formacion de S parece ser necesaria para cl progreso de la desulfatacion porque BTSA

no desesterificé el metil 6-O-p-tolilsulfonil-a-D-galactopirandsido 3.
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Esquema 6.2. Reaccion de desulfatacién-sililacion

R_CHZ—O—SO:{ —_— R_CH2_0_803—SI(CH3)3 ----- - R_CHz—O—SI(CHa)a

4 5 6

El mecanismo de la desulfatacion con BTSA no puede ilustrarse por simple analogia como
la reaccion inversa a la sulfatacion con arilsulfato'® —basada en la esterificacién y subsecuente
fision de alquilo del intermediario inestable diéster sulfato 10 (Esquema 6.3)- ya que
trimetilsililimidazol y iodotrimetilsilano son compuestos fuertemente dadores de sililo que

deberian convertir a 4 en 5, pero no dieron 6.

Esquema 6.3. Sulfatacion con intermediario arilsulfato

0

o
(o)
0S0.Ph [red]
@»o—soz—cn —_— \k : —_—

(o]
(¢}
8 9
O o 0
0SO4Na
—_— + OH
(o} 0

10 1

Los autores sugieren que la desulfatacion podria proceder a través de la formacion de un
intermediario que involucre a BTSA. Dado que la desulfatacion procedi6 con BTSA aun
luego de tratar con trimetilsililimidazol y iodotrimetilsilano, podria formarse otro
intermediario a partir dc S y BTSA que produjera el compuesto 6. La especificidad hacia los
sulfatos unidos a O-6 puede explicarse en términos de una configuracion particular de este
segundo intermediario que favoreceria estéricamente una ruptura concertada de la union del
éster y la formacion de un enlace sililéter. La selectividad también puede justificarse por otro
camino que involucra una sustitucion nucleofilica iniciada por el ataque de un anién sobre el
atomo de carbono adyacente al éster sulfato (Esquema 6.4), que es analoga a la desulfatacion
alcalina de carbohidratos'®?’. Sin embargo, este esquema requiere una explicacién para la

formacion de un nucledfilo tal como el anidn sililoxilo.
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Esquema 6.4. Dcsulfatacion por sustitucion nucleofilica

Nu’ /\1 /jsos. Nu

/
OH CH, OH CH,

_— + SO

HO OH HO OH

OCH, OCH,

La sal de piridinio de metil a-D-galactésido 2,6-disulfato fue tratada con BTSA a 60°C,
durante 2 h, a escala preparativa. La desililacion del producto y su aislamiento de la mezcla de
rcaccion en resinas dc intercambio i6nico dieron metil o-D-galactosido 2-sulfato en
cantidades cuantitativas.

En 1993 publicaron la aplicacion de la desulfatacion especifica en la posicion 6 a
polisacaridos®' mediante BTSA. Los polisacaridos utilizados fueron:

1) funorano, extraido del alga roja Gloiopeltis complanata, con una estructura repetitiva G6S-

LAG;
i1) porfirano, extraido del alga roja Porphyra yezoyensis, con una estructura repetitiva G-

LG6S;
iif)dermatan sulfato, constituido basicamente por la diada repetitiva —4)-B-D-GlcpA-(1-3)-

B-D-GlcpNAc4S-(1>
iv) condroitin sulfato, que contiene las diadas —4)-B-D-GlcpA-(1—3)-B-D-GlcpNAc6S-(1-> y

—4)-B-D-GlepA-(1-3)-B-D-GlcpNAc4S-(1>

Las rcacciones se llevaron a cabo cn piridina anhidra, a partir de las sales de piridinio
corrcspondicntes y con una relacion molar BTSA : moles totales de grupos hidroxilo
(incluyendo los sulfatados) 20:1. Al finalizar, el exccso de reactivo y los grupos
trimetilsililoxilo fucron destruidos por agregado de agua.

Funorano resulté desulfatado completamente por tratamiento con BTSA en piridina y la
mayoria de los grupos sulfato de porfirano fueron removidos (Tabla 6.3). En cambio,
dermatan sulfato practicamente no se modificé y menos del 50% de los sulfatos de condroitin
sulfato resisticron la reaccion con BTSA. La posicion de los grupos sulfato para los cuatro

polisacaridos sc¢ determind por espectroscopia RMN '°C antes y después del tratamiento. Una
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cromatografia de filtracion por geles indicé que la reaccion con BTSA no afectd

significativamente los pesos moleculares de dermatan sulfato y condroitin sulfato.

Tabla 6.3. Contenido de azufre (% en masa) dc los polisacaridos antes y después de ser tratados con

agentes sililantes

Polisacarido Nativo Con BTSA® Sin BTSA® ConTSIM*® Sin BTSA®
Funorano 6,2 0 6,0 6,1 40
Porfirano 44 1,1 43 42
Dermatan sulfato 5,1 4,7 5,0 51 4,6
Condroitin sulfato 6,6 2,2 6,5 6,4 -

°En piridina a 60°C por 2 h.
*TSIM: N-trimetilsililimidazol.
‘En DMSO a 80°C por S h.

Las condicioncs de reaccion fucron similares a las empleadas en la desulfatacion
solvolitica, salvo por la presencia de BTSA. Cuando las sales de piridinio de los polisacaridos
fueron tratadas en las mismas condiciones pero con N-trimetilsililimidazol (TSIM) en vez de
BTSA, no hubo pérdida de sulfato (Tabla 6.3). Las sales de piridinio de un polisacéarido
sulfatado son poco solubles en piridina, por adicion de TSIM los grupos hidroxilo serian
sililados dando un derivado soluble en piridina, pero sin que ocurra desulfatacion de ningin
tipo (ni siquiera solvolitica). Es posible desulfatar a dermatan sulfato por calentamiento a
80°C durante 5 h en DMSO con algo de agua; sin embargo cuando el tratamiento se hizo en
DMSO 5 h pero en presencia de BTSA tampoco hubo desulfatacion. Por lo tanto, el agente
sililante no colaboré en el proceso solvolitico sino que lo impidi6 eliminando la humedad
residual del sistema. Los autores sugirieron que BTSA juega un rol particular en la
desulfatacion especifica, que involucra un mecanismo desconocido pero que no es solvolitico.
Ademas la piridina parece mejorar la efcctividad de BTSA ya que la reaccion de funorano con
BTSA en DMSO fue mucho menos eficiente que en piridina.

En 1995 publicaron la evaluacién de varios reactivos sililantes para la desulfatacion de
hidratos de carbono®?. Hicieron reaccionar las sales de piridinio de metil a-D-galactésido 3- 6
6-sulfato con gran exceso de agente sililante en piridina a 40°C. Dado el exceso de reactivo,
las reaccioncs fueron de pseudo-primer orden y las constantes de velocidad se estimaron por

el grado de desulfatacion logrado para cada compuesto ensayado.
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Clasificaron a los agentes sililantes cn tres grupos de acucrdo con su constante de
desulfatacidn &, respecto de la correspondiente a la reaccion solvolitica . (Tabla 6.4). Los
rcactivos del grupo A no producian desulfatacion, los del grupo B aceleraban la desulfatacion
de la posicion 6 pero eran ineficientes para la posicion 3 y los del grupo C removian los
grupos sulfato dec manera no cspecifica. Los reactivos del grupo A disminuyen la velocidad de
desulfatacion solvolitica presumiblemente por rcmover el agua residual del sistema. Los
reactivos de los grupos B y C promoverian la desulfatacion por un mecanismo distinto del
solvolitico.

Aunque la eficiencia dec los compucstos del grupo C ¢s menor que la demostrada por los
agentes sclectivos, podrian scr reactivos potenciales para la desulfatacion de hidroxilos

prinarios y sccundarios.
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Tabla 6.4. Relacion de las constantes de velocidad de metil a-D-galactésido 3- y 6-sulfato

con (k) y sin (k") agente sililante

Grupo Reactivo sililante ksit/ ksor

6-sulfato 3-sulfato

A N-(trimetilsilil)imidazol 0 0
[-(trimetilsilil)-1,2,4-triazol 0,6 0,2
N-(trimetilsilil)acetamida 0,2 0,5
3-(trimetilsilil)-2-oxazolidinona 0,9 0,2
nonatrimetiltrisilazano 0 0,2
N,N-dimetilaminotrimetilsilano 0,5 0
hexametildisiloxano 0,5 0,1
isopropenoxitrimetilsilano 0 0
I-metoxi-3-(trimetilsililoxi)-1,3-butadieno 0,1 0,2
I-(trimetilsilil)propino 0,7 0,1
bis(trimetilsilil)acetileno 0,5 0
B N, O-bis(trimetilsilil)acetamida 21,6 0
N-metil-N-(trimetilsilil)acetamida 14,9 0
N-metil-N-(trimetilsililtrifluoroacetamida 36,4 0
hexametildisilazano 1,2 X
heptametildisilazano 45 0
N,N-dietilaminotrimetilsilano 1,4 0
1-metoxi-1-(trimetilsililoxi)-2-metil-1-propeno LI 0,2
C trimetilsililazida 1,7 3,1
trimetilsililisocianato 24 3,8
bis(trimetilsilil)carbodiimida 2,1 7,8
[-metoxi-2-(trimetilsililoxi)propano 2,1 3,1
trimetiletoxisilano 2,1 42
4-(trimetilsililoxi)-3-penten-2-ona 4.5 3,8
acetato de trimetilsililo 1,5 3,8
trifluoroacetato de trimetilsililo 2,3 2,0
adipato de bis(trimetilsililo) 1,9 34
clorotrimetilsilano 3,9 34

®Los valores estimados para ks a 40°C para los sulfatos en las posiciones 6 y 3 fueron de

9,0 x10%s™"y 1,8 x 10® s respectivamente.



6.1.5. CARRAGENANO BETA

El carragenano beta, de estructura disacaridica repetitiva G-DAG, se encontrd algunas
veces cn la naturalcza como parte de carragenanos hibridos o bien de moléculas mezcladas,
pero nunca como un polisacarido puro. A continuacion se enumeran aquellos casos cuya
estructura fue confirmada por espectroscopia RMN.

El primero en ser caracterizado por espectroscopia RMN (los datos espectroscopicos sc
detallan més adelantc) fue cl carragenano de Eucheuma gelatinae®, que se identificé como un
carragenano hibrido compuesto predominantemente por carragenano beta, con carragenanos
kappa (G4S-DAG) y gamma (G-DG6S, precursor de beta) como componentes minoritarios.
Los autores no informaron el contenido de sulfato de las muestras, sélo estimaron su ausencia
o presencia por espectros IR.

El polisacarido de Furcellaria fastigiata®, se parece al carragenano dc E. gelatinae pues
ambos poseen carragenanos kappa y beta. La diferencia entre ambos parece ser la
organizacion de los componentes mayoritarios y minoritarios en la cadena central: en E.
gelatinae cstaban cn bloques mientras que en F. fastigiata las diadas dec beta y kappa
aparecian mezcladas. Greer y Yaphe fueron los primeros en proponer al carragenano beta y a
su precursor, denominado carragenano gamma, como constituyentes de la familia beta de
estos polisacaridos de algas rojas (Seccion 1.2.3.1).

Knutsen y Grasdalen®” estudiaron los polisacaridos insolubles en solucion de cetavlon de
Furcellaria lumbricalis. Luego de ser sometidos a tratamiento alcalino, presentaron espectros
RMN "C con sciales tipicas de carragenanos kappa y beta en proporcion aproximadamente
cquimolar. También detectaron sefiales minoritarias de carragenano gamma.

Los polisacaridos estudiados de Tylotus obtusatus, modificados previamente en medio
alcalino, ticnen estructuras correspondicntcs a carragenanos beta y kappa en relacion molar
aproximada 70:30%.

Renn er al.?’ aislaron carragenano beta con contenido de sulfato menor a 0,85% a partir de
extractos acuosos, somctidos a tratamiento alcalino previo, obtenidos de Eucheuma gelatinae,
Eucheuma speciosa y Endocladia muricatum. Para ello, precipitaron los componentes con
mayor contenido anidnico mediante una sal de amonio cuaternaria, separaron las fracciones
que permanecian solubles (51,2% del material inicial) y las cromatografiaron en una columna
de intcrcambio anidénico de DEEAE-celulosa (60,8% rendimicento de la columna).

Los polisacaridos dc la pared cclular de Melanema nodosum estan compuestos

.. . . . . 28
principalmente por carragenano kappa/iota, con algo de beta como componente minoritario” .
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El alga Catenella nipae conticne otro integrante de la familia beta: el carragenano alfa,
cuya unidad repetitiva es G-DAG2S y fue informado por primera vez para muestras
recolectadas en Birmania por Zablackis y Santos en 1986%°. Afios mas tarde, Liao ef al.*
detectaron carragenano iota como componente mayoritario de preparaciones de la misma
especie pero obtenidas de ejemplares de Australia y Filipinas. Finalmente en 1996, Falshaw et
al.®' reexaminaron las muestras de Birmania y estudiaron otras de Tailandia usando técnicas
quimicas y espectroscopicas modernas como hidrolisis reductiva parcial, metilacion y
espectroscopia IR y RMN monodimensional y bidimensional. Ambas muestras estaban
constituidas por carragenanos alfa y iota, con la diferencia que la birmana tenia algo mas de
carragenano alfa y la tailandesa poseia proporciones minoritarias de beta y kappa.

En las secciones 6.1.6-6.1.8 se hacen referencia solamente a los datos de literatura sobre

espectroscopia RMN vinculados a la familia beta y otros carragenanos relevantes para su

estudio.

6.1.6. RMN ’C

Rochas ef al.*? asignaron todas las sefiales registradas a temperaturas distintas de los
espectros de di-, letra- y octasacaridos de formula general (DAG-G4S),, obtenidos por

hidroélisis enzimatica de un carragenano kappa (Tablas 6.5 y 6.6).

Tabla 6.5. Desplazamientos quimicos (ppm) del espectro RMN "°C de neocarrabiosa kappa (DP 1)
a30y90°C

Unidad Temp (°C) C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
G4Sra 30 91,95 66,85 74,9 74,6 69,2 61,1
90 92,4 67,5 76,0 75,3 70,3 61,3
G4Srp 30 96,15 70,2 78,05 73,45 74,15 61,0
90 96,7 70,9 79,2 74,3 74,6 61,3
DAG 30 943 69.1 80,5 69,7 71,0 68,6
90 95,2 70,3 80,9 70,3 71,5 69,1
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Tabla 6.6. Desplazamientos quimicos (ppm) del espectro RMN "“C correspondiente a las

unidades internas dec neocarraoctaosa kappa (DP 4) a 30 y 80°C

Unidad Temp (°C) C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
G4S 30 102,0 69,0 78,0 73,4 74,3 60.8
80 102,2 69,3 68,7 73.8 74,5 61,1
DAG 30 94,3 69,2 78,8 77,8 76,3 69,0
80 94,9 69,7 78,9 78,0 76,2 69,2

Anglogamente, Greer, Rochas y Yaphe® utilizaron oligosacaridos derivados de
carragenano iota, como compuestos modelo para el analisis estructural de dicho polisacarido
por RMN '°C a distintas temperaturas (Tabla 6.7). La temperatura de registro del espectro
afectaba los valores de los desplazamientos quimicos. Los efectos mas notorios involucraban
a los carbonos del enlace glicosidico (C-1 de G y de DAG, C-3 de G y C-4 de DAG). Estos
resultados, junto con los correspondicntes a oligosacaridos de carragenano kappa,
demostraron un ligero cambio conformacional de los oligosacaridos relacionado con Ia

temperatura.

Tabla 6.7. Desplazamientos quimicos (ppm) del espectro RMN "’C correspondiente a las unidades

internas de oligosacaridos (DP 3) y polisacarido iota a 30 y 80°C

Unidad Temp (°C) C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

G4S (DP 3) 30 102,56 69,49 71,32 72,32 75,13 61,62
G4S (DP 3) 80 102,29 69,46 77,15 72,26 74,95 61,40
G4S (polimero) 80 102,22 69,43 77,15 72,20 75,00 61,34
DAG2S (DP 3) 30 92,33 75,21 78,05 78,75 77,10 70,11
DAG2S (DP 3) 80 92,03 75,06 77,86 78,37 76,89 69,89
DAG2S (polimero) 80 92,11 74,86 77,85 78,34 76,89 69,85

En la Tabla 6(.8 se indican las asignaciones informadas para las diadas componentes dc los
carragenanos de la familia beta y de carragenanos kappa y iota.

El espectro de carragenano kappa a 80°C en D,O dio 11 sefiales™, de las cuales una a 69,6
ppm era mas ancha y se dividio al variar la composicion del solvente (Tabla 6.8). El espectro
era caracteristico de una estructura regular disacaridica con 12 atomos de carbono distintos.
Habia dos sefiales a 73,8 y 61,1 ppm mds intensas que las demas (al menos dos veces la altura
normal de los picos), probablemente debido a diferencias en el ticmpo de rclajacion de los

carbonos correspondicntes. El cspectro de carragenano iota, registrado en las mismas
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condiciones, también mostré diferencias en las alturas de C-4 y C-6 de la unidad G. Por lo
tanto, este efecto era independiente de la presencia de otros grupos sulfato en la cadena.
También era independicnte de la naturaleza del contraién (Na* o K*) y de la temperatura, en
condiciones donde se mantenia la conformacion al azar. Ademas era independiente del tiempo

de adquisicion y del campo, como se mostro en espectros registrados a 63; 22 y 15 MHz.

Tabla 6.8. Desplazamientos quimicos (ppm) de las diadas presentes en carragenanos kappa, iota y los

pertenecientes a la familia beta

Carragenano  Unidad Ref. C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6
x (D;0) G4S 34° 102,2 69,6 78,7 73,8 74,5 61,1
DAG 94,9 69,8 78,9° 78,0° 76,5 69,55
K (DMSO) G4S 34° 104,3 70,4 80,3 72,5 75,3 61,2
DAG 96,8 71,4 81,0° 79,4° 77,3 69,9
G4S 31° 102,4 69,4 77,0 72,2 75,0 61,5
DAG2S 92,2 75,2 77,9 78,5 77,3 69,9
B G 354 102,5 69,5 80,4 66,4 75,3 61,3
DAG 94,7 70,2 79,4 78,0 76,8 69,5
a G 31° 102,7 69,6 81,9 66,9 75,3 61,6
DAG2S 94,7 75,4 78,1 78,3 77,1 70,0
o piruvilado  G4,6P 36 101,9 69,1 76,7 67,4 66,7 65,5
DAG2S 91,4 75,2 71,7 78,3 77,1 69,9
a metilado  G6M 37" 1024 69,5 76,9 72,6 73,2 71,9
DAG2S 92,1 75,1 78,0 78,6 ik 69,8

*Espectros registrados en D,0, a 80°C; dcsplazamientos quimicos relativos a HMDS externo.
®Espectros registrados en DMSO-d;, a 80°C; desplazamicntos quimicos relativos a HMDS externo.
“Espectros registrados en D,0, a 30°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,6 ppm).
Espectros registrados en D,0, a 90°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,5 ppm).
“Espectros registrados en D,0, a 50°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,6 ppm).
’Espectro registrado en D,0 a 80°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,6 ppm).

tDesplazamientos quimicos de metilo, acetal (configuracion R) y carbonilo a 25,5; 101,6 y 175,7 ppm,
respectivamente.

"Seial de metilo a 59,0 ppm.
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Del carragenano gamma, precursor del beta, sélo se informaron los desplazamicntos
quimicos de los carbonos diagndsticos C-1 (104,8 ppm) y C-4 (65,8 ppm) de la unidad G y
también C-1 (96,3 ppm) y C-6 (68,3 ppm) de la unidad DG6S?’.

6.1.7. RMN'H

Los hidrogenos metilénicos de 3,6-anhidro-D-galactosa presentan desplazamicntos

quimicos distintos y se denominan H-6a y 1{-6b segun:

H-6b H-6a

OH

Los primeros cstudios vinculados a carragenanos se realizaron con compuestos modelo.
Izumi®® asigné el espectro de metil 3,6-anhidro-a-D-galactopiranésido en D,O (Tabla 6.9),
dondc habia solapamiento parcial de las sefiales de H-2 y H-6b —deducido por comparacion

con ¢l espectro del derivado acctilado 2,4-di-O-acetil-3,6-anhidro-a-D-galactopiranésido.

Tabla 6.9. Datos dc RMN 't correspondientes a metil 3,6-anhidro-a-D-galactopiranésido®

Desplazamientos quimicos (ppm) Constantes de acoplamiento (Hz)
H-1 H-2 {3 H-4 H-5 t-6a H-6b J1, Ja  Jaa Jas Jsg Jsev  Jeash
515 599 563 5,51 559 5,78 595 28 58 <05 20 29 <0,5 10,8

*Espcctro registrado en D,0, a 20°C; desplazamientos quimicos relativos a DSS.

Ruiz Contreras ef al.*® estudiaron los espectros protonicos de las sales de sodio de metil a-
D-galactopirandsidos monosulfatados (Tabla 6.10). La comparacion con metil a-D-
galactopirandsido mostro que el grupo sulfato desprotegia los protones vecinales y geminales.
La sustitucion en posiciones secundarias causo cfectos o de 0,6-0,7 ppm, mientras que el
sulfato primario produjo un efecto a de 0,4-0,5 ppm. Los efectos B variaron cn 0,1-0,4 ppm

segun la orientacion axial o ecuatorial del proton vecinal. Los valores de “Jy x en todos los
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casos fueron similares, indicando que la sulfatacion no producia distorsion significativa de la

conformacién *C, ni cambios en las poblaciones de rotameros alrededor del enlace C-5-C-6.

Tabla 6.10. Datos de RMN 'H correspondientes a metil a-D-galactopiranésido (Me a-D-Galp) y

sus derivados monosulfatados®

Compuesto Desplazamientos quimicos (ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b  OCH;
Me a-D-Galp 4837 3,819 3811 3,968 3,897 3,741 3,752 3,414

Me a-D-Galp2S 5,131 4,443 3940 4,048 3,923 3,749 3,763 3,428
Me a-D-Galp 3S 4,899 3982 4477 4324 3935 3,751 3,759 3,430
Me a-D-Galp4S 4,867 3,855 3,941 4,713 4,030 3,810 3,755 3,425
Me a-D-Galp 6S 4,842 3,830 3,828 4,018 4,148 4214 4,158 3,421

Compuesto Constantes de acoplamiento (Hz)

52 22 J34 Jas Jser Jsep Jeasv
Me a-D-Galp 3,2 10,2 2,7 1,2 4,1 8,3 -11,8
Me a-D-Galp 2S 3,8 10,2 3,7 1,0 42 8,1 -11,8
Me a-D-Galp 3S 3,8 10,3 3,2 11 4,1 8,2 -11,8
Me a-D-Galp 4S 3,9 10,4 33 nd, 4,1 8,3 -12,0
Me a-D-Galp 6S 3,0 10,3 3.3 0,8 4,1 83 -10,8

*Espectros registrados en D,0, a 27°C; desplazamientos quimicos relativos a acetona (2,225 ppm).

Los acetales del acido pinivico se detectan facilmente por la scfial del grupo metilo en la
region de ~1,56 ppm*®, muy lejos de otras caracteristicas de los azicares.

Lamba ef al.*' llevaron a cabo un estudio sobre neocarrabiosa (disacarido DAG-G, Tabla
6.11). Algunas de las sefiales aparccian desdobladas, dando lugar a intensidades menores que
un proton como consecuencia del equilibrio entre andmeros a y . Los espectros medidos
sobre muestras recién preparadas mostraron que predominaba el anémero B, pero el equilibrio

se alcanzaba en menos de una hora.
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Tabla 6.11. Asignacion dc los desplazamicntos quimicos y constantes de acoplamiento de

ncocarrabiosa®
Unidad Desplazamientos quimicos (ppm)
-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b

DAG 5,102 4,095 4413 4,538 4,461 4,081 4,236
G 4,655 3,626 3,880 4,170 3,711 3,811 3,772
Unidad Constantes de acoplamiento (Hz)

Ry Jax Iy Jas Jas Jsa Jsn Jeasn
DAG 2,5 5,5 -0.2° 1,2 1,9 3,5 -0,2° -10,7
G 7,9 9,9 3.4 0,9 79 44 -11,6

*Espectro registrado en D,0, a 15°C; desplazamicntos quimicos relativos a acctona (2,225 ppm).

*Valores dentro del error experimental.
Rashid y Mackic*? sintctizaron metil carrabiosido (Me G-DAG) y detcrminaron los
desplazamientos quimicos de los protones junto con las constantes de acoplamiento

correspondientcs (Tabla 6.12).

Tabla 6.12. Asignacion de los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento dc metil

carrabiosido®
Unidad Desplazamientos quimicos (ppm)
H-1 11-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b OMe
Me DAG 4.846 4,042 4,525 4,550 4,660 3,975 4,20 3,525
G 4,552 3.520 3,652 3,924 3,716 3,750
Unidad Constantes de acoplamiento (Hz)
hi2 J2a Jra Jas Jsea s Jeasb
Me DAG 2,5 5.4 <0,5 1,9 3,0 <0,5 -10,9
G 7.6 10,0 3,5 <0,5

*Espectro registrado ¢n D,0; desplazamientos quimicos relativos a acetona (2,225 ppm).

Knutsen ef al.”** llevaron a cabo cstudios de espectroscopia RMN 'H aplicada a
carragenanos de Furcellaria lumbricalis y oligosacaridos dcrivados. Determinaron por datos
espectroscopicos que el galactano sulfatado poseia una cadena central compuesta por una

estructura repetitiva G-DAG, donde el 50% de las unidades de PB-D-galactosa estaban
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sulfatadas en la posicion 4. Los datos obtenidos por RMN ’C de la muestra tratada con base
indicaron que la relacion de intensidades para los carbonos anoméricos de DAG en las diadas
DAG-G4S y DAG-G era cercana a la unidad. El espectro protonico de furcellarano,
denominacion que recibe el polisacarido extraido de esta alga, luego de ser sometido a
tratamiento alcalino presentaba sciiales de intensidades aproximadamente iguales a 5,09 y
5,11 ppm, que se asignaron a los protones anoméricos de la unidad DAG unida a G4S y a G
respectivamente. La sefial de H-4 de G4S fuc atribuida a 4,81 ppm, mientras que no
reconocieron la correspondiente a H-4 del residuo desulfatado. En el espectro de la muestra
nativa, antes del tratamiento que promoviera su ciclacion, vincularon cl pico a 5,20 ppm y un
hombro a 4,87 ppm a los protones anoméricos de la diada G4S-DG6S, precursora de G4S-
DAG, y la sefial a 5,3 ppm se relacioné con H-1 de DG6S en carragenano gamma (G-DG6S).

6.1.8. RMN bidimensional

En 1992, Knutsen y Grasdalen* publicaron un trabajo muy interesante sobre el uso de
oligosacaridos de ncocarrabiosa con diferentes longitudes y grados de sulfatacion como
compuestos modelo para espectroscopia RMN 'H. Informaron la asignacién de los espectros
RMN a temperatura ambiente de varios oligosacaridos derivados de carragenanos (Tablas
6.13-6.16). Las asignaciones sc hicicron en base a experimentos DQCOSY (double-quantum
COSY) y de correlacion 'H-""C y por comparacion con varios oligosacaridos sulfatados en C-
4 del tipo neocarrabiosa informados por Rochas®.

Los residuos s¢ nombran siguiendo las reglas de nomenclatura de la Seccion 1.2.3; el
nucleo en cuestion se indica con nimeros. Se agrega la terminacion “nr” para las unidades del
extremo no reductor, mientras que las del extremo reductor se designan DAGr y Ga,p (o
G4Sa,B). Cuando se aprecian efectos del equilibrio a,p sobre los residuos DAG del extremo
reductor, estos se indican como DAGa o DAGP (por ejemplo, para el hexasacarido
neocarrahexaosa 4'4° 4°-trisulfato: Anr-G4Snr—A-G4S-Ar—-G4Sa,B). Cuando la identidad
de los residuos vecinos en la cadena no produce un corrimiento apreciable para un protén

determinado, se denomina R" al conjunto de unidades ubicadas hacia el extremo reductor y R

a aquellas hacia el extremo no reductor.
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Tabla 6.13. Desplazamientos quimicos de neocarratctraosa 4',4’-disulfato (DAG-G4S-DAG-G4S)

Unidad C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C6

G4Sal 92,77 67,60 75,58 75,28 70,49 61,95
GASp 96.94 70,97 78,65 74,19 74,97 61.84
G4Snr 102,84 69,78 78,52 74,15 75,15 61,64
DAGnr 95,00 69,89 81,28 70,44 77,79 69,45
DAGr 95,00 (B) 69,96 (B) 79,56 78,83 77,02 69,78

9494 (o) 70,10 (o)

Espectro registrado ¢n D;0, a 25°C.

Las scfiales de los protones anoméricos se usaron como puntos de entrada para el anilisis
del espectro COSY homonuclear. Las conectividades con los respectivos H-2 se observaron
facilmentc. Las resonancias a campos mayores (~3,6 ppm) correspondian a H-2 de unidades
G del extremo reductor en la forma P (Tabla 6.14). Para los residuos de galactosa unida por la
posicion 3, no se vieron las correlaciones entre H-4a y H-5a debido a las constantes de
acoplamiento pequeiias. Debido a la superposicion de los desplazamientos quimicos de H-5 y
H-6a,6b de las unidades G y G4S, no fuc posible asignarlos en base al espectro COSY. Sin
embargo, luego de comparar los espectros de los oligosacaridos tipo kappa, era razonable
suponer que H-5 y H-6a,b pertenecientes al extremo reductor resonaran a campos ligeramente
mas altos que los mismos protoncs cn ¢l extremo no reductor y en los residuos G internos. En
csta region, las seiiales de H-6b en R-G4Sa (~3,71 ppm) estaban completamente separadas de
los H-5 y H-6 restantes de unidades enlazadas por 3, mientras que la de H-6a de R-G4Sa
estaba separada sélo en parte de este grupo de sefiales. Las asignaciones de los demas H-6 y
H-5 sc hicieron a partir del espectro de correlacion heteronuclear.

Para las unidades DAG todas las concclividades se vieron claramente, excepto aquellas
entre H-3/H-4 y 1-5/H-6b. Sin embargo, como cada uno de estos protones estaban acoplados
con otros dos, fue posible asignarlos sin ambigiiedades (Tabla 6.15).

El cquilibrio o3 mostré influencia sobre las resonancias de algunos protones en las

unidades DAG vecinas.
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Tabla 6.14. Desplazamientos de RMN-'H de las unidades G de oligosacaridos de neocarrabiosa®

Protén (DAG-G4S): (DAG-G4S), DAG-G4S DAG-G-DAG-G4S DAG-G
Gla 5,320 5,320 5,320 5,320 5,299
Gip 4,654 4,653 4,650 4,650 4,615
Glnr 4,658 4,656 4,618

Gl 4,660

G2a 3,917 3,919 3,919 3,921 3,909
G283 3,593 3,595 3,594 3,597 3,587
G2nr 3,596 3,601 3,603

G2 3,599

Gla 4,165 4,174 4,165 4,171 4,055
G3p 3,983 3,979 3,967 3,974 3,837
G3nr 4,003 4,000 3,866

G3 4,013

Gda 4,901 4,899 4,895 4,897 4,185
G4p 4,835 4,840 4,835 4,837 4,128
Gdnr 4,855 4,855 4,139

G4 4,855

G5a 4,186 4,186 4,190 4,185 4,066
G5B 3,774 3,774 3,774 37 3,670
G5nr 3,817 3,817 3,72

G5 3,817

Gb6aa 3,790 3,79 3,793 3,79 3,726
Gé6ap 3,783 3,785 3,780 3,78 3,772
Go6anr 3,800 3,800 3,70-3,72

Gba 3,800

G6ba 3,731 3,731 3,731 3,73 3,723
G6bp 3,783 3,783 3,783 3,78 3,733
G6bnr 3,800 3,800 3,70-3,72

G6b 3,800

*Espectros registrados en D0, a 25°C; desplazamientos quimicos relativos a DSS (acetona a
2,225 ppm).
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Tabla 6.15. Desplazamicntos de RMN-'H de las unidades DAG dc oligosacaridos de neocarrabiosa®

Proton (DAG-G4S): (DAG-G4S), DAG-G4S  DAG-G-DAG-G4S DAG-G
DAGla 5,120 5,121 5,102 5,119 5,080
DAGIB 5,103 5,104 5.084 5,101 5,062
DAGInr 5,084 5,085 5,065

DAGI 5,103

DAG2a 4,142 4,144 4,106 4,143 4,055
DAG2p 4,142 4,144 4,106 4,143 4,055
DAG2nr 4,102 4,103 4,048

DAG2 4,138

DAG3a 4,535 4,535 4,357 4,529 4,372
DAG3p 4,535 4535 4,357 4,529 4372
DAG3nr 4,352 4,352 4,367

DAG3 4,529

DAG4a 4,607 4,606 4,478 4,592 4,500
DAG4p 4,607 4,606 4,478 4,592 4,500
DAG4nr 4,479 4,483 4,502

DAG4 4,607

DAGS5a 4,650 4,648 4,408 4,667 4,423
DAGSf 4,650 4,648 4,408 4,667 4,423
DAGS5nr 4,409 4,409 4,423

DAGS 4,650

DAG6aa 4,061 4,062 4,020 4.053 4,032
DAG6ap 4,061 4,062 4,020 4,053 4,032
DAG6anr 4,020 4,021 4,032

DAG6a 4,061

DAG6ba 4234 4,234 4,218 4,236 4214
DAG6bB 4,224 4,224 4,202 4,219 4,195
DAGé6bnr 4,203 4,203 4,196

DAG6b 4,224

*Espectros registrados en D0, a 25°C; desplazamientos quimicos relativos a DSS (acetona a
2,225 ppm).
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Tabla 6.16. Constantes de acoplamiento (Hz) para oligosacaridos del tipo neocarrabiosa 4-sulfato

G4S DAG

JI.Za 3,9 J 1.2a 2a4
p/nr/int’ 79

Jara 10,3 b 54
p/nr/int 9,9

N ia 3,1 2,5)° 340 P’
/nr/int 3,3

Jasa p Jas 1,9
B/nr/int 0,95

Js.caa 4,4 (6,2) Jsa 3,1
B/nr/int 824(7,7)

Js .60 8,1(6,2) Js,sb P
B/nr/int 4,3%(4,4)

Jeaoba -11,9 (nm)° Jea6h -10,6
B/nr/int -12,04(11,6)

®Unidades G4S internas.

®Las constantes de acoplamiento medidas para neocarrabiosa aparecen
entre paréntesis.

‘Demasiado pequefia para ser medida.

“Tomado de Ref. 45.

“No medida debido a desplazamientos quimicos scmejantes.

Las constantes de acoplamiento (Tabla 6.16) para DAG resultaron Jea 65 —10,6 Hz y Js6a 3,1
Hz mientras que Jsg¢, €ra muy pequeiia para ser medida. En la literatura se habian informado
valores cercanos a estos para derivados de 3,6-anhidrogalactosa®®*.

Es de interés especial el analisis de los espectros del tetrasacéarido parcialmente desulfatado
y de neocarrabiosa, por su vinculacion con los resultados de este trabajo de Tesis. La
remocion del sulfato en la posicion 4 de la unidad de galactosa, para dar DAG-G-DAG-G4S o
DAG-G. produjo un desplazamiento de las resonancias de H-1 en DAGr y DAGnr de 0,02
ppm hacia campos mayores (Tabla 6.15). Se encontraron diferencias similares en los
espectros RMN 'H de carragenanos extraidos de Furcellaria lumbricalis™*®, Eucheuma
gelatinae y Endocladia muricata (resultados citados como no publicados en ese momento ni
hallados en busqueda bibliografica posterior), correspondientes a carragenanos kappa sub-

sulfatados. La mayor diferencia causada por el reemplazo de G4S por G se vio en la
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resonancia de l-2 de la unidad DAG vecina hacia el extremo no reductor: habia un
desplazamiento de ~0,05 ppm hacia campos mayores. Se encontraron corrimicntos similares
entre si en los desplazamicentos quimicos de H-3, H-4 y H-5 de DAG en las secuencias de
DAGnr-G4S-R’ con respecto a DAGnr-G-R’, en la region 4,35-4,5 ppm. Los datos para los
dos pares de tetra- y disacaridos mostraron que IH-6a y H-6b, en posiciones fijas debido al
anillo 3,6-anhidro, sc veian afectados de manera diferente por la presencia de un grupo 4-
sulfato. Para H-6a y 11-6b tanto dec DAGnr-G-R’ como de DAGr-Ga/B, la sustitucion por
sulfataciéon cn 4 causaba un pequefio desplazamiento hacia campos menores de ~0.007 ppm
para H-6b y uno hacia campos mayores de ~0,012 ppm para H-6a.

En cl oligosacarido DAGnr-Gnr-DAGr-G4So/B, las sefiales de H-1 y H-2 de DAGr
estaban en la misma posicion que las corrcspondientes a los mismos protoncs en el
tetrasacarido y el hexasacarido tipo kappa puros. Esto demostrd que la dcesulfatacion del
residuo de galactosa no afectaba significativamente las resonancias de los protones mas
distantes en la unidad DAG mdas cercana hacia el extremo reductor. Si se apreciaron
diferencias en H-3. H-4 y H-5 debido a la proximidad con O-4 en el residuo vecino.

Los desplazamientos quimicos de los protones del extremo reductor (R-G4S) en
oligosacaridos distintos fueron similares y casi no variaron con el DP (Tabla 6.14). Las
resonancias de los andmeros 3 en general tuvieron los mismos valores, o muy parecidos, a los
de las unidades G4Snr o G4S internas en oligo- o polisacaridos.

La remocion del grupo 4-sulfato afcctaba a los protones del mismo anillo de manera
difcrente, al comparar con los analogos sulfatados, siendo ¢l mayor efecto en H-4 (~0,7 ppm)
(Tabla 6.14). Al mismo tiempo, el valor de J34 para el anomero a se reducia de 3,1 Hz (G4S)
a 2,5 Hz (G). La introduccion de sulfatacion en C-4 desplazo las resonancias de H-1 de ambos
anomeros G4Sr hacia campos menores (0,02 ppm, para a; 0,035 ppm, para ), comparando
con los protoncs anoméricos del extremo reductor de neocarrabiosa.

Recientemente, Yu ef al.*® llevaron a cabo un estudio de oligosacaridos derivados de
carragenano kappa. En particular, aislaron un pentasacarido, un heptasacarido y un
undecasacarido de estructura G4S-(DAG-G4S), (n = 2; 3; 5) mediante hidrolisis acida suave
de carraganeno kappa de Kappaphycus striatum y posterior cromatografia de intercambio
anionico de alta resolucion. Analizaron sus estructuras por espcctrometria de masa ESI y
espectroscopia RMN 'H y "*C. Informaron desplazamientos quimicos de protones y carbonos
coincidentes con los publicados por Knutsen en 1992 y sélo aportaron datos nuevos sobre los

residuos G4Snr (Tablas 6.16 y 6.17).
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Tabla 6.17. Desplazamientos quimicos (ppm) de RMN 'H de G4Snr en oligosacaridos de

carragenano kappa®

G4Snren: H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-62,6b

pentasacarido 4,60 3,49 3,78 4,65 3,67-3,88 3,67-3,88
heptasacarido 4,52 3,42 3,60-3,80 4,56 3,60-3,80  3,60-3,80
undecasacarido 4,49 3,41 3,60-3,78 4,57 3,60-3,78  3,60-3,78

*Espectros registrados en D0, a 25°C; desplazamientos quimicos relativos a DOH (4,76 ppm).

El espectro HMQC 'H-">C permiti6 asignar los carbonos en base a las asignaciones de los
protones. En la Tabla 6.18 se indican las sefiales d¢ RMN ’C informadas para la unidad
G4Snr del pentasacarido G4S-(DAG-G4S);. No se detectaron picos a 66,4 ppm
correspondientes a C-4 de G, por lo que ¢l espectro HMQC confirmé que todas las unidades
de B-D-galactosa estaban sulfatadas en la posicion 4 en estos oligosacaridos. Si bien los datos
informados en este trabajo fueron coincidentes con los publicados por Knutsen 1992,

presentaban un desplazamiento constante hacia campos menores de 2 ppm.

Tabla 6.18. Desplazamicntos quimicos (ppm) de RMN “C de G4Snr en el pentasacarido
derivado de carragenano kappa®
Unidad C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
G4Snr 105.0 76.0 79.2 743 63.8

* Espectro registrado ¢n D0, a 25°C; desplazamientos quimicos relativos a HOD (4,76 ppm).

El estudio por espectroscopia RMN "*C y 'H llevado a cabo por Falshaw ef al.®' en 1996
sobre polisacaridos de Catenella nipae también es interesante. Mediante experimentos COSY
y TOCSY "*C 'H de segmentos de los polisacaridos en estudio y también de carragenano iota
(como compuesto modelo) pudieron:

i) verificar en forma independiente la asignacion de RMN '>C y 'H de carragenano iota

(comparando con los datos de Usov y Shashkov®®);

ii) identificar por primera vez las scfiales caracteristicas de 'H y '°C de carragenano alfa.

Por RMN "’C no detectaron los componentes minoritarios de carragenanos beta y kappa en
las muestras, que si vieron por RMN 'H en aquella originaria de Tailandia. Esto se debe en
parte a la sensibilidad relativamente pobre de la técnica para los micleos °C y en partc a que
los decsplazamientos quimicos de los carbonos anoméricos correspondientes a estos

polisacaridos son muy similares a los de los constituyentes mayoritarios, alfa y iota.
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Para evitar al maximo ¢l uso de argumentos basados en analogias de desplazamientos
quimicos, los autores realizaron experimentos RMN 2D COSY 'H-'H y C-'H (HETCOR).
Para ello usaron muestras sometidas a despolimerizacion por oxidaciéon con periodato,
reduccion con borohidruro de sodio e hidrolisis acida suave. Asi obtuvieron fragmentos de
viscosidad y peso molecular reducidos.

La asignacion de los espectros RMN C y 'H obtenidos para segmentos de carragenano
iota se realizaron ¢n forma independiente, a partir de los espectros 2D aplicando solamente:

i) ¢l conocimiento de valores tipicos de constantes de acoplamiento 'H-'H en residuos de B-
galactopiranésido y 3,6-anhidrogalactopiranésido (segiun Welti**) para poder predecir la
ausencia de ciertas correlaciones 'H-'H;

ii) datos de cxperimentos DEPT para identificar las dos resonancias correspondientes a
metilenos;

iii)analogias entre desplazamientos quimicos para diferenciar las sefiales de carbonos
anoméricos y metilénicos como pertenccientes a 1G 6 tDAG (unidades G4S 6 DAG2S de
carragenano iota), a fin de contar con puntos de entrada para el anilisis de los espectros
2D.

A modo de ejemplo se comenta la metodologia aplicada para asignar algunos residuos.

Unidad ;. Suponiendo que 102,4 ppm era el desplazamiento quimico de C-1 (Tabla 6.8),
luego los desplazamientos de H-1-H-4 y C-1-C-4 se identificaban rapidamente. La constante
de acoplamiento entrc H-4 y H-5 es muy baja en (-D-galactopirandsidos, por eso no se
observo la correlacién 1G4,5. Esta situacion también fue hallada cn oligosacaridos de
neocarratetraosa kappa®® y en B-galactosidos en general'’*®. Por otra parte, si 61,4 ppm cra la
sefial de C-6, entonces los picos de H-6a, H-6b y H-5 se ubicaban juntos en un multiplete
centrado a 3,84 ppm. Los desplazamientos quimicos se parccian lo suficiente como para que
no existicran correlaciones distinguibles de la diagonal. Teniendo ubicado a H-5,
dcterminaron C-5.

Unidad 1DAG. Si 92,2 ppm era atribuido a C-1 (Tabla 6.8), entonces quedaban asignados
H-1 y -2 sin ambigiiedades (Tabla 6.19). La seiial de -2 estaba a 4,67 ppm como parte de
una sciial compleja en el rango 4,65-4,70 ppm correspondiente a cuatro protones. Las
constantes de acoplamiento H-3-H-4 y H-5-H-6b son muy pequefias en 3.6-
anhidrogalactopirandsidos por lo cual no se esperarian correlaciones intensas entre estos
protones***’. Entonces distinguicron a H-3 por la correlacién intensa que dcebia corresponder a

1DAG2,3 mas que a \DAG3,4, a partir de csto se encontré a C-3. Por el otro extremo del
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residuo, si la sciial a 69,9 ppm —correspondicnte a metileno segun un experimento DEPT- era
C-6, entonccs se podian identificar H-6a, H-6b, H-5 y C-5. Sin embargo, como los
desplazamientos quimicos de H-2 y H-5 de esta unidad eran muy similares, no se pudieron
identificar inequivocamente por el espectro COSY 'H-">C. Se registré un espectro TOCSY
PC-'H niicleos de carbonos e hidrogenos vecinos (correlaciona mas intensamente los atomos
de H-x y C-x, unidos entre si, y ademas se ve una correlacion menor entre H-x/C-x y H-
[x+1}/C-[x+1]). En este experimento se conecté DAG!1 (92,2/5,28 ppm) con DAG2, y a su
vez DAG?2 correlacionaba fuertcmente con DAG3 (77,9/4,85). Entonces, DAG2 se asigné a
75,2/4,67 ppm. Adcmas la posicion de DAG5 quedaba confirmada por su conexion con
DAG6a y DAG6b, resultando DAGS igual a 77,3/4,67 ppm. El pico remanente en 78,5/4,69
ppm se asigné a DAG4. Aunque el desplazamiento quimico de H-4 era algo mayor que los de
H-2 y H-5, no se resolvieron en la rcgién compleja del cspectro COSY 'H-'H. Como las
resonancias dc H-4 y H-5 cran muy cercanas entre si, no habia una correlacion 1DAG4,5
discernible de la diagonal.

Segmentos alfa/iota. Para los segmentos alfa y iota de C. nipae tailandesa se aplico la
misma metodologia que la utilizada en los segmentos de carragenano iota comercial. Los
espectros COSY 'H-'H y '>C-'H se registraron a 50°C para desplazar el pico de agua residual
a una zona libre de sefiales de interés.

En este punto los autores se cuestionaron si la yuxtaposicion de una unidad disacaridica de
alfa y una de iota carragenano darian las resonancias caracteristicas en el espectro RMN 2D
de un carragenano alfa/iota. Dadas las bandas rclativamente anchas encontradas, pensaron que
solo hacia falta considerar la influencia de los vecinos mas proximos. En ambos tipos de
polisacaridos las unidades G estaban rodeadas por DAG2S. Solo diferian en la presencia o
ausencia de un grupo sulfato directamente unido en la posicion 4 y se podian identificar
simplemente como 1G y aG respectivamente. Sus espectros deberian ser independientes de la

distribucion relativa de diadas alfa y iota.
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Tabla 6.19. Asignaciones de los desplazamientos quimicos (ppm) de los espectros RMN 'H de

carragenanos®
carragenano Ref. H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6b H-6a
K G4S 45" 4611 3,595 3952 4814 3,769 3,805 3,785
DAG 5091 4,125 4,505 4,625° 4,605° 4,187 4,045
G4S 319 465 361 4,02 491 3,81 3,82
DAG2S 528 4,67 485 469 467 4,26 4,09
o1 G 31° 4,61 3,62 3,82 4,10 3,65 ~3,8
DAG2S 522 4,61 4,73 465 4,67 421 4,09
G4S 31° 4,65 3,62 4,00 489 3,78 3,80
DAG2S 5,28 4,67 4,83 4,67 4,66 427 4,09
B G 31°
DAG 504 406 4,52
o piruvilado G4,6P 36" 461 3,7 3,91 449 3,59 4,06 3,97
DAG2S 548 470 483 465 4,67 4736 4,13
A desulfatado DG 50¢ 529 385 395 422 4,16 3,78
G 440 3,78 3,75 4,12 3,73 3,78

Los nucleos cuyos desplazamientos quimicos no fueron asignados tienen las celdas en blanco.
*Espectro registrado en D,0. a 80°C.

‘Deberian invertirse segun ref. 44.

dpolisacarido comercial (Sigma). Espectro adquirido a 40°C en D,O; desplazamientos quimicos
relativos a DMSO (2,70 ppm).

*Espectro adquirido a 50°C en D,0; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (2,70 ppm).
‘Espectro registrado en D,0, a 80°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (2,71 ppm). Seiial
de metilo a 1,45 ppm.

®Espectro registrado en D,0, a 60°C; desplazamientos quimicos relativos a acido trimetil-

sililpropionico (0 ppm).

La situacion de los residuos DAG2S era mas compleja, ya que un residuo de DAG2S podia
estar rodeado de G 6 G4S en cuatro combinaciones distintas, a saber: (i) G4S-DAG2S-G4S;
(i) G-DAG2S-G4S; (iii) G4S-DAG2S-G; (iv) G-DAG2S-G. Knutsen y Grasdalen** habian
demostrado en estudios dc oligosacaridos de neocarrabiosa kappa/beta (con anchos de linea

mucho menores) que la sulfatacion en 4 de un residuo de B-D-galactosa tenia un efecto mucho
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mayor sobre el residuo de 3,6-anhidrogalactosa que cstaba hacia el extremo terminal no
reductor del oligosacarido (Tabla 6.15). A pesar de no haber datos de RMN '*C equivalentes y
que la situacion podia ser distinta en un carragenano alfa/iota, los autores propusieron que las
resonancias de 'H y "’C en unidades DAG2S serian afectadas de la misma manera en
carragenanos alfa/iota por el residuo adyacente de B-D-galactosa que estuviera hacia el
extremo terminal reductor. Asi, las unidades DAG2S en las secuencias (i) y (ii) darian sefiales
caracteristicas de carragenano iota y las secuencias (iii) y (iv) tendrian seifiales de carragenano
alfa. En conclusion, scria dificil de detectar diferencias en los espectros de RMN entre

muestras conteniendo diadas alfa y iota adyacentes y muestras con secuencias alfa y iota

contiguas.

Chiovitti ef al.’®

estudiaron y asignaron las sefiales d¢ RMN 'H de galactanos del género
Callophycus que poseian la unidad repetitiva disacaridica 4°,6’-O-(1-carboxietiliden)
carrabiosa 2-sulfato (G4,6P-DAG2S) y cantidades mcnores de la unidad repetitiva de
carragenano alfa (carrabiosa 2-sulfato, G-DAG2S). Primero asignaron los espectros RMN °C
y luego atribuyeron las resonancias correspondientes a los protones por experimentos
heteronuclecares HMQC y HMQC-TOCSY (Tabla 6.19).

Farias ef al*® analizaron la estructura de un galactano sulfatado de Botryocladia
occidentalis cuya cadena central estaba compuesta por la estructura repetitiva G-DG, con un
esquema de sulfatacion variable. Por experimentos TOCSY, COSY y HMQC del polisacarido
nativo y desulfatado decterminaron que un tercio de las unidades de «-D-galactosa
correspondian a DG2S3S y otro tercio a DG2S. La asignacion completa de las seiiales
protonicas de la diada G-DG figuran en la Tabla 6.19. Con respecto a las unidades DG2S y
DG2S3S solo informaron las resonancias de H-1-H-3: 5,27; 4,59; 4,05 ppm para DG2S y
5,62;4,73; 4,58 ppm para DG2S3S.

Para minimizar el solapamiento de ciertas resonancias en los espectros de los hidratos de
carbono con el agua residual, la temperatura del experimento se debe fijar en un valor
apropiado. A temperatura ambiente, el pico del agua aparece en la region de H-4 de G4S
(~4,8 ppm) mientras que a temperaturas superiores se desplaza hacia 4,2 ppm. Una
aproximacion alternativa puede scr irradiar selectivamente el pico del agua mediante una
técnica de presaturacion o aplicando una secuencia doble de pulsos, teniendo en cuenta el
tiempo de relajacion relativamente prolongado para moléculas pequefias como el agua. Sin
embargo, tales técnicas pueden influenciar las areas de resonancias vecinas. El corrimiento de

los desplazamientos quimicos inducido por la temperatura puede ocurrir aun en oligosacaridos
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chicos. En general, los efectos son mayores para los protones unidos a atomos de carbono
involucrados en uniones glicosidicas, menores para los protones unidos a los carbonos
vecinos y muy pequefios para los mdas distantes. A 25°C se obtiene una informacion
estructural mas detallada que a 90°C y hay mayor coalescencia de resonancias a temperaturas

elevadas®'.

6.2. RESULTADOS

6.2.1. APLICACION A POLISACARIDOS SULFATADOS DE ALGAS

En vista de los antecedentes bibliograficos de las secciones 6.1.1-6.1.4, en este trabajo de
Tesis se desarrolld un método de desulfatacion adecuado para los galactanos sulfatados de
Georgiella confluens y para carragenano kappa comercial (Sigma). En la seccion 5.2.2 del
Capitulo 5 (Tabla 5.9) se indicéd que numerosos intentos de desulfatacion solvolitica llevados
a cabo sobre G2’ resultaron infructuosos. Por eso se decidio intentar el uso de
clorotrimetilsilano como reactivo no selectivo para la desulfatacion de estos galactanos. En la
Tabla 6.4 se ve que 4-(trimetilsililoxi)-3-penten-2-ona y clorotrimetilsilano (CTMS) son los
dos reactivos del grupo C que presentan menores diferencias entre las constantes de velocidad
correspondientes a las posiciones 3 y 6, y a la vez ticnen los valores mas altos. Ll
clorotrimetilsilano era mas facilmente asequible, por eso fue el compuesto elegido para los
€nsayos.

Las condiciones experimentales de Takano er al.*? para los monosacaridos monosulfatados
eran: 100 pg de metil galactosido 3- 6 6-sulfato en 100 pl de piridina, con 50 pg de metil
glucopirandsido como estandar interno, sobre los cuales se agregaban 40 pl de CMTS. Esto es
equivalente a relaciones molares de sulfato:CTMS de 1:926 y de hidroxilo (libres y
sulfatados, incluyendo al estandar interno):CTMS de 1:138, en una solucién de carbohidrato
al 0,1% en piridina. A fin de contar con valores aplicados a polisacaridos, se calcularon las
proporciones utilizadas ¢n la desulfatacion selectiva de porfirano y funorano con BTSA?: las
relaciones molares de sulfato:BTSA cran de 1:60 (porfirano) 6 1:100 (funorano)
correspondientes a relaciones de hidroxilo (libres y sulfatados):BTSA de 1:20, en una
solucién de polisacarido al 1% en piridina. Las condiciones iniciales para CP, la muestra
utilizada en los ensayos preliminares, fueron elegidas de modo de tener una alta proporcion de
CTMS y una soluciéon concentrada de ambos reactivos, pensando en las constantes de

velocidad menores registradas para este reactivo con respecto a BTSA. Se comenzé con una
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relacion molar sulfato:CTMS dc 1:90 y una solucion de polisacarido al 1% (p/v) en piridina,
logrando solamente 8% de desulfatacion (Tabla 5.10). Luego se hizo un ensayo en
condiciones extremas de concentracion de CTMS (1:470) y tiempo de reaccion (calentando a
100°C durante 11 h y lucgo enfriando de 100 a 40°C en un periodo de 16 h) que dio 52% de
desulfatacion y 57% de rendimiento. A fin de minimizar la degradacion, el tiempo se redujo a
8 h y los productos mejoraron en rendimiento y porcentaje de desulfatacion. Se mantuvo la
concentracion de polisacarido en piridina y la relacion molar sulfato:CTMS vari6 entre 1:380-
470, calentando a 100°C durante 8 horas. Los polisacaridos fueron rccuperados por agregado
de agua a la mezcla, de modo de destruir el cxceso de CTMS y revertir los hidroxilos
trimetilsililados a su forma libre, seguido de dialisis contra agua, soluciones de cloruro de
sodio —para asegurar un intercambio efectivo de las sales de piridinio remanentes a la forma
sodica— y agua. Los rendimientos variaron alrededor de 60-85%, acompaiiados de porcentajes
de desulfatacion de 60-64%. Las composiciones de los polisacaridos desulfatados fueron muy
similares a los compuestos de partida y los pesos moleculares promedio (determinados por
dosaje de extremos reductores) se redujeron solamente 4-6 veces (Tabla 5.3).

Este método de desulfatacion, seguido de andlisis por alquilacién, permitié completar el
estudio estructural de los galactanos sulfatados complejos de G. confluens cuyas
caracteristicas inusuales hubieran sido imposibies de elucidar por otros medios. Teniendo en
cuenta que estas muestras poseian grupos sulfato secundarios, tanto en posiciones axiales (en
unidades G4S) como en ecuatoriales (en unidades LG3S), queda demostrada la aplicabilidad
de la reaccion a ambos tipos de ésteres en presencia de unidades labiles de xilosa y 3,6-
anhidro-2-O-metilgalactosa.

La misma técnica fue aplicada con posterioridad en nuestro laboratorio a otros
polisacaridos. Uno dc ellos corresponde a un galactofucano extraido del alga parda
Adenocystis utricularis®, cuya desulfatacion no se habia logrado por solvélisis ni siquiera por
tratamiento con cloruro de hidrogeno en metanol. Un tratamiento en dos etapas sucesivas con
CTMS en piridina permitio obtener los polisacaridos (21-24% SO;Na inicial) con reducciones
en el contenido de sulfato superiores al 65%, manteniendo la composicion original en
monosacaridos. El analisis estructural completo de los galactofucanos permitié determinar
que contenian unidades de a-L-fucopiranosa 4-sulfato, fucofuranosa 2-sulfato y D-
galactopiranosa 4-sulfato.

También fueron desulfatados polisacaridos del alga roja Pterocladiella capillacea, donde
se puso en cvidencia la presencia inesperada de unidades a-D-galactosa 3-sulfato (DG3S) en

muestras aisladas de un alga productora de agarosa (G-LAG) por excelencia®.
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Como parte de este trabajo de Tesis, la reaccion fue ensayada ademas ¢n carragenano
kappa comercial (carragenano tipo Ui, de Eucheuma cottonii, Sigma) a fin de analizar la
desulfatacion en un polisacarido con el contenido maximo de unidades de 3,6-
anhidrogalactosa y buscar las mejores condiciones de reaceion. Il producto de desulfatacion
aislado fue carragenano beta, cuya caracterizacién por RMN 1D ('H, *C) y RMN 2D ('H-'H,
'H-'*C) se describe en la Seccion 6.2.2.

Tabla 6.20. Desulfataciones con CTMS aplicadas sobre carragenano kappa

muestra  Relacion molar Temp.  Tiempo Relacion molar G4S : GG
sulfato : CTMS “0) (h) C-1 DAG*
0 carragenano nativo - - 97:3
1 0 (blanco) 100 3 92:8
2 0 (blanco) 100 8 90 : 10
3 1:200 100 3 8:92
4 1:100 100 3 10 : 90
5 1: 50 100 3 13:87
6 110 100 3 14 : 86
7 1: 4 100 3 79 : 21
8 11 100 3 78 : 22
9 1:10 60 3 75:25
10 1:200 100 6 4:96
11 1:100 100 6 10:90
12 1:50 100 6 11:89
13 1:200 100 8 4:96

*Determinada por relacion de intensidades en RMN C a partir de las seiales de C-1
de DAG en DAG-GA4S y DAG-G.

Con el objetivo de encontrar las mejores condiciones de reaccion, se realizaron ensayos
sobre la sal de piridinio de carragenano kappa variando condiciones de temperatura, relacion
molar sulfato:CTMS y tiempo (Tabla 6.20). La composicién y el contenido de sulfato de los
productos obtenidos se analizaron por espectroscopia RMN C operando a 125 Mllz a
temperatura ambiente, cxcepto en el caso de carragenano kappa nativo y la reaccion /3 cuyos
espectros fueron registrados ademis a 75 MHz y 80°C. las (nicas sciiales detectadas
derivaban de diadas de carragenano kappa y/o beta. Todos los espectros tenian relaciones de

areas 1:1 para los picos correspondientes a los carbonos anoméricos de unidades de a-D-
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galactosa enlazadas por la posicion 4 y B-D-galactosa enlazadas por 3, indicando que se
mantenia la composicion basica de la cadena central. En ningin caso se observaron sefiales
indicativas de extremos terminales, ni siquiera luego de 8 horas de calentamiento. Como se
indicé en la seccion 5.2.4.1, a partir de relaciones de intensidades de carbonos similares es
posible tener una estimacion cuantitativa de las proporciones reales de los diferentes residuos
en un polisacarido. Por eso, la relacion de intensidades de C-1 de DAG en carragenano kappa
y beta —a 95,0 y 94,7 ppm respectivamente— permitio obtener una cuantificacion de la relacion
molar G4S G, que luego se compard con los resultados obtenidos por métodos
cromatograficos.

Paralelamente, se hicieron determinaciones analiticas del contenido de sulfato y del peso
molecular promedio (Tabla 6.21).

La Tabla 6.20 contiene solo datos de RMN "*C, analogamente al analisis de los resultados
publicados por Miller y Blunt'? (ver seccion 6.1.3).

Las relaciones molares G4S : G de los dos controles (reacciones I y 2), realizados
calentando la sal de piridinio en piridina a 100°C durante 3 y 8 h (en condiciones de
solvolisis), indican que el contenido de sulfato permanece practicamente inalterado en ambos
€asos.

Los espectros de los productos 3 y 4 presentan sefiales practicamente indistinguibles del
ruido de la linea de base en las zonas correspondientes a unidades de diadas sulfatadas, por lo
que se podria inferir desulfatacion completa para estas condiciones en un examen preliminar.
Para las reacciones 5 y 6 las sefiales son apenas perceptibles y también se diria a primera vista
que la remocion de sulfato fue total.

Las reacciones 7 y 8 presentan predominio de unidades G4S-DAG, aunque las sefiales de
G-DAG se ven claramente, indicando desulfatacion parcial. Lo mismo ocurre al usar una
relacion sulfato : CTMS 1:10 —que a 100°C era la menor concentracion de CTMS con
predominio de unidades desulfatadas— a 60°C durante 3 h (reaccion 9).

Los espectros correspondientes a /0-/3 también dieron sefiales de G4S-DAG
indistinguibles del ruido de la linea de base, mostrando desulfatacion completa como era de
esperar para reacciones que con tiempos mas cortos habian dado sélo diadas G-DAG
(comparar con 3-J).

El analisis de los espectros de RMN "°C indica entonces que utilizando una relacién molar
minima sulfato : CTMS 1:10, calentando 3 h a 100°C, se logra desulfatacion completa de
carragenano kappa, sin reducir aprcciablemente ¢l peso molecular del polimero (ya que no se

observan extremos terminales en los espectros).
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Tabla 6.21. Pesos moleculares y contenidos de sulfato de los productos de desulfatacion

Prod. Relacion molar  Temp. Tpo. R® pPm® Sulfato® Relacion molar G4S : G
sulfato : CTMS  (°C) (h) (%) (% SO;Na) 1D COTDAGE
0 carragenano - - - 82800 20,0 99 :1 97:3
nativo
1 0 (blanco) 100 3 91 4900 18,1 84:16 92:8
2 0 (blanco) 100 8 66 2700 18,8 89:11 90:10
3 1:200 100 3 65 1500 5,5 18 : 82 8:92
4 1:100 100 3 82 2600 7,0 24 :76 10:90
5 1:50 100 3 96 6700 5,0 16 : 84 13:87
6 1:10 100 3 90 7300 12,1 47 :53 14 : 86
7 1:4 100 3 40 2800 16,3 72:28 79 : 21
8 1:1 100 3 46 2200 16,5 73 :27 78 :22
9 1:10 60 3 68 2800 16,5 73:27 75:25
12 1:50 100 6 87 5800 53 18 : 82 11:89
13 1:200 100 8 64 n.d. 6,9¢ 24:76 4:96

“Porcentaje de recuperacion: corresponde al porcentaje de hidratos de carbono, corregido por el
contenido de sulfato (medido por cromatografia idnica) en ¢l material de partida y en el producto
segin:  p _mx0-8)

m,<U-S,
donde m,: masa recuperada; S,: contenido dc sulfato del producto recuperado; my: masa inicial; Sy:
contenido de sulfato inicial del polisacarido.
®Determinado por cuantificacion de extremos reductores.
‘Determinado por cromatografia ionica con deteccion conductimétrica (CIDC).
Determinada a partir del contenido de sulfato medido por cromatografia idnica.
‘Determinada por relacion de intensidades en RMN "’C a partir de las seiiales de C-1 de DAG.
‘Contenido de sulfato determinado por método turbidimétrico: 22,2% SO:Na.

*Contenido de sulfato determinado por método turbidimétrico: 11,3% SO:Na.
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Fig. 6.2. Espectros RMN "C de carragenano kappa (a) y los productos de reaccién 2 (b), 13 (c), 5 (d),
7 (e). Espectro DEPT 135 del producto 5 (f). Los espectros (a) y (c) fueron registrados a 80°C y
75MHz; los espectros (b), (d)-(f) fueron registrados a 25°C y 125 MHz
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Un analisis mas profundo de los productos /-9, 12 y 13 (Tabla 6.21), mediante cstimacion

del peso molecular promedio (determinado por cuantificacidon de extremos reductores del

polisacarido®*) y determinacion del contenido de sulfato, revelo que:

i)

En ninguna de las muestras se llego a desulfatacion total. Xl menor contenido de sulfato se
logré en las muestras 3, 5 y /2, tratadas 3-6 h con un exceso de 50-200 equivalentes de
CTMS a 100°C. Un tratamiento mas prolongado (8 h) en las mismas condiciones que el
producto 3 dio lugar al producto /3, con 6,9% SO;Na. Por lo tanto la reaccion llegéd a

completarse al cabo de 3 h.

it) El contenido dc sulfato se determiné ademas por el método turbidimétrico de Dogdson y

Price®® para el polisacarido inicial (22,2% SO;Na) y para ¢l producto de la reaccion 13
(11,3% SO;Na). Estos valores son mayores a los obtenidos por cromatografia ionica
debido a la presencia de otros componentes en la muestra que contribuyen a la turbidez. En
cambio el método cromatografico delecta cada uno de los aniones por scparado, en

particular se cuantifica el ion SO,

iii) Los valores derivados de espectroscopia RMN "*C ilustran el riesgo de subestimar los

componentes minoritarios con respecto al contenido determinado por cromatografia ionica.
Los contenidos de unidades G son menores que los cromatograficos en las muestras con
relaciones de CTMS:sulfato 1:1 y 4:1 (8 y 7 respectivamente), y son mayores en los
productos con relaciones 10:1, 50:1, 100:1 y 200:1. Esto era previsible, ya que la

determinacion cromatografica es mucho mas exacta y precisa.

Fig. 63. Curva de desulfatacion de carragenano kappa a 100°C durante 3 horas (ensayos 3-8)
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iv) Al graficar desulfatacion (como cantidad de unidades G) versus relacion molar
CTMS:sulfato se obticnen dos graficos segun se trate de los valores de cromatografia
ionica o de RMN (Fig. 6.3). Los datos cromatograficos se pueden representar por dos
rectas (R1 y R2), donde R2 corresponde al nivel de saturacion con CTMS que se alcanza
para una relacion 1:16. Los datos espcctroscopicos se aproximan mediante otro par de
rectas (R3 y R4), donde R4 corresponde al nivel de saturacion con CTMS a partir de la
relacion 1:11. Estos resultados son coincidentes con el nivel de saturacién 1:15 de la Fig.
6.1. Por otra parte, la concordancia en cl método espectroscopico y el cromatografico
demuestra la validez de una aproximacién cuantitativa mediante espectroscopia RMN °C,
siempre y cuando se recuerde que es solamentc una estimacion con un error de ~5-10%
dependiendo de la relacion sefial:ruido del espectro.

v) El peso molecular de ambas muestras control (/ y 2) sc reduce notablemente. A las 3 h de
calentamiento en piridina en condiciones dc solvolisis, el peso molecular se reduce 17

veces y a las 8 h, 31 veces.

Fig. 6.4. Curva de variacion de peso molecular por tratamiento con CTMS a 100°C durante 3 horas

(ensayos 3-8)
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vi) A simple vista, los valores de pesos molecularcs de la Tabla 6.21 indicarian que en todos

los ensayos, incluyendo los controles, hubo despolimerizacion considerable y en niveles
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similares con respecto al peso molecular inicial. Sin embargo, al graficar el peso molecular
de los productos obtenidos por tratamiento a 100°C durante 3 h, con proporciones distintas
de CTMS (Fig. 6.4), se observa una particularidad interesante: hay una curva regular con
maximo en 7300 Da. El peso molecular promedio de la muestra control calentada
solamente en piridina durante 3 h resulté de 4900 Da. Entonces el agregado de agente
sililante en baja proporcion promueve inicialmente la ruptura de uniones glicosidicas. A
medida que aumenta su proporcion en la mezcla de reaceion -aumentando la sililacion de
los hidroxilos y la desulfatacion— hay un efecto inhibidor de la degradacion que eleva el
peso molecular aun con respecto al control. Liste efecto protector podria estar vinculado a
una o a ambas reacciones que también estan ocurriendo en el sistema: sililacion de
hidroxilos libres y desulfatacion-sililacion de posiciones sulfatadas.

Con los datos experimentales con que se cuenta no es posible decir nada acerca de las
velocidades relativas de sililacion y desulfatacion, pero si puede suponerse que en 3 h la
desulfatacion llega a completarse como surge de comparar los pares de reacciones 3 versus
13y 5 versus /2. No se encontraron antecedentes bibliograficos sobre la sililacion de
polisacéridos sulfatados, aunque un trabajo reciente sobre sililacion de dextranos con
hexametildisilazano (HMDS) con 10% de CTMS indica que se alcanza 100% de
sustituciéon para una relacion molar 2:1 de agente sililante:hidroxilo luego de 20 h de
calentamiento a 50°C en DMSO®,

La relacion sulfato:CTMS 1:1 implica en realidad 4 moles de hidroxilos (libres o
sulfatados) por cada mol de CTMS. [in ¢l producto &, aislado de esta reaccion, hay 25% de
desulfatacion. Para la relacion sulfato:CTMS 1:4, equivalente a una relacién 1:1 entre
hidroxilos totales y CTMS, hubo 28% de desulfatacion. Por lo tanto la sililacién no esta
favorecida con respecto a la desulfatacion, sino que son dos procesos similares o prevalece
la desulfatacion.

El punto de degradacion minima, es decir ¢l maximo de la curva de peso molccular, se
logra en el producto 6 (relacion sulfato:C'TMS 1:10, hidroxilos totales:CTMS 1:2,5) a
pesar del 50% de desulfatacion determinado por cromatografia (por RMN se tiene 86% de
desulfatacién). La relacion sulfato:C'TMS 1:50 (hidroxilos totales:CTMS 1:12,5) muestra
una degradacion algo superior, con el mayor porcentaje de desulfatacion detectado por
cromatografia y remocion completa segun los datos de RMN. A partir de aqui los
polisacaridos estan completamente desulfatados y la degradacion es pronunciada al pasar a

la reaccion 4 (sulfato:CTMS 1:100), luego se mantiene aproximadamente constante. En
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resumen, la desulfatacion per se no reduciria la degradacion (reacciones 5 y 6) y el efecto
protector estaria vinculado a la sililacion.

A bajas concentraciones de CTMS predomina la ruptura de uniones glicosidicas. A medida
que aumenta la relacion hidroxilos totales:CTMS, aumentaria la velocidad de sililacion y el
grado de sustitucion de los hidroxilos por grupos trimetilsililo, y en consecuencia se
produciria un cambio conformacional en la cadena polisacaridica. Es posible que esta
nueva conformacion facilitara el proceso de desulfatacion. La despolimerizacién podria
estar inhibida estéricamente por el aumento del grado de sustitucion con grupos
trimetilsililo y quiza también por el cambio conformacional asociado. El efecto protector
de la primera etapa puede atribuirse al alcance de un cierto umbral de sililacién (segin lo
encontrado para 6 con sililacion parcial y desulfatacion parcial) en combinacion con la
ausencia de alta concentracion de productos formados por la desulfatacion o a la ausencia
de CTMS en exceso, que promoverian la despolimerizacion.

vii) Los productos 5 y /2, obtenidos en las mismas concentraciones de reactivos y la misma
temperatura, con diferencia en el tiempo total de reaccion tienen contenidos de sulfato y
pesos moleculares no muy diferentes (6700 y 5800 Da). Es decir, una exposicion mas
prolongada del carragenano desulfatado y parcialmente sililado no aumentaria
significativamente la degradacion. El producto 9 fue sometido a las mismas condiciones de
tiempo y concentracion que el 6, pero el peso molecular del compuesto a 60°C (2800 Da)
resulto inesperadamente menor que el de 100°C (7300 Da). Esto podria indicar que una
reaccion de sililacion mas lenta —-a menor temperatura— con CTMS permitiria la
degradacion de las uniones glicosidicas en el polisacarido sulfatado y no permitiria llegar

al grado de sustitucion que induce la proteccion y/o el cambio conformacional.

Para verificar la reproducibilidad del método, las reacciones 3 y /3 se repitieron 2 y 4
veces respectivamente, los rendimientos promedio en cada caso fueron de 65 y 64%
respectivamente.  El calculo se hizo en base al contenido de sulfato determinado
cromatograficamente. Si se consideran productos totalmente desulfatados, los rendimientos
alcanzan a 68 y 69%. Los mejores rendimientos correspondieron a los productos 5 y 6, con 96
y 90% respectivamente.

En conclusién las mejores condiciones —en términos de reduccion del contenido de
sustituyentes con menor degradacion polimérica y mejor recuperacion del producto—
determinadas para desulfatar al carragenano kappa corresponden a 3 h de calentamiento a

100°C con relacion molar sulfato:CTMS 1:50.
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6.2.2. CARACTERIZACION DE CARRAGENANO BETA

La caracterizacion de carragenano beta se Hevé a cabo por cspectroscopia RMN
monodimensional ("H y '*C) y bidimensional (COSY 'H 'H y HETCOR 't C). Ademas sc
registraron espectros RMN 'H y 3C del carragenano kappa utilizado como material de
partida.

Los espectros de RMN "C registrados para todos los productos mostraron sefiales
consistentes con lo esperado, segin los antecedentes bibliogrificos que figuran en la Tabla
6.8. Asi aparecieron las resonancias de las diadas G4S-DAG y G-DAG pertenecientes a
carragenanos kappa y beta, segin los datos informados por Rochas™ y Usov® (Fig. 6.2). En
los espectros de aquellas muestras con proporciones apreciables de ambos tipos de
estructuras, se observaron solamente los picos asociados a las diadas y no se encontraron
evidencias de sefiales que pudieran atribuirse a triadas de tipo mixto kappa/beta (por ejemplo
G4S-DAG-G 6 G-DAG-G4S).

En el espectro HETCOR "1 C del producto 5 (5% SOs;Na) se vieron 11 correlaciones
(Fig. 6.5.a y Tabla 6.22), por lo que dos de ellas estarian superpuestas o bien una estaria
ausente. Las sefiales se asignaron inicialmente teniendo en cuenta las informadas por Usov en
1980 para RMN '*C y por analogia con los datos bibliograficos de RMN 'l incluidos en las
secciones 6.1.7y 6.1.8.

Sélo se observaron picos atribuibles a carragenano beta. Las regiones de picos diagnésticos
correspondientes a carragenano kappa —C-4/H-4 de la unidad G4S y C-1/H-1 de la unidad

DAG- no mostraron correlaciones en ¢l umbral de deteccion seleccionado.

Tabla 6.22. Correlaciones encontradas en el espectro HETCOR "1 “C del producto 5 (D-0O, 25°C,
500/125 MHz)

Carragenano Unidad Nucleo 1 2 3 4 5 6
B G “C 1029 698 804 664 757 61,6
'H 459 3,57 383 411 367 3,73-3,68
DAG YC 947 704 797 785 77,

Ll 5,06 4,05 4,53 4,59 4,60

“Ver texto.
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Fig. 6.5. (a) Espectro HETCOR 'H PC registrado para el producto 5 (D0, 25°C); (b) Cortes del

espectro a desplazamientos quimicos de '’C correspondientes a algunos nacleos seleccionados
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Fig 6.6. Espectros de RMN '11 500 MHz (a) del producto 5, registrado a 25°C y
(b) del producto /3, registrado a 45°C
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La asignacion definitiva de las sefiales correspondientes a RMN ' de carragenano beta se
hizo teniendo en cuenta:

i) los valores tipicos de las constantes de acoplamiento 'II-'H en residuos de B-D-
galactopiranosidos y 3,6-anhidro-a-D-galactopiranésidos (segin los datos de Welti*,
Knutsen** y Falshaw"), para predecir la ausencia de picos cruzados 'H-'1L;

iiy datos de experimentos DEPT 135%" para identificar las dos resonancias correspondientes a
metilenos;

iii) analogias en los desplazamicntos quimicos, para diferenciar los nicleos —tanto 'H como
BC- anoméricos y los metilénicos como correspondientes a residuos de  [3-D-
galactopiranosa o 3,6-anhidro-a-D-galactopiranosa y proveer puntos de entrada para el
analisis de los espectros bidimensionales.

En la Fig. 6.6 se muestran los espectros RMN 'H obtenidos para los productos 5 (Fig.

6.6.a) y 13 (Fig. 6.6.b) donde se observa el desplazamiento del pico de agua, su superposicion

con algunas sefiales a 45°C y el aumento de resolucion logrado a mayor temperatura.



Capitulo 6

Tabla 6.23. Correlaciones observadas en el espectro COSY 'H 'H registrado
para el producto 5 (D0, 25°C, 500 MHz)

Correlacion Coordenadas (ppm)
DAGI1-DAG2 5,07/4,08
DAG2-DAG3 4,07/4,52
DAG4-DAGS5 4,60/4,67
DAGS-DAG6a 4,67 /4,06
DAG6a-DAG6b 4,06/4,21
Gi-G2 4,61/3,60
G2-G3 3,60/3,86
G3-G4 3,86/4,14
G5-G6a,G6b 3,70/3,78
G6a-G6b 3,79/3,74

Fig. 6.7. Espectro COSY 'H 'H registrado para el producto 5 (D0, 25°C, 500 MHz, desplazamientos
quimicos relativos a DMSO: 2,71 ppm)
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En la Tabla 6.23 sc detallan las conectividades '11-'H que surgen del espectro COSY (Fig.
6.7). Tomando como punto de¢ partida para el residuo G el desplazamiento quimico del
carbono anomérico a 102,9 ppm, el hidrogeno anomérico debia resonar a 4,59 ppm. la
correlacion asociada en el espectro COSY estaba en 4,61/3,60 ppm, y a su vez se vinculaba
con las sefales G2/G3 a 3,60/3,86 ppm y G3/G4 a 3,86/4,14 ppm. No se observd correlacion
G4/GS5, como era de esperar para protones con constantes de acoplamiento pequefias®’. El otro
extremo de la misma unidad era C-6 (61,6 ppm), que correlacionaba con H-6a, H-6b a 3,68-
3,73 ppm. En la region de la diagonal del espectro COSY se distinguieron dos senales a
3,70/3,78 y 3,79/3,74 atribuibles a G5/G6a,b y G6a/G6b respectivamente (Tabla 6.25).

Este espectro bidimensional tampoco mostroé correlaciones que indicaran la presencia de
carragenano kappa sin desulfatar. EEn particular, la resonancia a campos mas bajos esperada
para el residuo G4S pertenecia a [1-4 (4,8 ppm). Si bien no se especulaba con encontrar un
pico cruzado con H-5 vecino, si deberia ser posible observar una correlacion con -3 (~3,9
ppm). La region cercana a 4,8/3,9 ppm carecia de sciales. En cambio, en ¢l espectro RMN 'H
registrado a 45°C para el producto /3 (6,9% SO3Na) (Fig. 6.6.b), la sefial anomérica de DAG
presentd un hombro correspondiente al proton anomérico de DAG vecina a G4S con una
relacion de areas 95:5. La otra sefial caracteristica del polisacarido kappa, 11-4 de G4S,
aparecié a 4,82 ppm y presentaba una relacion de arcas de 7:93 con respecto a DAG-1.
Ambas determinaciones son coincidentes con la cuantificaciéon por datos de RMN *C de la
Tabla 6.21 para el mismo producto. Andlogamente, el espectro obtenido a 25°C para el
producto 5 (Fig. 6.6.a) tenia una sefial anomérica principal a 5,07 ppm con un hombro apenas
perceptible a 5,09 ppm cuyas integraciones eran 98:2. La resonancia de -4 de G48 aparecio
a 4,83 ppm con una relacion de areas G4S:G de 17:83, cuando se lo compard con Fi-1 de
DAG. Este tltimo resultado es consistente con los valores de la Tabla 6.21 para este producto.

Para la unidad DAG se tomé como punto de entrada ¢l carbono anomérico a 94,7 ppm, que
correlacionaba con H-1 a 5,06 ppm en el espectro bidimensional heteronuclear. El espectro
homonuclear permitié establecer la ubicacion de los protones -1, 11-2, -3 mediante la
secuencia de correlaciones DAG1/DAG2 a 5,07/4,08 ppm y DAG2/DAG3 a 4,07/4,52. No se
observo sefial asociada a DAG3/DAG4, de acuerdo con la constante de acoplamicnto pequeiia
esperada para estos nucleos®'

vinculara DAGS con DAG6b.

. Por la misma razon tampoco se csperaba un pico que
Para tener el otro extremo del residuo de DAG hacia falta contar con datos de un
experimento DEPT 135, ya que se esperaba que C-6 tuviera un desplazamiento quimico

coincidente con otro carbono del polisacarido. Segin datos de Usov, se deberia superponer
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con C-2 de la unidad G. En el espectro DEPT (Fig 6.2.f) desapareci6 de la sefial a 69,7 ppm,
indicando que los desplazamientos quimicos de C-2 de la unidad G y C-6 de DAG coincidian
exactamente. En el espectro HETCOR (Fig 6.5.a) sc observo sélo una correlacion a 69,7 ppm,
correspondiente a H-2/C-2 de G (3,6/69,7 ppm). A partir de los datos de bibliografia
relacionados con H-6a y H-6b de residuos de DAG (Tabla 6.19) se inferia que deberian
aparecer a ~4,10 y 4,20 ppm respectivamente. Cabe recordar que estos datos de RMN 'H de
literatura fueron determinados por técnicas bidimensionales aplicadas a oligosacaridos de
estructura conocida, por lo que resultan confiables. Por otra parte, la correlacion para el
metileno deberia ser poco intensa ya que (i) ¢l carbono debia presentar interacciones con dos
protones cuyos desplazamientos quimicos estan bien resueltos, y (ii) el acoplamiento de
protones geminales no se elimina en ¢l experimento HETCOR, por lo tanto la intensidad total
de la correlacion quedaria dividida en cuatro sefiales que bien podrian confundirse con el
ruido de fondo.

En la Fig. 6.5.b se muestran cortes del espectro HETCOR a 70,4; 69,8 y 61,6 ppm —a la
altura de los desplazamientos quimicos de DAG2, G2/DAG6 y G6 respectivamente.
Claramente la intensidad de la sefial protonica de G2 (3,60 ppm) es mucho mayor que la de
cada uno de los picos a los que da origen G6 (3,74-3,79 ppm). A 69,8 ppm solo se aprecia la
resonancia de G2 pero no se puede afirmar nada sobre DAG6a 6 DAG6b.

Se descart6 la superposicion de los protones G2 y DAG6a: si asi fuera, deberia existir una
correlacion a 3,57/4,66 ppm (Fig. 6.7) coincidente con la correlacion atribuida a G1/G2. Si
bien estas sefiales podrian coincidir, quedarian en el espectro dos correlaciones intensas sin
asignar a 4,06/4,67 y 4,06/4,21 ppm que si entraron en el sistema de carragenano beta cuando
se consider6 que la correlacion heteronuclear C-6/H-6a,b de la unidad DAG no era observable
como se explica a continuacion.

En el espectro COSY homonuclear (Fig. 6.7) se apreciaron dos picos cruzados intensos a
4,06/4,67 ppm y a 4,06/4,21 ppm, consistentcs con correlaciones DAGS/DAG6a y
DAG6a/DAG6D respectivamente. Del espectro heteronuclear surgi6é que el protén a 4,67 ppm
estaba unido al carbono que resonaba a 77,1 ppm (DAGS), mientras que C-4 fue asignado a
78,5 ppm y su hidrogeno correspondiente a 4,59 ppm. Esto implicaba que la sefial
DAG4/DAGS5 deberia aparecer a 4,59/4,66 ppm donde existia una correlacion, aunque
ubicada en una zona muy cercana a la diagonal y al pico de agua. Con este esquema de
asignaciones qucdaron tres correlaciones muy poco intensas que no pertenecian al sistema de
nicleos de carragenano beta: 3,65/3,92; 3,93/4,18 ppm (que implican una secuencia de tres

hidrégenos relacionados) y 4,13/4,51 ppm. Algunas de ellas presentaron picos cruzados en el
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espectro heteronuclear, pero no hay ninguna sefial de 3C en el rango 50-115 ppm —la region
caracteristica para este tipo de compuestos— que s¢ pueda asociar a la de 3,92-3,93 ppm. Por
lo tanto podrian corresponder a algin tipo de impureza cuya estructura no fuera un hidrato de

carbono.

Tabla 6.24. Asignacion de los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento
correspondientes al espectro RMN 'H de carragenano beta (D0, 25°C, 500 Mtlz, referencia:

acetona 2,20 ppm)

Unidad Desplazamientos quimicos (ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 11-6a  H-6b

G 4,60 3,60 3,86 4,14 3,70* 3,79° 3,74°
DAG 5,07 4,08 4,53 4,60 4,67° 4,07 4,21
Unidad Constantes de acoplamiento (11z)"

Jia J2s AEW Jas $se s Jeaeb
G 8,59 9,47 2.8 n.m. 7,72 421 11,58
DAG n.m.° n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. 9,47

“De espectros bidimensionales.
®Valores absolutos, medidos sobre ¢l espectro del producto /3 registrado a 45°C.

‘n.m.: no medible.

Tabla 6.25. Desplazamientos quimicos (ppm) de los espectros RMN "C (en D,0) de diadas

correspondientes a carragenanos kappa y bela a distintas temperaturas

Carragenano Muestra Unidad T (°C) C-I C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

K 0 G4S 80°  102,7 69,9 79,1 74,3 75,0 61,5
DAG 95,4 70,1 79,4 78,5 77,0 69,7

1 G4S 25% 1027 69,7 78,7 74,0 75,0 61,6

DAG 95,0 70,0 79,5 78.5 76,9 69,7

B 12 G 80° 102,8 69,8 80,6 66,7 75.6 61,6
DAG 94,8 70,5 79,7 783 77,1 69,8

B 13 G 25* 1029 69,8 80,4 66,4 75,7 61,6
DAG 94,7 70,4 79,7 78,5 77,1 69,8

*Espectros registrados a 25°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,5 ppm).

®Espectros registrados a 80°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,7 ppm).
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La asignacion final de los espectros dc RMN 'H y '*C de carragenano beta se detallan en
las Tablas 6.24 y 6.25. Los valores de las constantes de acoplamiento que pudieron medirse
fueron consistentes con los publicados por Welti*® y Knutsen*.

Los desplazamientos quimicos asignados para el residuo G coinciden —con un corrimiento
constante de 0,3 ppm- con los valores informados por Knutsen** para la unidad analoga en el
tetrasacarido DAG-G-DAG-G4S (Tabla 6.14). Era predecible que existiera esta similitud ya
que en ambos casos el entorno del residuo en cuestion es semejante y la diferencia
fundamental esta dada por la longitud de la cadena donde esta incluido.

Para la unidad DAG habia menos anteccdentes bibliograficos para comparar. El unico
trabajo donde se encontraron desplazamientos quimicos de RMN 'H de carragenano beta fue
la referencia 31, que informé solamente H-1, H-2 y H-3 (Tabla 6.19) de DAG determinados
por métodos espectroscopicos modernos. Estos tres valores coincidieron con los resultados
que se presentan en este trabajo de Tesis. Por otra parte, H-3, H-4, H-5 y H-6a,b tienen
asignaciones consistentes con las atribuidas a los mismos protones en metil carrabiésido
(Tabla 6.12). Ademas, H-5, H-6a y H-6b —los nicleos menos influenciados por la presencia o
ausencia de sulfatacion en la unidad vecina debido a su distribucion espacial- coinciden con
los desplazamientos quimicos de DAG en el hexasacarido de carragenano kappa analizado
por Knutsen*. Finalmente, a fin de contar con una prediccion para DAG en carragenano beta,
se calculd la contribucion por sulfatacion en el residuo de B-D-galactosa comparando los
desplazamientos quimicos de DAG en el extremo no reductor de los tetrasacaridos DAG-G-
DAG-G4S y DAG-G4S-DAG-G4S (Tabla 6.15) y se aplico esta correccion sobre la unidad
DAG del hexasacarido kappa. Los valores calculados obtenidos son consistentes con los
asignados.

La presente es la primera asignacion completa del espectro RMN 'H de carragenano beta.

. . ce . 1
Estos resultados confirman ademas la asignacion informada por Usov*® para RMN C.
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6.3. CONCLUSIONES

La desulfatacion con CTMS en piridina demostro ser un método atil y versatil para la
remocién de grupos sulfato en posiciones distintas y en varios tipos de polisacaridos —
agaranos, carragenanos, polisacdaridos con estructuras hibridas  agar-carragenanos,
galactofucanos—, en algunos casos en presencia de uniones labiles como las 3,6-
anhidrogalactosidicas. Ademas, en ¢l caso de las fracciones aisladas de Georgiella confluens
y Adenocystis utricularis resultd la Gnica téenica de desulfatacion adecuada para llevar a cabo
el analisis estructural.

Se llevé a cabo un estudio completo de las condiciones de reaccion aplicadas a
carragenano kappa comercial y de los productos aislados en funcidon de su contenido de
sulfato, peso molecular y composicion. Il analisis de los ensayos de desulfatacion, en
términos de reduccion del contenido de sulfato con menor degradacion 'y maxima
recuperacion de producto, permitio concluir que las mejores condiciones para hacerlo cran
calentamiento a 100°C durante 3 horas, con una relacion molar sulfato:CTMS 1:50.

Como se indico en la seccion 6.1.4, al comenzar el presente trabajo de investigacion se
contaba con escasos antecedentes sobre el mecanismo posible de la reaccion de desulfatacion
selectiva de posiciones primarias con BTSA" (ver Esquema 6.2) aunque se descartaba un
mecanismo solvolitico? (ver Tabla 6.3).

En 2001, Horibe y Oshita®® investigaron la desulfatacién de bistrimetilsililéster de 1-0-
decilglicerol 2,3-disulfato con varios agentes sililantes. Comprobaron que sélo aquellos
reactivos que contenian nitrégeno eran capaces de desulfatar scelectivamente  posiciones
primarias. A fin de elucidar el mecanismo de la reaccion, llevaron a cabo ciertos experimentos

adicionales:

Esquema 6.5. Desulfatacion de ésteres de sultato de decilo

O——SiMe;

o
N—SiMe,

(i) C4oH2,0S0;SiEt, = C10H210SiMe;
12 CH3CN 100°C 2 h 13

O——SiMe;

H3C—<\
N—/SiMe,

(II) C10H21OSO3SiMe3
14 CDiCN 100°C 2 h

Y

C10H210SiMe 3 + CH4CN + (Me3Si0),S0,
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(i) La reaccion de tretilsulfato de decilo 12 con 2 moles de BTSA en acetonitrilo dio
deciltrimetilsililéter 13 como producto principal (63%) (Esquema 6.5). Este resultado
sugirié que el grupo trimetilsililo de BTSA atacaba al oxigeno nucleofilico de 12.

(i1) La desulfatacion de trimetilsulfato de decilo 14 en acetonitrilo deuterado fue monitoreada
por espectroscopia de RMN 'H y Si. En la mezcla de reaccion detectaron
bis(trimetilsilil)sulfato y acetonitrilo junto con deciltrimetilsililéter como productos
principales (Esquema 6.5).

A partir de estos resultados, los autores postularon un mecanismo de desulfatacion segin el
Esquema 6.6. Dado que el grupo trimetilsililo parecia atacar el oxigeno del éster sulfato en 14,
deberia generarse una sal de oxonio 15. Esta sal deberia ser capaz de liberar el cation
trimetilsiloxisulfonilo, que seria atrapado por el anién imidato para dar 16, con
descomposicion subsecuente a acetonitrilo y bis(trimetilsilil)sulfato. La sal de oxonio 15 seria
un intermediario, por lo tanto un impedimento estérico en la proximidad del &tomo de oxigeno
de 15 causaria una diferencia en la formacion de este cation entre el sulfato primario y

sccundario, que afectaria la selectividad de la reaccion.

Esquema 6.6. Mecanismo propuesto para la desulfatacion de ésteres de sulfato de decilo

Measl\

° ‘0
> N + /S03SiMes
C10H210S0;SiMe; + HaC _ \S'M C10H210\ >=N\
14 3 es SiMes HaC SiMe
15
C1oH210SiMe,

f Me;3Si03SO

—N\ — = CH3CN + (Me3Si0);S0,

HaC SiMe;
16

El mecanismo postulado requeria el ataque electrofilico del catién trimetilsiloxisulfonilo
sobre el anion imidato para formar bis(trimetilsilil)sulfato. Se obtuvo evidencia de este
proceso en la reaccion de 14 con (dimetilamino)trimetilsilano 17 (Esquema 6.7) ya que
aparecid N,N-dimetiltrimetilsililamina 18 como subproducto, ademas de deciltrimetilsililéter
13. Este resultado mostré que hubo un ataque electrofilico del cation trimetilsiloxisulfonilo

sobre Mec;N™ durante la rcaccion.
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Esquema 6.7. Desulfatacion con (dimetilaminotrimetilsilano

(Ill) C10H2108038iMe3 + MezNSiMe:, > C10H2|OSiMe3 + MezNSO3SiM63
14 17 CD3;CN 100°C 2 h 13 (8

La reaccion de desulfatacion de bistrimetilsililéster de 1-O-decilglicerol 2,3-disulfato con
trifluorometanosulfonato de trimetilsililo no procedié. Pareceria razonable suponer que la sal
de oxonio formada en este caso era muy cstable debido a la estabilidad del anion triflato. Por
lo tanto el cation trimetilsiloxisulfonilo no habria sido transferido a partir del ion oxonio.

Los autores ensayaron la desulfatacion de bistrimetilsililéster de 1-O-decilglicerol 2,3-
disulfato con CTMS, hallando 26% del producto desulfatado en la posicion 2, 6% de
desulfatacion en posicion 3 sin indicios de desulfatacion en ambas posiciones a la vez. Sin

embargo no hicieron comentarios acerca de esta reaccion.

Esquema 6.8. Mccanismo posible para la desulfatacion de galactanos con CTMS

g——osoa+ CI—SiMe3T> §——0303SiMe3+ Cl—SiMey ———

cr
g SO,SiMe g
+ 3 3
o CI — 2 —0SiMe; + Me3Si04SCI
g SiMe3 g 20
19

‘Teniendo en cuenta estos antecedentes es posible plantear ¢l mecanismo del Esquema 6.8
para la desulfatacion de polisacaridos sulfatados con C'TMS. En primera instancia. a partir del
grupo sulfato se obtendria cl sililéster correspondiente, que a su vez daria la sal de oxonio 19
—equivalente a 15— con cloruro como contraion. En un ataque electrofilico del cation
trimetilsiloxisulfonilo sobre ¢l cloruro se formaria clorosulfonato de trimetilsililo  20.
Hofmann y Simchen® informaron sobre la aplicacion de clorosulfonato de trimetilsililo en la
obtencion de los aductos trioxido de azufre-piridina y trioxido de azufre-1,4-dioxano
(Esquema 6.9). Bassindale, Katampe y Taylor publicaron un método simple de obtencion de
sulfatos ciclicos empleando 20 y iodosobenceno®. Sugiricron que ¢l sistema iodosobenceno-
clorosulfonato de trimetilsililo existia en una seric de equilibrios que se muestra en el

Esquema 6.10. En ambos casos se considera la formacion subsecuente de CTMS, sin embargo
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las relaciones molares sulfato:CTMS necesarias para que ocurra la desulfatacién descartan a

este agente sililante como catalizador del proceso.

Esquema 6.9. Obtencion de aductos de trioxido de azufre

0,

(0] O +Me;Si0O5SCI 0] 0'—S0;" + Me,SiCl
33 —oU3 +Mej

__/ \_/

N

/

<_> 0°C < : )
\ /N + Me3Si0,SCl ——— \ =805 + Me;SiCl

Esquema 6.10. Equilibrios del sistcma iodosobenceno-clorosulfonato de trimetilsililo

PhlO + Me 3SiSO;CI

+
PhICI; + 8O3 + (Me3Si),0 = PhIOSO,0" + Me;SiCl

El presente trabajo de investigacion no fue realizado con fines mecanisticos, por lo cual no
se buscaron evidencias de subproductos en las mezclas de reaccion que dieran indicios sobre
los intermediarios posibles. A fin de verificar la certeza del mecanismo propuesto seria
interesante buscar evidencias de la presencia de clorosulfonato de trimetilsililo y de
hexametildisiloxano (formado a partir del compuesto anterior). Por otra parte, hacer ensayos
en presencia de un aceptor de sulfato —del tipo de los empleados por Miller y Blunt (Seccién
6.1.3)- proporcionaria informagion sobre la liberacion de tridxido de azufre.

Finalmente, el estudio por espectroscopia de RMN 'H y "*C aplicando técnicas mono- y
bidimensionales permitié realizar por primera vez la asignacion completa del espectro

protonico de carragenano beta.
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CAPITULO 7
PARTE EXPERIMENTAL

7.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Los productos se secaron en desecador a presion reducida sobre cloruro de calcio.

Las evaporaciones se realizaron en un evaporador rotatorio Biichi a presion reducida, con
temperaturas del bafio de agua inferiores a 45°C.

Las muestras en solucion acuosa se llevaron a sequedad por liofilizacién, en un equipo
Virtis Freezemobile 3, a presiones inferiores a 100 mTorr y temperaturas del condensador
cercanas a - 40°C.

Las dialisis se realizaron a temperatura ambiente utilizando tubos de celulosa (SpectraPor),
cuyo diametro se eligié teniendo en cuenta el volumen de muestra a dializar. El corte de peso
molecular (MWCO) empleado, excepto aquellos casos en los que se indica lo contrario, fue
de: 6000-8000 Da, para los productos crudos; 3500 Da, para las fracciones obtenidas por
tratamiento con cetrimida y las fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio i6nico;
y 1000 Da, para los productos de desulfatacion, metilacion, etilacion y degradacion de Smith.
Las dialisis se efectuaron dos dias contra agua corriente y dos dias contra agua destilada,
renovada cada 3-8 horas.

Los poderes rotatorios se determinaron a temperatura ambiente en: a) un polarimetro
Perkin-Elmer 141, o bien, b) en un polarimetro Perkin-Elmer 343, ambos cuentan con una
lampara de sodio (589 nm), una celda de 1 dm de longitud y aproximadamente 1,2 ml de
volumen interno. Las soluciones de muestra empleadas tenian concentraciones de 0,3-0,5 %
(m/v).

Las determinaciones colorimétricas se hicieron en un espectrofotometro Spectronic 20D
(Milton Roy Company) o Hewlett-Packard 8451 A, empleando celdas de 1 cm de camino
optico. Las concentraciones se determinaron por referencia a curvas de calibracion.

Los espectros infrarrojos con transformada de Fourier se realizaron en un
espectrofotometro Nicolet FTIR 510P, en pastillas de KBr y barriendo 32-64 scans entre

4000-250 cm™’, con una resolucion de 2-4 cm™.
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7.2. AISLAMIENTO DE LOS POLISACARIDOS DE NOTHOGENIA FASTIGIATA

El alga roja Nothogenia fustigiata fue recolectada cerca de Puerto Deseado, Pcia. de Santa
Cruz, y secada al aire libre.

La extraccion y el fraccionamiento de los polisacaridos sc realizaron segin el trabajo
publicado por Cerezo ef al.' El alga molida (141,90 g de material seco) se extrajo con agua a
ebullicién (3 1), con agitacion mecéanica durante 4 h. El extracto se centrifugo, se separd el
residuo y la solucion acuosa se volcd lentamente, con agitacion, sobre isopropanol (12 1). De
esta manera precipitaron los polisacaridos que posteriormente se secaron por intercambio con
solventes (ctanol, éter etilico). El residuo se extrajo dos veces mas segun ¢l mismo
procedimiento. Los rendimientos obtenidos fueron: 30,7 g (21,6 % del material de partida).
para la primera extraccion; 10,4 g, para la segunda extraccion; 0,213 g, para la tercera

extraccion.

7.3. FRACCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE POLISACARIDOS DE
NOTHOGENIA FASTIGIATA

Una parte del material obtenido en la primera extraccion (19,80 g) se disolvié en agua (1.7
1), luego de centrifugar se separaron: a) un residuo, R1, que se liofilizé (0,132 g), y b) una
solucion, S1, sobre la cual se realiz6 el fraccionamiento. Los polisacaridos sulfatados se
precipitaron de S1 por agregado de una soluciéon de cetrimida 10% (p/v) (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio, C,9H4,NBr, Sigma H 5882), hasta prueba de precipitacion negativa
(20 ml). El precipitado, P1, sc separd por centrifugacion, sc lavé y suspendio en agua (1,5 1);
mientras que ¢l sobrenadante sc dializé y liofiliz6, dando la fraccion X (7,375 g) (Apéndice
Al).

Sobre Pl se aplicd un fraccionamiento por redisolucion en soluciones de concentracion
creciente de cloruro de sodio, segin se detaila a continuacion. A la suspension de P1 en agua
se agrego cloruro de sodio hasta llegar a una concentracién de 0,5 M, dejando con agitacion
mecanica durante 16 h. El precipitado remanente. P2, se scpar6 por centrifugacién y se lavd
con solucion NaCli 0,5 M (3 x 20 ml). La solucién obtenida, junto con las porciones utilizadas
para lavar el precipitado, se extrajo con l-pentanol (3 x 300 ml), seguido de dialisis,
concentracion y liofilizacion, para dar la fraccion F1 (1,503 g). El precipitado P2 se someti6 a
procedimientos similares y sucesivos con soluciones de cloruro de sodio de concentraciones:

1,0; 1,5; 2.0; 3,0 y 4,0 M; el material solubilizado cn cada etapa dio lugar a las fracciones F2
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(0,4771 g), F3 (0,8878 g), F4 (0,7128 g), F5 (1,4935 g) y F6 (1,2284 g), respectivamente. Se
denominé F7 (1,9184 g) a la fraccion insoluble en NaCl4,0 M (Apéndice A.1).

A partir de F2 (293,6 mg), F4 (208,5 mg), F5 (1427 mg) y F6 (1009 mg) se obtuvieron las
fracciones F2' (202,5 mg), F4" (124,9 mg), F5" (460,0 mg) y F6" (402,0 mg), por redisoluciéon
en soluciones de NaCl 1,0 (150 mli); 2,0 (200 ml); 3,0 (1400 ml) y 4,0 M (1000 ml). Las
soluciones se re-extrajeron con l-pentanol, dializaron, concentraron y liofilizaron, tal como se

habia procedido con las fracciones originales.
7.4. AISLAMIENTO DE LOS POLISACARIDOS DE GEORGIELLA CONFLUENS

El alga roja Georgiella confluens se recolect6 en la Antartida, en la Base Jubany, en enero
de 1993, y se sec6 al aire libre. Una muestra se encuentra depositada en el Herbario del
Museo Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia, bajo el N° 35806.

El alga seca (54,0 g) contenia algas diatomeas epifitas, que fueron identificadas como
Rhoicosphaenia marina, Odontella aurita y Entopyla australis®. Se procedié a su remocién
por lavados con etanol 70 % (3 x 1 |, con agitacién durante 1 h) y luego por lavado con agua
corriente a presion, sobre un tamiz fino, durante un breve lapso. Este tratamiento permitié
obtener un material libre de diatomeas, como se pudo observar al microscopio 6ptico.

La muestra seca (28,0 g) se extrajo con agua (1,0 I) a temperatura ambiente, durante 20 h,
con agitacion mecanica. El residuo se separé por centrifugacion y el sobrenadante se filtrd,
dializ6, concentrd y liofiliz6. El residuo se re-extrajo (x 2), dando lugar a los extractos El
(1,03845 g), E2 (0,7133 g), E3 (0,5311 g). Antes de continuar con las extracciones, se lavé
nuevamente el residuo bajo agua corriente a presion a fin de eliminar algunas diatomeas
remanentes en suspension. Finalmente, se continué con el procedimiento obteniéndose dos
extractos mas: E4 (0,95475 g) y E5 (1,4600 g). Luego de analizar la composicion en
monosacaridos y el contenido de sulfato, se decidi6 juntar los extractos, PE, (4,690 g; 16,7 %
del material libre de diatomeas). Una parte de PE (1,313 g) se disolvié en agua (400 ml) vy,
luego de centrifugar, concentrar, filtrar y liofilizar, dio lugar al conjunto de polisacaridos que

se denomin6 CP (935 mg)
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7.5. FRACCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE POLISACARIDOS DE
GEORGIELLA CONFLUENS

Sobre una solucion de CP (903 mg) en agua (175 ml), sc fue agregando lentamente y con
agitacion una solucion de cetrimida 10% (9 ml), hasta prucba de precipitacion negativa. La
mezcla sc dejoé agitando durante 7 h adicionales, se centrifugo y el precipitado se lavo con
agua. La solucion obtenida, junto con el agua dc lavado, fue filtrada, dializada y liofilizada
para dar la fraccion G1 (78,9 mg) (Apéndice A.2). Por otra parte, el precipitado se sometié a
un fraccionamiento por redisolucion c¢n soluciones de cloruro de sodio de concentraciones
crecientes, segln se indica a continuacion. Sc suspendié en una solucion de NaCl 0,5 M (60
ml), con agitacion durante 16 h, luego se centrifugd y lavo con solucién de cloruro de sodio.
El sobrenadante. al cual se agregé la solucidon de lavado, se extrajo con 1-pentanol (3 x 30
ml), dializé, concentré y liofilizd, dando la fraccion G2 (434,35 mg). El precipitado
remancnte sc tratdo dc manera analoga con soluciones de cloruro de sodio de concentraciones
1,0; 2,0; 3,0 y 4,0 M; el matcrial solubilizado en cada etapa dio lugar a las fracciones G3
(180,05 mg), G4 (12,85 mg), G5 (3,1 mg) y G6 (2,0 mg). La fraccion insoluble en NaCl 4,0
M se denomind G7 (3,45 mg) (Apéndice A.2).

A partir de G2 (386,3 mg) y G3 (121,3 mg) sc obtuvieron las fracciones G2 (310,1 mg) y
G3’ (80,2 mg), por redisolucion en soluciones de NaCl 0,5 (500 mi) y 1,0 M (200 ml),
respectivamente. Las soluciones se re-extrajeron con 1-pentanol, dializaron, concentraron y

liofilizaron, tal como sc¢ habia procedido con las fracciones originales.

7.6. FRACCIONAMIENTO DE G2’

La fraccion mayoritaria obtenida, G2’, fue subfraccionada por cromatografia de
intercambio i6nico sobre DEAE Sephadex A-25 (CI') primero en escala analitica y luego a
escala preparativa. El gel se preparé por suspension en agua durante 16 h y calentamiento a
ebullicion durante 2 h, a fin de separar las particulas finas por decantacion.

La columna analitica, rcalizada en una jeringa plastica de 1 ml, se prepar6 por agregado de
una suspension diluida de gel (45 mg de resina), dando un volumen final de lecho de
aproximadamente 0.15 ml. Se sembrd una solucidon concentrada dec G2 (11,55 mg en 0,3 ml
de agua), eluyendo con agua y soluciones de NaCi 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1,0; 1,5 y 2,0 M. Se
tomaron grupos de 10 tubos con fracciones de 0,5 ml para cada solvente de elucion, mediante

un colector automatico (BioRad 2210). El contenido de hidratos de carbono de los tubos se
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analizé por el método de fenol-4cido sulfirico® (Fig. 5.1), tomando como referencia una curva
de calibracion confeccionada con una solucién de galactosa.

La columna preparativa, realizada en una columna de 1,0 x 10 cm, se prepar6 por agregado
de una suspension diluida de gel (630 mg de resina). Se sembr6 una solucidn concentrada de
G2’ (135 mg en 0,7 ml de agua), eluyendo con agua y aquellas soluciones de cloruro de sodio
que resultaron significativas segun los resultados obtenidos en la columna analitica (0,3; 0,5;
0,7 y 1,0 M). Se recogieron fracciones de 4 ml cada una; el contenido de hidratos de carbono
se analizé por el método de fenol-acido sulfiirico’, tomando como referencia una curva de
calibracion de galactosa. Luego de obtener lecturas consistentes con ausencia de hidratos de
carbono, se pasé a la solucién siguiente de mayor concentracion. La soluciéon eluida se
fraccioné de la siguiente manera: G2'D1, de 0 a 16 ml (16,55 mg); G2'D2, de 52 a 60 ml
(5,05 mg); G2'D3, de 60 a 80 ml (3,80 mg); G2'D4, de 80 a 128 ml (2,55 mg); G2'DS, de
128 a 164 ml (38,95 mg); G2°'D6, de 164 a 208 ml (11,75 mg); G2'D7, de 212 a 236 ml
(17,40 mg); G2'D8, de 236 a 284 ml (14,40 mg); G2'D9, de 284 a 360 ml (3,65 mg) (Fig.
5.2).

7.7. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL CONTENIDO TOTAL DE
HIDRATOS DE CARBONO

Se empleo el método colorimétrico del fenol-acido sulfuirico segun la técnica descripta por
Dubois et al.?

REACTIVOS NECESARIOS
1-  Acido sulfirico 98 %, grado analitico.
2- Solucidn acuosa de fenol 5 % (p/v). Esta solucion es estable durante varios meses

conservada en frasco color caramelo a temperatura ambiente.

PROCEDIMIENTO

A una solucién (0,5 ml) conteniendo entre 10-70 pg de hidratos de carbono/ml se agregéd
fenol (0,5 ml) y mezclé. Se dejoé caer acido sulfurico concentrado (2,5 ml), mediante un
dispensador automatico, directamente sobre la superficie de la solucién a fin de asegurar un
calentamiento méaximo. Al cabo de 10 min, los tubos se agitaron y se mantuvieron 20 min mas
a temperatura ambiente. En forma paralela se efectué un blanco con agua destilada. La

absorbancia del color desarrollado se registr6 a 490 nm. La cuantificacion del contenido de
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hidratos dec carbono se refirié a curvas dc calibracion hechas con manosa o galactosa, scgun el
alga de origen dc la muestra analizada. El resultado se expresd6 como porcentaje de azicar
anhidro.

El porcentaje de hidratos de carbono de un heteropolisacarido puede calcularse tomando
como refcrencia una curva de calibracion construida sélo con uno de los monosacaridos

componentes (galactosa. por ejemplo) y aplicando la siguicnte expresion®:

> x,(M, -18)

%I = Axg 50 xmxd
px Z 11 m
1 Egnl
donde: A, absorbancia dc la solucion

x;, fraccion molar del componente i

M,, masa molar del componente i

d, factor de dilucion utilizado

p, pendiente de la recta de calibracion

&, cocficiente de absorcion para ¢l componente i
&gal, cocficiente de absorcion para la galactosa

m, masa de muestra pcsada

La ecuacion anterior permite corregir las diferencias entre los coeficientes de absorcion
para cada uno de los monosacaridos componentes del polisacarido. Para ello es nccesario
determinar por cromatografia gaseosa los azicares componentes y su proporcion.

Por otra parte, se corrige el peso molecular de la galactosa por el “peso molecular
promedio anhidro” que surgc de tener en cuenta nuevamente la composicion del polisacarido.

Los coeficientes de absorcion (en ml . pg™' . em™) considerados para los distintos azucares’
son: galactosa, 0,0089; 2-O-metilgalactosa, 0,0080; 6-O-metiigalactosa, 0,0062; xilosa,
0,0125.



7.8. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SULFATO

El contenido de sulfato de las muestras se determiné mediante el método turbidimétrico de
Dodgson y Price’, o bien, mediante cromatografia de intercambio idnico con detector
conductimétrico. La determinacion del contenido de éster sulfato se efectudé previa hidrélisis

de las muestras.
7.8.1. METODO TURBIDIMETRICO

REACTIVOS NECESARIOS

1- Cloruro de bario-gelatina: Se disolvid la gelatina (Oxoid, libre de sulfato) (200 mg) en
agua (40 ml) a 60-70°C; la soluci6n resultante se dejo en la heladera durante por lo menos 6 h.
Luego, se agreg6 el cloruro de bario (grado analitico) (200 mg) al fluido viscoso, que se dejé
en la heladera 2-3 horas mas. El reactivo asi preparado es estable durante una semana en
heladera.

2-  Acido tricloroacético (TCA) 3% (p/v).

PROCEDIMIENTO

Se disolvié el polisacarido (1-2 mg) en HClI 1 M (1 ml), de modo tal de obtener una
solucion madre que permitiera obtener, por diluciones adecuadas, soluciones con una
concentracion final de sulfato dentro del rango 20-200 pg SO,%70,5 ml. La muestra disuelta se
hidrolizé por calentamiento en vial con cierre de teflon a 105-110°C durante 4-5 h. Una vez
enfriada, se tomaron alicuotas cuyas concentraciones finales quedaran incluidas en el rango de
linealidad indicado al llevar a un volumen final de 0,5 ml (en HCl 1 M). Sobre estas se
adicioné la solucion de TCA (3,5 ml), se mezclo y agregd el reactivo de cloruro de bario-
gelatina (1 ml). Se mezclé nuevamente y, luego de dejar reposar a temperatura ambiente 15-
20 min, se midié la absorbancia a 360 nm. Paralelamente, se realizé un blanco partiendo de
0,5 ml de HC1 1 M. La medicion debe hacerse dentro de la primera hora ya que luego el
sulfato de bario tiende a precipitar.

La cuantificacion del sulfato se realizé por referencia a una curva de calibracion obtenida

en las mismas condiciones, preparada a partir de soluciones de suifato de sodio en HCI 1 M.
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7.8.2. CROMATOGRAFIA IONICA CON DETECTOR CONDUCTIMETRICO

Las muestras (~1 mg) se disolvieron en dacido trifluoroacético (TFA) 2 M (I ml) e
hidrolizaron por calentamiento en vial cerrado a 105-110°C durante 4-5 h. Una vez cnfriadas.
se llevaron a sequedad bajo corriente de aire seco y se redisolvicron en 4 ml de agua (grado
conductimétrico). La determinacion de sulfato se realizo en un cromatdgrafo ionico DIONEX
DX-100, equipado con una columna AS4A y un detector conductimétrico. La elucion se hizo

con una soluciéon de Na,CO; 1,8 mM y NaHCO; 1.7 mM, a un flujo de 2 ml/min.

7.9. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE a-GALACTOSA 6-SULFATO

El contenido de a-galactosa 6-sulfato se determiné por el método de Rees®, que cuantifica

el contenido de 3,6-anhidrogalactosa antes y después de someter la muestra a un tratamiento

alcalino.

TRATAMIENTO ALCALINO

A una solucidn al 0,2 % del polisacarido (5 ml) se agregé NaBH4 (20 mg) y se dejo a
temperatura ambiente durante 24 h. Una alicuota (4 ml) de la solucion se mezcloé con NaOH 3
M (2 ml) y mas NaBH4 (40 mg). Esta mezcla se dividid en 4 alicuotas (1,5 ml) que se
calentaron en viales cerrados a 80°C durante 2; 3,5 y 5 h; la porcion restante se mantuvo en

bafio de hielo.

Se determiné el contenido de 3,6-anhidrogalactosa en cada una por el método de Yaphe'.
Se calculo el porcentaje de unidades de a-galactosa 6-sulfato en la muestra por diferencia
entre el contenido de 3,6-anhidrogalactosa de la solucion inicial, mantenida en baiio dc hielo,

y el correspondiente a las alicuotas sometidas al tratamiento alcalino.
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7.10. DETERMINACION DEL CONTENIDO 3,6-ANHIDROGALACTOSA
Se aplicé el método de resorcinol-acido clorhidrico, segun la técnica descripta por Yaphe'.

REACTIVOS NECESARIOS
Se prepar6 una solucion de resorcinol (130 mg) en alcohol absoluto (100 ml), esta solucién
es estable durante 1 mes si se guarda en heladera en frasco color caramelo.

El reactivo se prepara por agregado de 10 ml de la solucion anterior a 100 ml de HCI (¢)

PROCEDIMIENTO

A una solucién (0,6 ml) conteniendo 5-40 pg de 3,6-anhidrogalactosa o su equivalente en
polisacarido, colocada en un tubo de ensayo en bafio de hielo, se agreg6 el reactivo de
resorcinol (3 ml). Luego de mezclar, se tapd y mantuvo en baiio de hielo. Se llevo a
temperatura ambiente y luego se calenté a 80°C durante 10 min. Se enfri6 en bafio de hielo y
la absorbancia del color desarrollado fue medida a 550 nm dentro de los primeros 15 min.
Paralelamente, se efectudé un blanco con agua destilada. El contenido de 3,6-anhidrogalactosa
se determiné por referencia a una curva de calibracion, realizada con soluciones de fructosa, y
se expres6 como porcentaje del componente anhidro.

La conversion de la curva de calibracion, expresada en masa de fructosa, a masa de 3,6-

anhidrogalactosa se hizo segun:

My u6 =m 4, x 0,92

donde: m3s4c, masa de 3,6-anhidrogalactosa
my-, masa de fructosa

0,92, factor de correccion de fructosa en 3,6-anhidrogalactosa

Cuando el dosaje de azicares totales se realiza sobre un polisacarido sin hidrolizar, la
absorbancia medida es la suma de las contribuciones de cada uno de los monosacaridos
componentes. La contribucion de la 3,6-anhidrogalactosa puede calcularse conociendo su
concentracion, obtenida por el método de resorcinol-HCI. La absorbancia debida a los demas
monosacéridos se determina como la diferencia entre el valor de los azucares totales y el

correspondiente al contenido de 3,6-anhidrogalactosa.
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7.11. DOSAJE DE GRUPOS REDUCTORES
Se determiné por el método colorimétrico de Park y Johnson®.

REACTIVOS NECESARIOS

1- Solucion A: ferricianuro de potasio (0,05% p/v), almacenado en botella color caramelo.

2- Solucién B: carbonato de sodio (0,53%) + cianuro de potasio (0,065%)

3- Solucion C: sulfato amoénico-férrico (1,5 g) + dodecilsulfato de sodio (SDS) (1 g) en
acido sulfurico 0,025 M (1 ).

PROCEDIMIENTO

A una solucion (0,5 ml) conteniendo 1-10 pg de galactosa, manosa, o su equivalente en
polisacarido —segun corresponda-—, se le agregaron la solucion A (0,5 ml) y la solucion B (0,5
ml), mezclando después de cada adicion. El tubo de ensayo se tapd con una bolita de vidrio y
se calent6 en bafio de agua hirviendo durante 15 min. Se llevd la solucion a temperatura
ambiente, se agrego la solucion C (2,5 ml) y se dejo durante 15 min adicionales, para permitir
el desarrollo del color. Se determiné la absorbancia a 690 nm contra un blanco realizado con
agua cn las mismas condiciones.

El poder reductor de la muestra se dctermina por referencia a una curva de calibracion de
galactosa -0 de manosa—; el peso molecular (promedio numérico) se calculé segin la

siguiente ecuacion:

M =Dmre  180xd
P

n
r

donde: M,, peso molecular promedio numérico
Mmira. Masa de muestra
P,, poder reductor, expresado como masa correspondiente del monosacarido
empleado cn la curva de calibracion

d, factor de correccion por diluciones
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7.12. DETERMINACION DE LOS MONOSACARIDOS COMPONENTES
7.12.1. HIDROLISIS TOTAL DE LOS POLISACARIDOS

Los polisacaridos (1-3 mg) se hidrolizaron por calentamiento con TFA 2 M (0,5 ml)
durante 2 h, a 121°C, en un vial con cierre de teflon’. Luego se llevé a sequedad bajo corriente
de aire seco. El hidrolizado se redisolvio en agua y nuevamente se llevo a sequedad hasta

evaporar totalmente el 4cido.
7.12.2. PREPARACION DE ALDITOLES ACETILADOS

La mezcla de monosacaridos se disolvié en agua (3 ml) y se redujo con NaBH,, dejando
reaccionar durante toda la noche, segiin el procedimiento de Lindberg'®. Se agregd luego
resina Amberlite IR 120 plus (H") para destruir el exceso de agente reductor y descationizar.
Se filtré y evaporé a sequedad. El borato residual se eliminé como borato de metilo, por
agregado de metanol y evaporacion a sequedad (5 x 0,5 ml). Se dej6 en desecador al vacio
durante una noche y los alditoles asi obtenidos se acetilaron con anhidrido acético (0,2 ml) y
piridina (0,2 ml), calentando 45 min a 100°C. La solucion se enfrid y extrajo con cloroformo-
agua 1:1 (5 ml). La fase acuosa se separ6 y reextrajo con cloroformo (2 ml). Los extractos
cloroférmicos combinados se lavaron con una solucion saturada de NaHCO; (3 x 2 ml) y
finalmente con agua (2 x 2 ml). El extracto cloroférmico, secado con Na,SO4 (anh), se
evaporé a sequedad y el residuo obtenido se disolvié en 20 ul de cloroformo inmediatamente

antes de inyectar en el cromatégrafo gaseoso.
7.12.3. PREPARACION DE ALDONONITRILOS ACETILADOS

Se prepararon siguiendo el procedimiento de Turner y Cherniak''. A la mezcla de
azicares proveniente de la hidrélisis se le agregd clorhidrato de hidroxilamina (10 mg) y
piridina (0,5 ml), calentando en vial con cierre de teflon a 85°C durante 20-30 min. Se dejé
enfriar y se afiadieron 0,5 ml de anhidrido acético, manteniendo la mezcla 20-30 min mas a

85°C. Los aldononitrilos acetilados se extrajeron tal como se describi6 para los alditoles.
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7.12.4. HIDROLISIS REDUCTIVA

La hidrolisis de los polisacaridos indicada en 7.12.1 degrada las unidades de 3,6-
anhidrogalactosa. El método de hidrélisis reductiva, descripto por Stevenson y Furneaux'?,
permite el andlisis completo de los monosacaridos componentes y puede dividirse en dos
ctapas. En la primera, se hidrolizan selectivamente y reducen las unidades de 3,6-

anhidrogalactosa. En la segunda etapa, el polisacarido se hidroliza y reduce totalmente.

REACTIVOS NECESARIOS

1- TFA3 M

2- 4-metilmorfolina-borano (MMB) 8% (p/v), solucion preparada en el momento
3- TFA

4- Anhidrido acético

PROCEDIMIENTO

Al polisacarido (1-3 mg) sc le agregaron TFA 3 M (0,4 ml) y la solucién acuosa de MMB
(0,1 ml), calentando en vial con cierre de teflon a 80°C durante 10-20 min. Una vez a
temperatura ambiente, se agregé una nueva porcion de MMB (0,1 ml) e hidroliz6 en estufa a
121°C durante 120 min.

Luego de dejar enfriar, se afiadio una nueva porcion de MMB (0,2 ml) justo antes de
comenzar a evaporar bajo corriente de aire seco a 50°C. Al residuo seco se agregd acetonitrilo
(0,5 ml), llevando a sequedad otra vez. El producto de hidrolisis se dejé en desecador al vacio
durante por lo menos 1 h.

Los alditoles obtenidos se acetilaron con anhidrido acético (0,1 ml) y TFA (0,1 ml), a 55-

60°C durante 10 min. La mezcla acetilada se traté segin se describe en 7.12.2.
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7.13. ESTUDIOS DE ALQUILACION
7.13.1. METODO DE HAWORTH

Algunos xilomananos de Nothogenia fastigiata, especificamente las fracciones F2°,
F2’desulfatada y F4’, se metilaron en una primera etapa por el método de Haworth'? segin la
técnica descripta por Cerezo'* . El tratamiento subsecuente del producto parcialmente
metilado segiin el método de Hakomori'® dio como resultado los polisacaridos permetilados.

El polisacarido (20 mg) se disolvi6 en agua (0,60 ml) a temperatura ambiente, y se redujo
con NaBH, (2-3 mg), agitando durante 16 h. Después se agregdé NaOH 30% (120 pl); se
mantuvo la agitacidn mecanica vigorosa mientras se agregaban, simultineamente y gota a
gota, NaOH 30% (840 pl) y sulfato de dimetilo (280 pl) manteniendo todo el sistema en bafio
de hielo y bajo corriente de nitrégeno. La agitacion se mantuvo durante 5 h 30 min (en este
lapso la solucién se torné mas viscosa). Se hicieron dos agregados mas de NaOH y sulfato de

dimetilo en las mismas condiciones. Luego de diluir con un poco de agua, el sistema se
dializ6 y liofilizo.

7.13.2. METODO DE HAKOMORI'®

REACTIVOS NECESARIOS
1- Metilsulfinilmetanuro de sodio

2- loduro de metilo

PREPARACION DEL METILSULFINILMETANURO DE SODIO (CARBANION SODICO)

Se suspendi6é NaH (1,8-2 g) en dimetilsulféxido (15 ml) (secado sobre tamices moleculares
de 4 A) en un balén de dos bocas. A una de las bocas se acoplé un refrigerante con
circulacién de agua, en cuyo extremo se anex6 una trampa de CaCl, (anh); la segunda boca se
sellé con un séptum de goma por el cual se hizo pasar una corriente continua de N, seco. El
balén se calenté a 50-60°C, en bafio de aceite o vaselina liquida. Al cabo de aproximadamente
3 h de reaccion, la evolucion de gas ceso y la solucion gris-verdosa resultante se trasvasé para
ser utilizada directamente en la metilacion. El reactivo se conservo en freezer a —17°C, en
frasco cerrado y contenido dentro de un recipiente con CaCl, (anh). La concentracién del

carbanion se determino, inmediatamente antes de su empleo, por titulacion con HCI 0,05 M,
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con fenolftaleina como indicador. El reactivo se consider6 adecuado si la concentracion de

base era mayor que 2 M.

METILACION DE LOS POLISACARIDOS

La muestra (15 mg) se disolvi6 en DMSO (1 ml) con agitaciéon. Se agregd carbanién
sodico (1 ml) y sonico durante 3 h, en atmdsfera de N,. La mezcla se enfrio en baiio de hielo,
mientras se agregaba gota a gota ¢l ioduro de metilo (1 ml). Se continud con la agitacién a
temperatura ambiente, en atmoésfera de N,, durante 1 h. Se hizo un segundo agregado de
carbanion sodico (0,5 ml), colocando la mezcla sobre bafio de hielo; luego de agitar durante 1
h 30 min, se hizo una nueva adicion de ioduro de metilo (0,5 ml) en las mismas condiciones
anteriores. Después de | h 30 min se corté la reaccion por agregado de agua, dializ6 y

liofilizo, para dar los polisacaridos permetilados.
7.13.3. METODO DE STEVENSON Y FURNEAUX"

Este método se trata de una modificacion del descripto por Hakomori. Implica la
conversion de los polisacaridos en las sales de trietilamonio correspondientes, en una etapa

previa a la metilacion propiamente dicha, a fin de mejorar la solubilidad del material de

partida en DMSO.

SALES DE TRIETILAMONIO

Se prepar6 una columna (1 x 10 cm) rellena con Amberlite IR 120 plus (H"), equilibrando
con una solucion de clorhidrato de trietilamonio 20% de modo de cambiar el cation de
intercambio. Una vez lavada con agua, hasta prueba de precipitacion negativa del eluido con
una solucion de AgNQ; 5 %, sc sembré el polisacarido (5-10 mg) disuelto en un volumen
minimo de agua. Las sales de trietilamonio de los polisacaridos se recuperaron por elucion

con agua y liofilizacion, manteniendo en desecador al vacio hasta su utilizacion.

METILACION

Los polisacéridos (5 mg), como sal de trietilamonio, se disolvieron en DMSO (0,5 ml), con
agitacion. A la solucion se afiadio carbanion sodico (0,5 ml), agitando 2 h en atmésfera de N,.
El ioduro de metilo (0,5 ml) se incorporé sobre la mezcla enfriada en bafio de hielo, gota a
gota, después se agito durante 1 h. Se efectud un segundo agregado de carbanion sédico (0,5

ml) y de ioduro de metilo (0,5 ml), siempre sobre bafio de hielo y atmosfera de N,
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continuando con la agitacion durante 2 h y 1 h respectivamente. La reaccién se cortd por
agregado de agua, el exceso de ioduro de metilo se eliminé por evaporacién con aire bajo
campana. Los productos metilados se recuperaron por dialisis y liofilizacion.

Las metilaciones realizadas sobre carragenano kappa y sus derivados desulfatados se
llevaron a cabo con un solo agregado de carbanion sédico y ioduro de metilo, en las

condiciones arriba indicadas, dejando con agitacion durante 30 min cada vez.

7.13.4. METILACION CON N-OXIDO DE 4-METILMORFOLINA

Este método se desarrolié a fin de proporcionar un mejor solvente para la metilacién de
celulosa y otros polisacaridos estructurales de plantas'®. Se intent6 la metilacion de la fraccion
F2’ siguiendo el procedimiento que se detalla.

Las muestras (20 mg) en N-6xido de 4-metilmorfolina monohidrato (500 mg) se calentaron
durante 30 min a 120°C en un vial cerrado (Wheaton-V de 5 ml). Se agregé DMSO (2 ml)
sobre la mezcla fundida y se agit6 durante 1 h a 55°C. Se llevé a temperatura ambiente y se
afiadié carbanion sodico (1 ml), agitando durante 2 h. Luego se incorporé ioduro de metilo (1
ml), sobre bafio de hielo, agitando durante 2 horas mas. El contenido del vial se volcd sobre

20 ml de agua. El producto de reaccion se recuper6 por dialisis y liofilizacion.
7.13.5. METILACION CON CLORURO DE LITIO

Esta modificacion del método de Hakomori utiliza como solvente un sistema de
LiCVDMSO, fue desarrollada para alquilar celulosa en medio homogéneo'’. Se intent6
metilar la fraccion F2° siguiendo esta técnica.

El polisacarido (25 mg) se disolvi6 en una mezcla de LiCl (200 mg) y DMSO (2,8 ml), por
sonicacion, y se dejé en reposo durante 24 h. Se agregd carbanion sédico (1 ml), se sonicod
durante 1 h y luego se dejé con agitacién durante 4 h. Se adicioné ioduro de metilo (0,5 ml),
se sonic6 durante 30 min y se dejé agitando durante 14 h. Se realiz6 un segundo agregado de
carbanién sdédico (0,5 ml) y de ioduro de metilo (0,5 ml), con periodos de agitaciéon de 3 h

luego de cada uno. La reaccién se volcé sobre agua (20 ml). El producto se dializ6 y liofilizo.
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7.13.6. ETILACION

Los polisacaridos naturalmente metilados de Georgiella confluens fueron etilados, luego

de convertirlos en sus sales de trietilamonio, siguiendo el procedimiento descripto por Cases

etal'®

REACTIVOS NECESARIOS

1- Metilsulfinilmetanuro de sodio (carbanidn sédico, ver Seccion 7.13.2)

2- loduro de etilo

ETILACION

Las sales de trictilamonio de los polisacaridos (3-5 mg) se disolvieron en DMSO (0,5 ml),
todo el proceso se rcaliz6 bajo atmosfera de N, y con agitacion. Se agregé carbanion sddico
(0.5 ml), luego de 2 h se incorpord ioduro de etilo (0,5 ml) gota a gota y enfriando en bafio de
hielo, se dejo reaccionar durante 30 min. Sc efectud un segundo agregado de carbanion sédico
(0,5 ml) y de ioduro de etilo (0,5 ml), agitando durante 60 y 30 min respectivamente después
de cada adicion. La reaccion se cortd por agregado de agua, el exceso de ioduro de etilo se
evaporo con corriente de aire bajo campana. Los productos etilados sc recuperaron por dialisis
y liofilizacion.

A fin de asegurar su etilacion completa, G2 etilada y G2'SD etilada se sometieron a un

segundo proceso de etilacion.

7.13.7. DETERMINACION DE LA COMPOSICION EN MONOSACARIDOS DE
LOS POLISACARIDOS PERALQUILADOS

Los polisacaridos permetilados de Nothogenia fastigiata se hidrolizaron en las condiciones
descriptas en 7.12.1 y se transformaron en los acetatos de alditoles o de nitrilos, segiin 7.12.2
y 7.12.3.

Los polisacaridos peralquilados de Georgiella confluens y los carragenanos permetilados
se sometieron a hidrolisis reductiva en las condiciones descriptas en 7.12.4, pero realizando la
evaporacion a seco después de agregar la tercera porcion de MMB (0,2 ml) bajo corriente de
aire a 30°C, en vez de 50°C.
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7.14. DETERMINACION DE LA CONFIGURACION ABSOLUTA DE LAS
UNIDADES DE GALACTOSA

La configuracion absoluta de las unidades de galactosa que componian los polisacaridos de
G. confluens se determiné por aminacion reductiva, segin el método desarrollado por Cases et
al.’® Las aminaciones reductivas de las muestras se llevaron a cabo sobre los polisacaridos
hidrolizados, en las condiciones indicadas en 7.12.1, con (S)-1-amino-2-propanol, para dar los
1-desoxi-1-(2-hidroxipropilamino)alditoles correspondientes. En aquellos casos en los que se
queria analizar especificamente la configuracion absoluta de los residuos de 2-O-
metilgalactosa se derivatizaron con (S)-1-feniletilamina, obteniéndose entonces los 1-desoxi-

1-(1-feniletilamino)alditoles.

REACTIVOS NECESARIOS
1
2
3
4

Solucién AA: (S)-1-amino-2-propanol en metanol (1:8 v/v)

Solucién AF: (S)-1-feniletilamina en metanol (1:8 v/v)

Solucién B: Acido acético glacial en metanol (1:4 v/v)

Solucién C: Cianoborohidruro de sodio en metanol (3% p/v)

7.14.1. OBTENCION DE 1-DESOXI-1-(2-HIDROXIPROPILAMINO)-ALDITOLES
ACETILADOS

Al polisacérido hidrolizado (1-5 mg) se agregaron las soluciones AA (20 pl), B(17 ul)y C
(13 pl) y se calent6 en un vial con cierre de teflon a 65°C, durante 2 h. Luego de enfriar se
agregd, gota a gota, TFA 3 M hasta pH 1-2. La mezcla se evaporé a sequedad, se co-evaporéd
con agua (3 x 0,5 ml) y metanol (5 x 0,5 ml). El residuo se mantuvo en desecador al vacio,
para ser acetilado con anhidrido acético-piridina (1:1) a 100°C durante 45 min. Los derivados

se purificaron por extracciones, segin el procedimiento indicado en 7.11.2.
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7.14.2. OBTENCION DE 1-DESOXI-1-(1-FENILETILAMINO)ALDITOLES
ACETILADOS

Se sigui6 el procedimiento indicado para la obtencidon de 1-desoxi-1-(2-

hidroxipropilamino)alditoles, pero utilizando solucion AF (32 pl) en lugar de la solucion AA.

7.15. DETERMINACION DE LA CONFIGURACION ABSOLUTA DE LAS
UNIDADES DE 2,6-DI-0-ALQUILGALACTOSA

Se siguio la técnica desarrollada en colaboracion con la Dra. M.1. Errea. El estandar de 2,6-
di-O-metilgalactosa fue preparado y cedido gentilmente por el Dr. A.S. Cerezo. El estandar de
2,6-di-O-etilgalactosa se obtuvo por etilacion e hidrolisis (TFA 2 M, 121°C, 2 h), a partir de

carragenano kappa comercial (carragenano tipo 111, de Eucheuma cottonii, Sigma: C 1263).

REACTIVOS NECESARIOS
I- Solucién A: (S)-1-feniletilamina en metanol (1:8 v/v)
2- Solucién B: Acido acético glacial en metanol (1:4 v/v)

3- Solucién C: Cianoborohidruro de sodio en metanol (3% p/v)

PROCEDIMIENTO

El polisacarido (1-3 mg) se hidrolizo en las condiciones indicadas en 7.12.1, luego se
agregaron las soluciones A (32 pl), B (17 ul) y C (13 pl) y sc calent6 en vial con cierre de
teflon a 65°, durante 2 h. Luego de enfriar se agregd TFA 3 M, gota a gota, hasta pH 1-2. La
mezcla se evapord a sequedad y luego se co-evapord con agua (3 x 0,5 ml) y metanol (5 x 0,5
ml). El residuo se acetilé con anhidrido acético-TFA (1:1), a 65°C durante 15 min. Luego de
enfriar, los derivados se cxtrajeron cn las condiciones descriptas en 7.12.2. El rendimiento del

(1°S)-1-desoxi-1-(1 -feniletilamino)-2,6-di-O-metilgalactitol fue del 80 %.
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7.16. CROMATOGRAFiA GASEOSA

Los andlisis de las muestras hidrolizadas y derivatizadas se realizaron en un cromatografo
gaseoso Hewlett-Packard 5890A con detector de ionizacion de llama, nitrégeno como gas
carrier, relacion de split 80:1, conectado a un integrador Hewlett-Packard 3395A. Las

proporciones menores al 1% se consideran trazas.

7.16.1. ANALISIS DE ALDITOLES Y ALDONONITRILOS ACETILADOS

Los monosacaridos componentes de los polisacaridos y de sus productos de peralquilacién
se analizaron con una columna capilar SP-2330 (Supelco) de 30 m de longitud; 0,25 mm de
didmetro interno y 0,20 pm de espesor del film, bajo una presion de cabeza de 15 psi y flujo
de gas carrier de 1| ml/min. La conversion de las areas de cada pico a porcentajes molares se
calculé de acuerdo a la teoria de respuesta efectiva de carbono (effective carbon response
theory, ecr) propuesta por Albersheim®®; para el 1,4,5-tri-O-acetil-3,6-anhidro-2-O-
metilgalactitol se utilizo un factor de respuesta de 0,64'>. Los programas de temperatura

utilizados fueron los siguientes:

PROGRAMA A: isotérmica a 220°C, temperaturas de inyector y detector: 240°C, para
alditoles y nitrilos acetilados de M. fastigiata.

PROGRAMA B: isotérmica a 210°C, temperaturas de inyector y detector: 240°C, para
acetatos de alditoles y nitrilos metilados de N. fastigiata.

PROGRAMA C: de 180 a 200°C a 2°/min, 2 min a 200°C, de 200 a 230°C a 4°/min, 30 min a
230°C, temperaturas de inyector y detector: 240°C, para acetatos de alditoles y

nitrilos metilados de M. fastigiata.

PROGRAMA D: de 160 a 210°C a 2°/min, de 210 a 240°C a 5°min, 30 min a 240°C,
temperaturas de inyector y detector: 220 y 240°C respectivamente, para
alditoles y nitrilos acetilados de G. confluens.

PROGRAMA E: 2 min a 180°C, de 180 a 210°C a 1°/min, de 210 a 230°C a 2°/min, 30 min a
230°C, temperaturas de inyector y detector: 220 y 240°C respectivamente, para

acetatos de alditoles y nitrilos metilados de G. confluens.
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7.16.2. ANALISIS DE AMINOALDITOLES ACETILADOS

Los productos obtenidos por aminacion reductiva se cromatografiaron con una columna
Ultra-2 (Hewlett-Packard) de 50 m de longitud; 0,2 mm de didmetro interno y 0,11 pum de
espesor de film; bajo una presion de cabeza de 20 psi y flujo de gas carrier de 0,65 ml/min.

L.os programas de temperatura utilizados fueron los siguientcs:

PROGRAMA F: de 180 a 220°C a 4°min, 2 min a 220°C, de 220 a 270°C a 1%min,
temperaturas de inyector y detector: 240 y 270°C respectivamente, para 1-
desoxi-1-(2-hidroxipropilamino)alditoles acetilados.

PROGRAMA G: 3 min a 180°C, de 180 a 220°C a 3°/min, 2 min a 220°C, de 220 a 270°C a
1°/min, tcmperaturas de inyector y detector: 240 y 270°C respectivamente,

para 1-desoxi-1-(1-feniletilamino)alditoles acetilados.

7.47. ESPECTROMETRIA DE MASA

7.17.1. CROMATOGRAFIA GASEOSA-ESPECTROMETRIA DE MASA

Para las muestras analizadas por cromatografia gaseosa-espectrometria de masa se
utilizaron un cromatografo gascoso HP-5890 Series I acoplado a un espectrometro de masa
Trio-2 VG Masslab y/o un cromatografo gaseoso GC17A acoplado a espectrometro de masa
GCMS QP5050A (Shimadzu), en ambos casos a un potencial de ionizacion de 70 eV. Las
condiciones de corrida fueron las mismas que en 7.16.1 y 7.16.2, con la unica diferencia que

el gas carrier cra helio en este caso.

7.17.2. ESPECTROMETRIA DE MASA UV-MALDI-TOF

Los experimentos de espectrometria de masa UV-MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization, desorcion/ionizacion por laser asistidas por la matriz) se llevaron a
cabo en colaboracion con la Dra. R. Erra-Balsells y el Dr. H. Nonami (Plant
Biophysics/Biochemistry Rescarch Laboratory, College of Agriculture, Ehime University,
Japon).
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7.17.2.1. XILOMANANOS

Se utilizé un equipo Shimadzu Kratos, Kompact MALDI IIl (Shimadzu, Kyoto, Japén),
equipado con un laser pulsado de nitrégeno (A=337 nm, ancho de pulso=3 ns). El analizador
se utilizé6 a un voltaje de aceleracion de 20 kV para medir muestras de peso molecular
elevado. Los iones se obtuvieron por irradiacion de la muestra justo por encima de la potencia
minima del laser, por lo tanto, la irradiancia empleada para obtener un espectro de masa
dependi6 del analito. Se acumularon 50 espectros. Todas las muestras se analizaron en los
modos lineal y reflectron, tanto en modo positivo como negativo.

Las matrices que se ensayaron fueron:

f3-carbolinas: nor-harmano (9H-pirido[3,4-b]indol); harmano (1-metil-9H-pirido[3,4-

blindol); harmina (1-metil-7-metoxi-9H-pirido[3,4-b]indol);

acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB, acido gentisico);

acido sinapinico (SA, acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico);

acido a-ciano-4-hidroxicinamico (4-HCCA);

1-hidroxiisoquinolina (HIQ).

Como agentes calibrantes externos se utilizaron: insulina bovina (PM 5733,5), aprotinina
(PM 6512), ribonucleasa A (PM 13700), lisozima (PM 14307), mioglobina (PM 16950),
tripsina (PM 23290) y proteasa (PM 27288,4). Los espectros se calibraron mediante el uso de
Na®, compuestos estandares como calibrantes externos y matrices como calibrantes internos
(B-carbolinas), aplicando el programa de calibracion Kratos Kompact.

Las muestras se colocaron en soportes de acero inoxidable para 20 muestras cada uno
(Shimadzu).

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se prepararon soluciones stock disolviendo los compuestos seleccionados como matriz
(nor-harmano, harmano, 2,5-DHB, 20 mg) en mezclas 2:3 v/v de MeCN-TFA 0,1% (1 ml).
Cuando se utiliz6 HIQ como aditivo de 2,5-DHB, se usaron soluciones de 2,5-DHB 0,2 M y
HIQ 0,06 M en H,0-MeCN 1:1, que se mezclaron en proporcion 3:1 para dar la solucién
inicial de matriz en los métodos A y B (ver mas adelante). Cuando se usaron B-carbolinas
(nor-harmano y harmano) como aditivos de 2,5-DHB se sigui6 el mismo protocolo. Las

soluciones de analito se prepararon disolviendo los polisacaridos en agua pura (grado MilliQ,
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56-59 nS/cm) en concentraciones de 0,10 mg/ml. Para calibrar se prepararon soluciones de
cada una de las proteinas (10 pmol/ul) en TFA 0,1%.

Se utilizaron tres métodos de preparacion de muestras:

METODO A: antes de colocar la mucstra, se coloco solucion de matriz (1 pl) en cada
portamuestras (2 x 1,5 mm) y luego se removio, a fin de lavar la superficie. Luego se deposit6
la solucidon de analito (0,5 pl), la solucién de matriz (1,0 pl) cubriendo a la anterior y el
solvente se evaporo por corriente de aire.

METODO B: primero se deposito la solucion de matriz (0,5 pl) en el portamuestras, se
evaporo el solvente bajo corriente de aire, después se cubrid la matriz con solucién de analito
(0,5 pl) y se evaporo el solvente. Finalmente se hicieron dos nuevos depésitos de matriz (0,5
pl de solucion cada uno). Esto da como resultado una relacion de soluciones analito-matriz
1:3 (v/v).

METODO C: los mejores resultados para matrices “dopadas” 2,5-DHB-HIQ se obtuvieron
cuando las soluciones de analito y matriz se depositaron y secaron en la secuencia: (i) 2,5-
DHB (0,5 ul); (ii) 2,5-DHB (0,5 pl); (i) HIQ (0,5 ulb); (iv) 2,5-DHB (0,5 ul); (v) analito (0,5
pl). Esto da como resultado una relacion de soluciones analito—2,5-DHB-HIQ 1:3:1 (v/v). Se

empled el mismo protocolo para todas las matrices “dopadas” 2,5-DHB—f3-carbolinas.

Uso DE CsCL COMO DOPANTE IONICO

Los métodos B y C se siguieron cuando las matrices involucradas eran B-carbolina; 2,5-
DHB; 2,5-DHB-HIC y 2,5-DHB-B-carbolina y sc agregé CsCl como dopante iénico. Las
secuencias para cargar ¢l portamucstras fueron:

Método B: (i) matriz (0,5 pl); (ii) analito (0,5 pl); (ii1) CsCl 0,25 M (0,5 pl); (iv) matriz
(0,5 pl); (v) matriz (0,5 pl).

Método C: (i) 2,5-DHB (0,5 pl); (ii) 2,5-DHB (0,5 pl); (iii) HIQ (0,5 pl); (iv) 2,5-DHB
(0,5 pl); (v) analito (0,5 pl); CsCl 0,25 M (0,5 pl).

Los cristalcs de los s6lidos listos para analizar fueron inspeccionados con un microscopio
Stereoscopic (NIKON Optiphot), con una magnificacion de 400 x y se registraron imagenes
digitales con un microscopio de alta resolucion digital (Keyence VH-6300, Keyence
Corporation) con magnificacion de 150 x. Las imagenes logradas corresponden a las Figs.
4.6-4.9 (Capitulo 4).
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7.17.2.2. XILANOS

Las muestras de xilanos (Xr, X1-X3) se analizaron en dos equipos: (a) un espectrometro de
masa Shimadzu Kratos, Kompact MALDI 4 (pulsed extraction) (TOF) (Shimadzu, Kyoto,
Jap6n) y (b) un espectrometro de masa Applied Biosystems Voyager DE-STR (TOF). Ambos
estaban equipados con laser pulsado de nitrogeno (A.n=337 nm, ancho de pulso=3 ns), modos
PDE y PSD (MS/MS) variables.

Los experimentos se hicieron usando primero el intervalo completo de posiciones para
disparos del laser, a fin de seleccionar la posicion Optima para la recoleccion de datos.
Después se fijaron los disparos sobre las zonas elegidas (sweet spots) de las muestras. Las
muestras se irradiaron justo por encima del umbral de potencia del laser necesario para
obtener iones y con una potencia mayor para analizar la formacion de clusters. Por lo tanto, la
irradiacion empleada para cada espectro de masa dependi6 del analito. En general se
acumularon 100 espectros. Todas las muestras se analizaron en los modos lineal y reflectron,
tanto en modo idnico positivo como negativo. Como las sefiales registradas no fueron
suficientemente intensas, no se hicieron experimentos PSD en modos positivo o negativo.

Las matrices que se usaron fueron:

B-carbolinas: nor-harmano (9H-pirido[3,4-b]indol);

acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB, acido gentisico);

icido sinapinico (SA, 4acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicindmico, para las proteinas

calibrantes).

Los espectros se calibraron con calibrantes externos: (i) proteinas comerciales
(neurotensina: PM 1672,96; insulina bovina: PM 5733,5) con SA como matriz en modos
ibnicos negativo y positivo; y (ii) a-ciclodextrina (ciclohexaamilosa, PM 972,9); B-
ciclodextrina (cicloheptaamilosa, PM 1135,0); y-ciclodextrina (ciclooctaamilosa, PM 1297,1)
con nor-harmano como matriz en modos i6nicos negativo y positivo. Se aplicaron los
programas de calibracion Kratos Kompact y Voyager DE-STR.

Las muestras se colocaron en soportes de acero inoxidable para 20 muestras cada uno

(Shimadzu) o en soportes de oro para 199 muestras cada uno (Applied Biosystems Voyager
DE-STR).
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se prepararon soluciones stock disolviendo los compuestos seleccionados como matriz
(nor-harmano, 2,5-DHB, 2 mg) en mezclas 1:1 (v/v) de MeOH-H,0 (0,2 ml) 6 2:3 v/v de
MeCN-H,0 (0,2 ml). Las soluciones de analito se prepararon en el momento, disolviendo los
polisacaridos (1 mg) en agua pura (grado MilliQ, 56-59 nS/cm) (0,5 ml).

Se utilizaron dos métodos de preparacion de muestras:

METODO A (SANDWICH): primero sc depositd la solucion de matriz (0,5 pl) en el
portamucstras, sc cvaporo el solvente bajo corriente de aire a temperatura ambiente. Después
se cubrié la matriz, disolviéndola parcialmente, con solucién de analito (0,5 pl) y se evapord
el solventc. Finalmente se hicieron dos nuevos depésitos de matriz (0,5 pl de soluciéon cada
uno), produciendo una disolucidon parcial de las capas de matriz y analito previamente
depositadas. Esto da como resultado una relacion de soluciones analito-matriz 1:3 (v/v),
siguiendo una secuencia: (i) matriz; (ii) analito; (iii) matriz; (iv) matriz.

METODO B (MEZCLA): la solucidon de analito sc mezclé con la de matriz en proporciones
1:1 a 1:12 (v/v). Se deposito una alicuota (0,5 pl) de esta mezcla en cl portamucstras y se secod
bajo corricnte de aire a temperatura ambiente. Luego sc colocd una porcion adicional (0,5 pl)
sobre la capa solida formada, redisolviéndola parcialmente, y el solvente se evaporo
nuevamente con aire.

Las capas solidas, parcialmente cristalinas, resultaron relativamente homogéneas en ambos
casos. Los cristales de los soOlidos listos para analizar fueron inspeccionados con un
microscopio Stereoscopic (NIKON Optiphot), con una magnificacion de 400 x y se
registraron imagenes digitales con un microscopio de alta resolucién digital (Keyence VH-
6300, Keyence Corporation) con magnificacion de 800 x. Se obtuvieron sefiales de mejor
calidad con nor-harmano como matriz, utilizando el Método B en relaciones xilano:matriz 1:4

y 1:8 (v/v). Por lo tanto, sc prescntan solo los resultados obtenidos en condiciones

experimentales Optimas.
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7.18. ESPECTROSCOPiA RMN

Los espectros se realizaron en tres equipos: 1) Bruker AC 200, 2) Bruker AM 500, 3)
Bruker DPX 300 (Faculté de Farmacie, Université Louis Pasteur, Strasbourg, Francia).

7.18.1. RMN BC

Los espectros RMN "C con desacoplamiento proténico de las fracciones aisladas de N.
fastigiata se registraron en un equipo Bruker AC 200 a 50 MHz, a temperatura ambiente, con
referencia externa de TMS. Las muestras (ca. 40 mg) se disolvieron en una mezcla de H,O-
D,0 1:1 (0,5 ml) y se colocaron en tubos de 5 mm de didmetro. Los parametros empleados
fueron: angulo de pulso, 45°; tiempo de adquisicion, 0,4 s; ancho espectral, 11 kHz, 518000-
603000 scans.

Para los espectros RMN 13C con desacoplamiento protdnico de las fracciones estudiadas de
G. confluens se disolvieron las muestras (10-20 mg) en una mezcla de H,O-D,0 1:1 (0,5 ml)
y se colocaron en tubos de 5 mm de diametro. Los espectros correspondientes a CP y G2’
iniciales, asi como los de sus derivados CPDes, G2°'Des y CPSD, se registraron en un equipo
Bruker DPX 300 a 75 MHz, a 80°C. Los parametros empleados fueron: angulo de pulso, 90°
tiempo de adquisicion, 0,700 s; tiempo entre pulsos, 1 s; ancho espectral, 9,1 kHz, 39000-
100000 scans. Para el espectro de F4'Des de Nothogenia fastigiata se aplicaron las mismas
condiciones. El espectro de G2°SD se realizé a temperatura ambiente en un Bruker AC 200 a
50 MHz con un ancho espectral de 11,1 kHz, angulo de pulso de 45°, tiempo de adquisicion
de 0,4 s, registrando 298000 scans. Los espectros de G2°, G2'D1, G2°'D4 y G2°D5 se hicieron
a temperatura ambiente en un Bruker AM 500, con un ancho espectral de 29,4 kHz; angulo de
pulso de 51,4°; tiempo de adquisicion de 0,4 s; tiempo entre pulsos de 0,6 s, con 28200-42400
scans. Los carbonos metilénicos de G2° se asignaron mediante un experimento de
intensificacion sin distorsion por transferencia de polarizacion®' (distorsionless enhancement
by polarization transfer, DEPT 135) realizado en el equipo Bruker AM 500 con un ancho
espectral de 26,3 MHz; tiempo de adquisiciéon de 0,56 s y relaxation delay de 0,6 s,
registrando 5376 scans. En todos los espectros de G. confluens se us6 DMSO como referencia
interna a 39,6 ppm a 80°C y a 39,5 ppm a temperatura ambiente.

Los espectros de 75 MHz del carragenano kappa inicial y del producto de desulfatacion

con CTMS a 100°C durante 8 h (relacion 1:200) se registraron en el equipo Bruker DPX 300 a
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80°C, con DMSO como referencia interna, y los siguientes parametros: angulo de pulso, 90°%
tiempo de adquisicion, 0,70 s; ticmpo entre pulsos, 1 s; ancho espectral, 9,1 kHz; nimero de
scans, ca. 60000.

Los espectros de 125 MHz de los demas productos de desulfatacion del carragenano kappa
sc registraron en ¢l cquipo Bruker AM 500, a temperatura ambiente, con DMSO como
referencia interna, y los siguicntes parametros: con un ancho espectral de 27,8 kHz; angulo de

pulso de 51,4°; tiempo de adquisicion de 0.4 s; tiempo entre pulsos de 0,6 s; nimero de scans,
ca. 3000.

7.18.2. RMN 'H

Los espectros RMN 'H de 500 MHz de las fracciones de N. fastigiata se registraron en el
cquipo Bruker AM 500, con 3-(trimetilsilil)-1-propanosulfonato de sodio como referencia
interna. Se utilizaron soluciones de polisacaridos, previamente intercambiados con D,0, en
D,0 (10 mg en 0,5 ml) y colocadas en tubos de S mm dc diametro. Los parametros aplicados
fueron los siguicntes: angulo de pulso, 90° tiempo de adquisicion, 4,4 s; ancho espectral, 7,5
kHz; nimero de scans, 120.

Los espectros RMN 'H de 500 MHz de los productos de desulfatacién del carragenano
kappa se realizaron cn el cquipo Bruker AM 500, con acctona como referencia interna (a 2,20
ppm) a temperatura ambiente y a 45°C. Los polisacaridos se intercambiaron con D,O, luego
se disolvieron en el mismo solvente (7-10 mg en 0,5 ml) y se colocaron cn tubos de 5 mm de
diametro. Los parametros aplicados fueron los siguientes: angulo de pulso, 90° tiempo de

adquisicion, 4,4 s; ancho cspectral, 5,7 kHz; nimero de scans, 144.
7.18.3. RMN BIDIMENSIONAL

Los espectros RMN bidimensionales de correlacién homonuclear 'H-'H (COSY 'H-'H) y
heteronuclear >C-'11 (HETCOR "’C-'H) fueron realizados a 500 y 125 MHz en el equipo
Bruker AM 500, aplicando la secuencia de pulsos proporcionada por el software del

fabricantc.
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7.19. DESULFATACION
7.19.1. DESULFATACION ACIDA

Los xilomananos sulfatados de N. fastigiata se desulfataron con cloruro de hidrégeno
metandlico 0,1 M (preparado por reaccion de 250 pl de cloruro de acetilo con 35 mi de
metanol anhidro) segin la técnica aplicada previamente?2. Una porcion de polisacarido (21,4
mg) se suspendid en cloruro de hidrégeno 0,1 M en metanol (16 ml), agitando a temperatura
ambiente durante 72-96 h. Luego de agregar agua (5 ml), la mezcla se neutralizé con NaHCO3;
(s.s.) y se dializd contra agua corriente y destilada. Los polisacaridos desulfatados se
recuperaron por liofilizacion. Masas iniciales: F2°, 21,4 mg; F4", 90,1 mg; F6°, 102,0 mg.
Masas de producto desulfatado: F2°, 14,3 mg; F4’, 52,8 mg; F6', 53,15 mg.

7.19.2. DESULFATACION SOLVOLITICA

Las técnicas de desulfatacion solvolitica implican calentamiento de la sal de piridinio del
polisacarido sulfatado en DMSO-piridina en presencia de metanol y/o agua®?*. Las muestras
se transformaron en las sales de piridinio por pasaje a través de una columna de Amberlite IR
120+ (H"), eluyendo con agua y recogiendo sobre piridina 20 %. Las sales de piridinio se

recuperaron por didlisis contra agua destilada y liofilizacion.
DESULFATACION DE G2’ CON PIRIDINA 20 % EN DMSO

Una porcidn de la fraccion G2’ como sal de piridinio (11,45 mg) se suspendi6 en piridina
20 % en DMSO (1,4 ml), se sonicé y agité vigorosamente a fin de lograr una suspension
homogénea. De esta mezcla se coloco en un vial con cierre de teflon y se calenté en estufa a
100°C durante 10 h. La mezcla inicial se transformé en una soluciéon limpida durante el
calentamiento. El producto se recuperd por didlisis y liofilizacion; el contenido de sulfato se

determind por cromatografia ionica: 10,1 % SO;Na.
DESULFATACION DE G2’ CON PIRIDINA 2 % EN DMSO

El polisacarido como sal de piridinio (9,0 mg) se mezclé con piridina 2% en DMSO (1,4

ml), se sonicé y agité vigorosamente a fin de lograr una suspension homogénea. Esta mezcla
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se dividi6 en alicuotas de 200 pl (0,96 mg) que se colocaron en viales con cierre de teflon y
calentaron en estufa a 100°C a tiempos variables (2, 4, 6 y 8 h). La mezcla inicial se
transformd en una solucion limpida durante el calentamiento. Por otra parte, el remanente de
la solucidn inicial se tom6 como blanco y dializé. Los productos se recuperaron por dialisis y
liofilizacion; el contenido de sulfato se determind por cromatografia idnica: 9,7; 12,5; 10,6;

9,6 % SO;Na para 2, 4, 6 y 8 h respectivamente.
DESULFATACION DE G2' CON DMSO-METANOL.- PIRIDINA 89:10:1

Ll polisacarido como sal de piridinio (6,05 mg) se disolvié en una mezcla DMSO-metanol-
piridina 89:10:1 (2,4 ml). La mczcla sc calenté en vial con cierre de teflon durante 4,5 h a
105°C. El producto se recuperé por dialisis y liofilizacion; el contenido de sulfato se

determiné por el método turbidimétrico de Dogdson’: 13,0 % SO;Na.
DESULFATACION DE G2° CON MEZCLAS DMSO-METANOL-H20-PIRIDINA

El polisacarido como sal de piridinio se calenté a 100°C durante 5 h con distintos solventes
(0,4 ml solvente/mg de muestra):

1- DMSO-H,O-piridina 89:10:1; masa inicial: 6,05 mg; masa recuperada: 3,7 mg; 12,3 %

SO;Na.
2- DMSO-metanol-piridina 79:20:1; masa inicial: 5,25 mg; masa rccuperada: 3,65 mg;
13,0 % SO;Na.

3- DMSO-metanol-11,0-piridina 89:5:5:1; masa inicial: 7,45 mg; masa recuperada: 4,2

mg; 12,5 % SO3Na.

Otra porcion de muestra (5,3 mg) se trat6 con DMSO-metanol-piridina 79:20:1 (2,10 ml) a
100°C durante 9 h, siguiendo el procedimiento habitual (masa recuperada: 2,95 mg; 12,1 %
SO;Na).

En todos los casos, los productos se recuperaron por didlisis y liofilizacion; el contenido de

sulfato s¢ determiné por el método turbidimétrico de Dogdson’.
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7.19.3. DESULFATACION CON AGENTES SILILANTES

REACTIVOS NECESARIOS
clorotrimetilsilano (CTMS)

piridina anhidra (p.a., secada sobre tamices moleculares 4 A)

PROCEDIMIENTO

Los polisacaridos, como sus sales de piridinio, se agitaron unos 15 min en piridina anhidra
(solucion al 1% p/v) a la temperatura de trabajo. Luego se desulfataron por agregado de
CTMS sobre la suspension y calentando, con agitacién constante, durante el tiempo y la
temperatura indicados en cada caso. La reaccion se corté por agregado de agua, gota a gota y
en bafio de hielo, para destruir el exceso de agente sililante y desililar los grupos hidroxilo.
Los productos desulfatados se dializaron (MWCO 6000-8000 para carragenano kappa y 3500
para polisacaridos de G. confluens) contra agua corriente, destilada, NaCl 0,1 M, agua
destilada, y finalmente se liofilizaron.

Las muestras (se detallan las masas de las sales de piridinio) y las condiciones ensayadas
sobre polisacéridos de G. confluens se indican a continuacion. El contenido de sulfato de los

productos obtenidos se determiné por el método turbidimétrico de Dogdson’.

1- RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:90
8,75 mg CP + 1 ml piridina + 150 pl CTMS
calentamiento a 95°C durante 4,5 h
Rendimiento: 4,4 mg; 11,6% SO3Na

2- RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:470
10,00 mg CP + 1 ml piridina + 150 pl CTMS
calentamiento a 100°C durante 11 h, luego de 100 2 40°C, 16 h
Rendimiento: 5,80 mg; 6,1% SO3;Na

3- RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:390
20,86 mg CP + 2,09 ml piridina + 1,05 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 8 h
Rendimiento: 14,98 mg; 5,0% SO;Na

4- RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:380
19,23 mg CP + 1,92 ml piridina + 970 pl CTMS
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calentamicnto a 100°C durantc 8 h
Rendimiento: 14,88 mg; 4,5% SO;Na
5- RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:470
29,65 mg G2" + 3 ml piridina + 1,80 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 8 h
Rendimiento: 16,34 mg; 4,6% SO;Na
6- RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:380
24,80 mg G3" + 2,5 ml piridina + 1,50 ml CTMS
calentamicnto a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 16,50 mg; 6,1% SO;Na

Las condiciones ensayadas para carragenano kappa (se detallan las masas de las sales de
piridinio) s¢ indican a continuacién. El contenido de sulfato de los productos obtenidos se

determiné por cromatografia iénica, a menos que se indique lo contrario.

1. BLANCO: 29,0 mg + 2,9 ml piridina
calentamiento a 100°C durante 3 h

Rendimiento: 25,85 mg; 18,1% SO;Na

2. BLANCO: 35,0 mg + 3,5 ml piridina
calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 22,65 mg; 18,8% SO;Na

3.1 RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:200
39,6 mg + 4,0 ml piridina + 2,1 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 3 h

Rendimiento: 22,75 mg

32 RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:200
43,1 mg + 4,3 ml piridina + 2,15 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 3 h

Rendimiento: 22,15 mg; 5,5% SO3;Na

4. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:100
47,75 mg + 4,8 ml piridina + 1,17 ml CTMS
calentamicnto a 100°C durante 3 h
Rendimiento: 33,6 mg; 7,0% SO;3;Na
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5. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:50
50,1 mg + 4,0 ml piridina + 0,49 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 3 h
Rendimiento: 40,45 mg; 5,0% SO;Na

6. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:10
30,45 mg + 3,0 ml piridina + 0,075 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 3 h
Rendimiento: 24,95 mg; 12,1% SO;Na

7.  RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:4
43,0 mg + 4,3 ml piridina + 0,042 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 3 h
Rendimiento: 16,60 mg; 16,3% SO;Na

8. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:1
39,0 mg + 4,0 ml piridina + 0,010 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 3 h

Rendimiento: 17,75 mg; 16,5% SO;Na

9. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:10
53,55 mg + 5,4 ml piridina + 0,132 ml CTMS
calentamiento a 60°C durante 3 h

Rendimiento: 34,70 mg; 16,5% SO;Na

10.1. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:200
41,35 mg + 4,1 ml piridina + 2,2 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 6 h

Rendimiento: 21,35 mg

10.2. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:200
55,85 mg + 5,6 ml piridina + 2,8 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 6 h

Rendimiento: 33,6 mg

11. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:100
59,85 mg + 6,0 ml piridina + 1,46 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 6 h

Rendimiento: 43,15 mg
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12. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:50
54,3 mg + 5,4 ml piridina + 0,66 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 6 h

Rendimiento: 40,1 mg; 5,3% SO;3;Na

13.1. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:200
18,45 mg + 1,84 ml piridina + 0,93 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 5,3 mg (partc de la solucion se perdid por proyeccion al agregar agua);
9,7% SO;Na (turbidimetria)

13.2. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:200
30,0 mg + 3,0 ml piridina + 1,6 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 16,35 mg; 11,3% SO;Na (turbidimetria)

13.3. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:200
31,7 mg + 3,2 ml piridina + 1,7 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 15,4 mg

13.4. RELACION MOLAR SULFATO-CTMS 1:200
36,75 mg + 3,7 ml piridina + 1,84 ml CTMS
calentamiento a 100°C durante 8 h
Rendimiento: 22,65 mg; 6,9% SOs;Na (cromatografia ionica); 11,3% SO;3;Na

(turbidimetria)



Parte experimental

7.20. DEGRADACION DE SMITH

Los polisacaridos CP y G2', de G. confluens, se sometieron a una degradacion de Smith?®
en las condiciones descriptas por Usov et al.*’ pero agregando ademas MMB, a fin de evitar

la degradacion de unidades labiles durante la etapa de hidrolisis controlada.

REACTIVOS NECESARIOS
1- NalO, 0,02 M

2- Etilenglicol

3- Borohidruro de sodio
4- Acido acético

5- Acido acético 1,5 %

6- 4-metilmorfolina-borano (MMB) 80 mg/ml

PROCEDIMIENTO

A una solucion acuosa de xilogalactano sulfatado (CP, 51 mg; G2°, 49,7 mg; disueltos en
20 ml) se agreg6 NalO4 0,02 M (20 ml) y se dejo agitando en oscuridad, a temperatura
ambiente, siguiendo el consumo de oxidante por su absorbancia a 222 y 304 nm. Una vez que
ces6 el consumo de NalOy4 se destruyd el exceso con etilenglicol (0,5 ml), agitando durante 1
h. La mezcla de reaccion se dializd, concentr6 a aproximadamente 10 ml, y se redujo durante
16 h con exceso de NaBH,. Luego de acidificar con acido acético, se dializo6 y liofilizé6 dando
el polisacarido oxidado y reducido (CP, 36,4 mg; G2°, 38,3 mg). Estos productos (CP, 32,4
mg; G2’, 38,3 mg) se sometieron a una hidrélisis suave por tratamiento con la solucién de
MMB (2 ml) y el 4cido acético 1,5 % (4 ml), con calentamiento a 100°C durante 2 h. Se
evaporé a sequedad, el residuo se redisolvid y dializé para dar los productos CPSD (23,7 mg)
y G2°SD (32,0).



Capitulo 7

7.21. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los ensayos de actividad anti-HSV y anticoagulante fueron realizados en el Departamento
de Quimica Bioldgica de la I'acultad de Ciencias Exactas, Universidad de Buenos Aires, por
los Dres. E.B. Damonte y C.A. Pujol. Los ensayos de actividad anti-HIV fueron realizados en

el Institut de Virologic, INSERM U74, Strasbourg, Francia.
7.21.1. ACTIVIDAD ANTI-HSV

COMPUESTOS, CELULAS Y VIRUS

Los polisacaridos se disolvieron en agua, fueron csterilizados por filtracion y se hicieron
diluciones adecuadas para los ensayos en medio de cultivo.

Sc usaron las siguicntes cepas de virus: herpes simplex tipo 1 (HSV-1) cepa F, las cepas
deficientes en timidina quinasa HSV-1 (TK") B2006 y Field; HSV-2 (cepa G). Todas las cepas

se propagaron y titularon sobre células Vero (células de rifion de mono verde africano).

PROCEDIMIENTO

La actividad antiviral sc evalué mediante un ensayo de reduccion de placas. Monocapas de
células Vero, distribuidas en microplacas de 24 pocillos (6 x 10° células/pocillo), se
infectaron con 80 unidades formadoras de placas (PFU) por pocillo en ausencia o presencia de
los polisacaridos en concentraciones variadas. Luego se cubrieron con medio esencial minimo
de Eagle (MEM) conteniendo 0,5 % de metilcelulosa y la dosis correspondicnte de agente
antiviral o polisacarido. Luego de la adsorcion, las células se lavaron y cubrieron con medio
de cultivo de mantenimiento que incluia al polisacarido en la misma concentracion. Las
placas se contaron luego de 2 dias de incubacion a 37°C. La concentracion inhibitoria 50%
(ICso) se defini6 como la concentracion de compuesto requerida para reducir el nimero de
placas virales al 50%, con respecto a controles realizados en ausencia de compuestos
antivirales. Los datos informados son el promedio de experimentos duplicados para cada
dilucion de muestra.

La citotoxicidad de los polisacaridos se evaluo, paralelamente a la actividad antiviral, por
determinacion de la viabilidad de células por el método de exclusion de trypan blue (tincion
de las células muertas)®®. Las monocapas de células Vero se incubaron durante 48 h a 37°C,
con medio de cultivo de mantenimiento que contenia ademas diluciones en serie (1:2) de los

compuestos estudiados. Después se rcmovidé el medio, las células se tripsinizaron y se
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determiné el nimero de células viables. Se usaron dextran sulfato de 8000 Da de peso
molecular (DS8000) y heparina como compuestos referencia. La concentraciéon citotéxica

50% (CCsp) se definié como la concentracion de compuesto que reducia el nimero de células
viables al 50%.

7.21.2. ACTIVIDAD ANTI-HIV?

COMPUESTOS, CELULAS Y VIRUS

Los polisacaridos se disolvieron en agua, fueron esterilizados por filtracion y se hicieron
diluciones adecuadas para los ensayos en medio de cultivo RPMI 1640. Los cultivos de
control recibieron los mismos volimenes de solvente, sin exceder nunca el 1%.

Los cultivos se mantuvieron a 37°C en atmésfera con CO, 5%. Se estudiaron los efectos de

los compuestos en la replicacion de HIV en células MT-4 y CEM-SS.

PROCEDIMIENTO

1- HIV-1y, SOBRE CELULAS MT-4

En el primer ensayo, la actividad de los polisacaridos contra HIV-1y,;;, estaba basada en la
inhibicion del efecto citopatogénico inducido por el virus sobre células MT-4. Las células se
infectaron con HIV-1y;, con 5 veces la dosis infectiva de cultivo celular 50% (TCIDsp) —que
se determiné por evaluacion de la actividad de la transcriptasa reversa (RT) liberada por
células MT-4 infectadas luego de 5 dias. Esta dosis infectiva disminuye el nimero de células
viables en un 90% luego de 5 dias. Luego de la adsorciéon a 37°C durante 30 min., las células
infectadas se ajustaron a una concentracién de 2 x 10° células/ml en medio RPMI 1640
suplementado con 20% de suero fetal bovino (FCS) inactivado con calor, 100 1U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2 mM de glutamina, y se cultivaron en placas de
cultivo de 96 pocillos con 100 pl de compuesto a varias concentraciones. En el quinto dia, la
viabilidad celular se midié por reaccion colorimétrica de MTT, basada en la capacidad de la
deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas para reducir a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio a formazan. La cantidad producida de formazan, medida por su absorbancia a
540 nm, se correlacioné con el nimero de células vivas®. El porcentaje de proteccion de las

células infectadas y tratadas con los compuestos se calculé aplicando la férmula propuesta por

Pauwels ef al.*°:
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T-1
U-1

P= x 100

donde: P, porcentaje dc proteccion;
T, absorbancia a 540 nm de las células infectadas y tratadas con la muestra;
1, absorbancia a 540 nm de las células infectadas control;
U, absorbancia a 540 nm de las células no infectadas control.

La concentracion inhibitoria ICso corresponde a la concentracion de compuesto ensayado

que conficre un 50% de proteccion.

2- HIV-1,, SOBRE CELULAS CEM-SS

El procedimicnto seguido para medir la actividad anti-HIV en células CEM-SS estaba
basado en la deteccion cuantitativa de la actividad de RT en el sobrenadante del cultivo. Las
células CEM-SS se infectaron con 111V-1;4; a 20 TCIDs (evaluado de la misma manera que
en el ensayo anterior). Lucgo de permitir la adsorcion durante 30 min, las células se lavaron
dos veces para eliminar particulas virales no adsorbidas y cultivadas a una concentracion final
de 1 x 10° células/ml en presencia de varias diluciones de los compuestos probados. En el

quinto dia siguiente a la infeccion se evalud la actividad de RT en el sobrenadante como se

indica a continuacion.

3- ENSAYO DE TRANSCRIPTASA REVERSA

Las particulas virales (65 pl de sobrenadante del cultivo) se disociaron en 10 min, a 4°C,
por tratamiento con buffer de lisis (10 pl) conteniendo: 0,5% de Triton X-100; cloruro de
potasio 0,75 M y ditiotreitol (DTT) 50 mM. Los ensayos de RT se hicieron a 37°C durante 60
min, afiadiendo 25 pl de una mezcla de reacciéon conteniendo: Tris-HCl 0,2 M (pH 7,8);
MgCl, 20 mM; EGTA 4 mM; 3 pCi de [*Hitimidina trifosfato (48 Ci/mmol); 5 pg de
oligo(rA)-oligo(dT). La reaccion se detuvo con 20 pl de difosfato de tetrasodio decahidratado
en 60% de 4cido tricloroacético. Los precipitados se recolectaron sobre un filtro y se midi6 la

radioactividad. Los cnsayos se hicieron por duplicado.

4- CITOTOXICIDAD
La toxicidad de los compuestos sobre las células MT-4 y CEM-SS no infectadas (mock-
infected cells) sc midi6 también por ¢l método MTT. Se definié como CCsp a la concentracion

de compuesto que producia un 50% de la absorbancia medida a 540 nm con respecto a las

células testigo.
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7.21.3. ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE

El tiempo de trombina se midié utilizando plasma humano y varias concentraciones de los
xilomananos. Se mezclaron plasma humano (170 pl) y la solucién ensayada (30 pl),
incubando 2 min a 37°C. A la mezcla se lc agregd trombina bovina (7,5 U/ml; 100 pl) y se

registro el tiempo de coagulacion.
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RESUMEN

Las investigaciones llevadas a cabo sobre polisacaridos de algas rojas son relevantes a
partir de dos aspectos basicos:

1- El analisis estructural de los polisacaridos, a fin de evaluar la diversidad de estructuras
naturales y de establecer su aplicacion como indicadores quimiotaxonémicos.

2- La deteccion de especies con usos practicos potenciales debido a ciertas propiedades —
como actividad antiviral- y el estudio de correlaciones estructura-actividad.

Ademas se intenta desarrollar y mejorar las metodologias utilizadas para el estudio
estructural de los hidratos de carbono de interés.

En este trabajo de Tesis se estudiaron los sistemas de polisacaridos extraidos de dos
especies de algas rojas de la costa patagonica y antartica: Nothogenia fastigiata
(Galaxauraceae, Nemaliales) y Georgiella confluens (Ceramiaceae, Ceramiales),
respectivamente. El contenido esta dividido en cinco partes, de las cuales la primera es una
introduccion al tema, las tres siguientes corresponden a resultados obtenidos y la ultima a los
métodos experimentales aplicados.

Parte L. En el Cap. I se introducen las clasificaciones y estructuras de los polisacéaridos de
algas rojas marinas. Se detallan los antecedentes bibliograficos vinculados al analisis
estructural de galactanos sulfatados extraidos de Ceramiaceae.

El estudio del sistema de polisaciridos de N. fastigiata habia sido iniciado con
anterioridad. Dicho sistema comprende:

1- D-Xilanos neutros del tipo denominado “uniones mixtas” con enlaces B-(1-3) y B-(1-4).
Se aislaron tres fracciones (X1-X3) por precipitacion con etanol. Su estudio indic6é que las
uniones B-(1—3) estaban dispersas en toda la cadena.

2- Xilogalactanos sulfatados (F1, F7) de la familia del agar, que mostraron caracteristicas
erraticas de solubilidad, atribuidas a asociaciones moleculares.

3- Xilomananos sulfatados (F2-F6). El analisis preliminar de dos fracciones indicé la
presencia de D-mananos con uniones a-(1—3), sulfatados en las posiciones 2 y 6, con
ramificaciones simples de xilosa sobre C-2.

En el Cap. 2 se desarrollan los antecedentes vinculados a la actividad antiviral de los
polisacaridos sulfatados de N. fastigiata. Las cinco fracciones de xilomananos sulfatados
fueron probadas para controlar su actividad contra HSV-1, resultando interesante solamente

F6. Se analiz6 entonces su eficacia frente a varios virus a ADN y ARN. La actividad



Resumen

inhibitoria completa se logré solo cuando el compuesto estaba presente durante el periodo de
adsorcion viral.

Posteriormente, y en simultaneo con este trabajo de Tesis, se demostro que tres actividades
mediadas por la glicoproteina gC —vinculada a la adhesion de HSV-1 al heparan sulfato de la
superficie celular— eran igual y efectivamente bloqueadas por F6. Esto confirmé la interaccion
de F6 con los dominios cargados positivamente dec la glicoproteina viral, evitando la
adsorcion del virus a la célula.

Parte II. Las propicdades antivirales demostradas por el sistema de xilomananos de M.
fastigiata, asi como cl interés por determinar exhaustivamente la estructura poco frecuente de
estos polisacaridos y la posibilidad de establecer una correlacion estructura actividad fueron
los factores que motivaron la investigacidon (Cap. 3). Se comenzd llevando a cabo un nuevo
procedimicnto de extraccion y fraccionamiento, basado ecn la precipitacion de los
polisacaridos sulfatados con cetrimida y su redisolucion en soluciones de concentracion
crecientc de NaCl. A fin de asegurar un intercambio eficiente de los cationes Na’, se
redisolvieron las fracciones F2, F4-F6 en sendas soluciones de NaCl, dando lugar a F2’, F4’-
F6’. El fraccionamiento dc los xilomananos dependio fundamentalmente del contenido de
ramificaciones simples de xilosa. Sélo aquellas fracciones con niveles de xilosa similares se
separaron segun su grado de sulfatacion. Estos polisacaridos poseian una conformacion al
azar en solucion. Se llevaron a cabo estudios de metilacion, desulfatacion-metilacion y

espectroscopia RMN "*C y 'H.

HO,
HO | R' R’ R’
Man 2X H Man H H
Man 2X 6S | NaSO, Man 2S NaSO, H
o} R0 Man 6S H NaSO,

\ Man 2,6-diS | NaSO;  NaSO,

El alga roja N. fastigiata biosintetiza un sistema dc D-mananos con uniones a-(1—3)
sulfatados en las posiciones 2 y 6, y con ramificaciones simples de D-xilosa enlazada B-
(1>2). Se establecio la composicion en unidades estructurales de los xilomananos,

considerando quc la abundancia de unidades disulfatadas era minima. Tanto F2’ como F4’
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contienen xilomananos que se aislaron como complejos con otros polisacaridos existentes en
el alga. Las fracciones F5’ y F6’ son mananos verdaderos.

La falta de dependencia directa entre el contenido de sulfato y el orden de fraccionamiento
de las muestras, sugirié que el factor principal para la precipitacion y redisolucion de los
polisacaridos era la formacion de agregados de moléculas. Los xilogalactanos, xilomananos y
xilanos pertenecientes al sistema formarian agregados insolubles y solubles. Estas
propiedades de agregacion podrian explicarse mediante el modelo de “cierre de cremallera”
(sugar zipper) para interacciones carbohidrato-carbohidrato. Ademas, los xilomananos
contenian mayoritariamente cationes Ca** y Mg?* a pesar de haber sido sometidos a dos
tratamientos sucesivos con NaCl. Dichos cationes no actuaban como simples contraiones, sino
que estaban complejados con los polisacaridos. En particular, F2’ (con 91% de grupos
aniénicos asociados a cationes divalentes, baja sulfatacion y alto contenido de xilosa) fue
aislada como un complejo de xilomanano con galactano y xilano. Ciertas regiones de los
hidratos de carbono podrian interactuar entre si —mediante interacciones cooperativas
carbohidrato-carbohidrato dependientes de calcio— formando complejos muy estables.

Se evaluéd la actividad biol6gica de los xilomananos cuyo analisis estructural se llevo a
cabo. Si bien algunas fracciones resultaron activas frente a HIV, su citotoxicidad elevada les
rest6 interés para llevar a cabo estudios posteriores. El manano F6’ fue el compuesto mas
activo frente a varias cepas de HSV tipos 1 y 2, dos de ellas resistentes a aciclovir. Las
actividades de F2’ y F3’ resultaron algo menores, mientras que F5’ no inhibio
significativamente la replicacion viral. Los polisacaridos no fueron citotoxicos. Aquellos
xilomananos cuya distribucién de sulfato simule la distribucion de cargas negativas de los
sitios de unién del heparan sulfato podran inhibir competitivamente la unién de HSV. La
presencia de grupos 2- y 6- sulfato parece ser importante, pero también se requiere su
distribucién en dominios que imiten el sitio de union del receptor celular. El manano F6’ es el
que reproduciria mejor el dominio para la unién viral.

Los polisacaridos sulfatados suelen poseer propiedades anticoagulantes. Sin embargo, las
fracciones de xilomananos estudiadas no resultaron activas. Esto constituye una ventaja para
la aplicacién potencial de estos polisacaridos como agentes antivirales en formulaciones de
aplicacion local, con menores efectos secundarios adversos.

En el Cap. 4 se trata la aplicacion de una nueva metodologia para determinar el peso
molecular y su funcién de distribucién en polisacaridos de algas rojas: los xilomananos
sulfatados y los xilanos fueron estudiados por EM UV-MALDI-TOF.

Los espectros de los xilomananos presentaron ciertas caracteristicas interesantes:
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1- Abarcaron un rango amplio de valores de m/z (~2100-45300 uma), siendo este el primer
antecedente sobre espectros de masa UV-MALDI-TOF de polisacaridos sulfatados de
pesos moleculares tan altos.

2- Individuaimente, no mostraron una distribucion unimodal de pesos moleculares.

3- Estaban compuestos por pocos picos que aparecieron al azar, sugiriendo la existencia de
procesos de desorcion/ionizacion erraticos y de baja eficiencia.

El célculo de los pesos moleculares promedio numérico dio mayores coincidencias para
las fracciones de menor peso molecular, con respecto a los valores obtenidos por dosaje de
extremos reductores. En las demas, los pesos moleculares calculados por EM MALDI eran
menores. Las difercncias aumentaban con el peso molecular, indicando mayores dificultades
en la etapa de desorcidon/ionizacion y la consecuente discriminacion de masas, con defecto de
iones de m/z mayores.

El analisis dc un espectro total de 12’ reveld una distribucion unimodal velada. La
reconstruccion de un espectro total para la familia de xilomananos mostré una distribucién
unimodal, con distorsiones de la envolvente causadas por el proceso de obtencion y calculo y
por la naturaleza compleja del sistema de polisacaridos.

Con respecto a los xilanos, sélo se obtuvicron buenos espectros par X1 y X3, con las
siguientes caracteristicas:

1- Mostraron distribuciones unimodales de pesos moleculares.

2- Se registraron cn modo lineal tanto positivo como negativo.

3- Las seiiales principales, bien resueltas, diferian en una unidad de anhidroxilosa.

4- Los iones principales fueron [M+Na]" 6 [M-H] (modos positivo o negativo).

La coincidencia entre los pesos moleculares promedio numérico determinados por UV-
MALDI-TOF y por espectroscopia  RMN 'H indicé que los experimentos de EM dieron
resultados que reflejaban cn forma confiable la composicion de estas muestras en relacion a
su distribucion de pesos moleculares.

La aplicacion de EM UV-MALDI-TOF a la determinacion de la distribucién de pesos
moleculares de carbohidratos esta todavia en desarrollo. El enfoque general de los trabajos
publicados consiste cn la comparacion con los resultados obtenidos por métodos
convencionales. Los experimentos realizados sobre N. fastigiata demostraron que es
interesante su aplicacion a polisacaridos de algas rojas, si se cuenta con una buena
combinacion dc las variables expcrimentales.

Parte IIL. El Cap. 5 comprende el analisis cstructural de los polisacaridos de G. confluens.

No existian antecedentes bibliograficos sobre esta especie, aunque datos de otros miembros de
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Ceramiales permitian esperar la presencia de galactanos sulfatados de la familia del agar. Por
tratamiento con cetrimida y redisolucion en soluciones de NaCl, se aislaron siete fracciones
de las cuales dos —G2 y G3- sumaban el 86% de la masa recuperada. Cada una fue redisuelta
en solucion de NaCl dando las fracciones G2’ y G3’, sobre las que se llevo a cabo el analisis
estructural. Ademas se estudié CP, el material antes del fraccionamiento.

El andlisis de las subfracciones aisladas por cromatografia de intercambio i6nico de G2’ en
columna de DEAE Sephadex A-25 (CI) permitidé concluir que G2’ era una muestra
polidispersa de composicion homogénea. Por lo tanto, se desestimo el estudio exhaustivo de
las subfracciones y se continué con el de G2’ como tal.

Las metodologias utilizadas fueron: metilacion, etilacion, desulfatacion-etilacion,
desulfatacién-metilacion, degradacién de Smith, espectroscopia RMN "°C y determinacién de
la configuracion absoluta de monosacaridos a partir de derivados diastereoméricos. Se
aplicaron dos técnicas desarrolladas durante este trabajo de Tesis: desulfatacion de
polisacaridos sulfatados con CTMS en piridina y determinacién de la configuracién absoluta
de residuos de 2,6-di-O-metilgalactosa por aminacion reductiva con (S)-1-feniletilamina.

El analisis de los espectros RMN '°C, a la luz de los resultados provenientes de analisis
quimicos, permiti6 la asignacion de ciertas unidades relevantes dentro del complejo esquema

de sustitucion de estos polisacaridos.
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En conclusién, las muestras aisladas de G. confluens presentan las siguientes

particularidades estructurales:

1- Una cadena central de agarano altamente metilado.

31



Resumen

2- Bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa y sus unidades precursoras.

3- Ramificaciones simples de xilosa unidas a la posicion 4 de unidades de B-D-galactosa.
4- Sulfatacion mayoritariamente en la posicion 3 de a-L-galactosa.

5- Sulfatacion menor en la posicion 4 de B-D-galactosa..

Los polisacaridos de G. confluens son muy interesantes a nivel estructural, ya que es la
primera vez quc se encuentra un sistema de polisacaridos que reinen dos caracteristicas
inusuales en galactanos de algas rojas: suifatacion en C-3 de unidades a-L-galactosa y
ramificaciones simples dc xilosa en la posicion 4 de B-D-galactosa.

Parte IV. En ¢l Cap. 6 se desarrolla la reaccion de dcsulfatacion con CTMS de
carragenano kappa comercial, a fin de probar su eficacia en un polisacarido con maximo
contenido dc unidades de 3,6-anhidrogalactosa y optimizar las condiciones de reaccion. Los
productos de desulfatacion aislados se caracterizaron por espectroscopia RMN, contenido de
sulfato, peso molecular y porcentaje de recuperacion. Se decterminaron las mejores
condiciones experimentales —en términos de desulfatacién con menor degradacién y mayor
recuperacion del producto.

Se llevé a cabo ademas el estudio por RMN 1D ("*C, 'H) y RMN 2D (COSY 'H-'H,
HETCOR "“C- 'H) dc carragenano beta —obtenido por desulfatacion total de carragenano
kappa- quc permitié la asignacion completa de su espectro protonico.

El método de desulfatacion desarrollado demostré ser util y versatil para la remocion de
grupos sulfato en posiciones distintas y en varios tipos de polisacaridos. En algunos casos fue
la Gltima técnica de desulfatacion adecuada que permitio completar el analisis estructural de
las muestras.

Parte V. El Cap. 7 incluye los métodos cxpcrimentales utilizados.
Parte de esta Tesis dio lugar a las siguientes publicaciones:

Kolender, A.A.; Matulewicz, M.C. “Sulfated polysaccharides from the red seaweed
Georgiella confluens” Carbohydr. Res. 2002, 337, 57-68.

Erreca, M.I.; Kolender, A.A.; Matulewicz, M.C. “Absolute configuration of 2,6-di-O-
alkylgalactose obtained from peralkylated red algal polisaccharides” Bot. Mar. 2001, 44, 133-
138.
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Erra-Balsells, R.; Kolender, A.A.; Matulewicz, M.C.; Nonami, H.; Cerezo, A.S. “Matrix-
assisted ultraviolet laser-desorption ionization time-of-flight mass spectrometry of sulfated

mannans from the red seaweed Nothogenia fastigiata” Carbohydr. Res. 2000, 329, 157-167.

Kolender, A.A.; Pujol, C.A.; Damonte, E.B.; Cerezo, A.S.; Matulewicz, M.C. “Sulfation of
kappa carrageenan and antiviral activity” An. Asoc. Quim. Argent. 1998, 86, 304-311.

Kolender, A.A.; Pujol, C.A.; Damonte, E.B.; Matulewicz, M.C.; Cerezo, A.S. “The system
of sulfated a-D-(1—3)-linked D-mannans from the red seaweed Nothogenia fastigiata -

Structures, antiherpetic and anticoagulant properties” Carbohydr. Res. 1997, 304, 53-60.

Kolender, A.A.; Matulewicz, M.C.; Cerezo, A.S. “Structural analysis of antiviral sulfated

a-D-(1-3)-linked D-mannans” Carbohydr. Res. 1995, 273, 179-185.
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APENDICE A.1. AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE POLISACARIDOS DE NOTF

Nothogenie
fastigiata

1-HZ0 ebullicién
2-Precipitacién ~PrOH

1* Extraccién
2% Extraccién
3* Extraccion

F2 NaCi1,0 M
F4 NaCl2,0 M
F5 NaCl3,0 M

NaCl4,0 M

F6



4STIGIATA

1® Extraccion
H0
R1 S1
residuo solucién
cetrimida
X P1 l
ppdo
NaCl0.S M
F1 ppdo
NaC! 1.0 M
F2 ppdo
NaCl1,5 M
F3 ppdo
NaCl 2,0 M
F4 ppdo
NaCi3.0 M
F5 ppdo
NaCl 4,0 M
‘-F6° se recuperaron
F6 F7

con 1-pentanol, didlisis

ppdo




DE GEORGIELLA CONFLUENS

CP
1H20
2-cetrimida
ppdo | G1
NeCl 05 M
G2 | NaCiO,5M

DEAE Sephadex

NaCl1,0M

G3 NaCi1,0M » G3

P1
do
ppdo
NaCl 2,0 M
10 G4

NaCi30M

A-25

G2'D1-H,0
G2'D2-NaC!0,3M
G2°'D3 -NaCi0,3 M

»G2'D4-NaCio3 M

G2'D5-NaCios M
G2°'D6 - NaCl 0,5 M
G2'D7-NaCi0,7 M
G2'DB8-NaCl 0,7 M
G2'D9-NaCi1,0M




APENDICE A.2. AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE POLISACARIDOS DE GEO,

Georgielle
confluens

H,O (ta.)

H0 (ta)
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