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POLISACÁRIDOS DE NOTHOGENIA FASTIGIA TA Y GEORGIELLA

CONFLUENS (RHODOPHYTA). NUEVOS MÉTODOS DE ANÁLISIS PARA

POLISACÁRIDOS DE ALGAS.

Este trabajo de Tesis versa sobre cuatro aspectos principales:

l- Estudio de los polisacáridos del alga roja Nolhogenia jásligiala (Galaxauraceae,

Nemaliales) y evaluación de su actividad antiviral. Comprende un sistema de D-mananos

con uniones a-(l—>3), sulfatados en las posiciones 2 y 6, y con ramificaciones simples de D­

xilosa enlazada B-(l—>2).Los xilomananos contenían mayoritariamente cationes de calcio y

magnesio, que estaban involucrados en la formación de complejos entre los polisacáridos del

sistema mediante interacciones cooperativas carbohidrato-carbohidrato dependientes de

calcio. La fracción F6' file la más activa frente a varias cepas de HSV tipos 1 y 2, dos de

ellas resistentes a aciclovir. Por otra parte, no presentó actividad anticoagulante, lo cual

constituye una ventaja para su aplicación potencial como agente antiviral en formulaciones

de aplicación local.

2- Aplicación de espectrometría de masa UV-MALDI-TOF, para determinar los pesos

moleculares y sus funciones de distribución, sobre xilomananos sulfatados y xilanos neutros

de N.fastigiala.

3- Análisis estructural de los polisacáridos de Georgiella confluens (Ceramiaceae,

Ceramiales). Los resultados indicaron la presencia de una cadena central de agarano

altamente metilado con un esquema de sustitución inusual en galactanos de algas rojas:

sulfatación en C-3 de unidades de a-L-galactosa y ramificaciones simples de xilosa en la

posición 4 de B-D-galactosa.

4- Desarrollo de un método de desulfatación para polisacáridos sulfatados empleando

clorotrimetilsilano. Permitió completar el análisis estructural de los xilogalactanos de G.

confluens. También se encontraron las mejores condiciones para la desulfatación de

carragenano kappa comercial, a fin de probar su eficacia en un polisacárido con máximo

contenido de unidades de 3,6-anhidrogalactosa. El estudio por experimentos RMN mono- y

bidimensionales de carragenano beta -obtenido por desulfatación de carragenano kappa­

permitió la asignación completa de su espectro protónico.

Palabras clave: polisacáridos sulfatados; xilomananos; xilanos; galactanos; UV-MALDI­

TOF; desulfatación.



POLYSACCHARIDES FROM NOTHOGENIA FASTIGIA TA Y GEORGIELLA

CONFLUENS (RHODOPHYTA). NEW ANALYTICAL METHODS FOR ALGAL

POLYSACCHARIDES.

This Thesis comprises four major sections:

l- Analysis of the polysaccharides from the red seaweed Nolhogenia filsligiala (Galaxauraceae,

Nernaliales) and evaluation of their antiviral activities. The sulfated polysaccharides extracted from

this seaweed comprise a family of a-(l—)3)-linked D-mannans, 2- and 6-sulfated and having single

stubs of [3-(1-—)2)-linkedD-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 Fó' proved to be the most active

against several HSV strains, two of them resistant to acyclovír. 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 pattem 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 rcsonances 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-MALDl-TOF;

desulfat ion.
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS

Nota: Teniendo en cuenta que el idioma generalizado para las publicaciones científicas es el

inglés, se han traducido al castellano las palabras cuyo significado se mantiene en ambos

idiomas, pero se han dejado en inglés frases o giros cuya utilización es universal y cuya

traducción carece de aplicación práctica en el castellano. Por ejemplo se retuvo la sigla

MALDl (matrix-assisted laser desorption/ionization) dado que su traducción correspondiente

carece de aplicación en la jerga cotidiana. En algunos casos junto a la traducción se indicó

entre paréntesis la frase original en inglés, a fin de clarificar el concepto.

Análogamente: l) se utilizaron como sinónimos de “hidrato de carbono”: glúcido, glicano,

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

2,5-DHB ácido 2,5-dihidroxibenzoico, ácido gentísico

4-HCCA ácido a-ciano-4-hidroxicinámico

ASE efecto de supresión del analito

AZT azidotimidina
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CCso concentración citotóxica 50%
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DMF N,N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulfóxido
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D88000 dextrán sulfato (PM 8000 Da)

DSS 2,2-dimctil-2-silapentano-S-sulfonato de sodio; 3-(trimetilsilil)-l­

propanosulfonato de sodio

EM espectrometría de masa

ESI electrospray ionizalion
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PARTE I

INTRODUCCIÓN



CAPÍTULO 1

INTRODUCCIÓN A LOS POLISACÁRIDOS DE

ALGAS ROJAS

Las algas rojas (Rhodophyta) incluyen unas 6000 especies, mayoritariamente marinas,

agrupadas en alrededor de 670 ge'neros que habitan las costas y plataformas continentales de

regiones tropicales y de aguas frías. Algunas algas rojas tienen importancia económica debido

a que sus polisacáridos se utilizan principalmente como aditivos alimentarios y como

gelificantes. l’or eso que se las cultiva o recolecta en numerosas áreas cn todo el mundo.

Los objetivos generales de los trabajos de investigación llevados a cabo en esta área son:

i) El estudio de la composición de los polisacáridos de especies de algas que no hayan sido

investigados con anterioridad, a lin de evaluar la diversidad de estructuras naturales.

ii) El desarrollo y mejoramiento de metodologías adecuadas para el estudio estructural.

iii)La acumulación de datos relevantes para correlacionar la composición de los polisacáridos

con la taxonomía de las algas, o bien la estructura con sus propiedades.

iv)La detección de especies con usos prácticos potenciales: se han informado numerosos

polisacáridos de algas rojas con propiedades antivirales, anticoagulantes y otras que

permitirían su aplicación en la industria farmacéutica.

1.1. TAXONOMÍA

Tradicionalmente las algas rojas se dividieron en dos clases, Bangiophyceae y

Florideophyceae. Alternativamente, se propuso una clase única —Rhodophyceae—y dos

subclases: Bangiophycidae y Florideophycidae. Según evidencias moleculares y de

ultraestructura actualmente se acepta a Bangiophyceae como un grupo parafilético, mientras

que Florideophyceae se considera monoíiléticol'z. La clasificación sistemática de los órdenes

de Florideophyceae fue revisada recientemente por varios autoresM y continúa en análisis a

tin de lograr una hipótesis evolutiva completamente definida. Dentro de Florideophyceae se

incluyen l4-l7 órdenes, en base a características reproductivas y estructurales7. En la Tabla

l.l se incluyen estos órdenes, con el agregado de las familias a las que pertenecen las dos

especies de algas rojas estudiadas en este trabajo de Tesis: Nolhogenia jas'ligiata (Bory)

Parkinson” y Geogiella confluens (Reinsch) Kylinq.



Capílulo l

Tabla l.l. Clasificación de Florideophyceae(Rhodophyta)

Clasc Orden Familia Especie

Floridcophyceae Acrochaetiales

Ahnfcltiales

Batrachospermales

Bonnemaisonialcs

Ceramiales Ceramiaceae Georgiella con/Inem­

Corallinales

Dumontialcs

(ielidiales

Gigartinales

Oracilarialcs

l-lalymeniales

llildenbrandialcs

Nemaliales Galaxauraceae Nolhogeniafasligiata

Palmariales

Plocamiales

Rhodymenialcs

Sphacrococcales

1.2. POLISACÁRIDOS DE ALGAS ROJAS

Las paredes celulares de las algas rojas están constituidas por polisacáridos,

proteoglicanos, péptidos. proteínas, lípidos y elementos inorgánicos asociados. l.os

polisacáridos pueden agruparse de acuerdo con su función biológica como los glicanos de

estructuras más rígidas (con uniones B) como celulosa, mananos y xilanos, y los carbohidratos

más flexibles, generalmente sulfatados, que constituyen la matriz donde están embebidas las

fibras del esqueleto rígido"). l .a capacidad de sinteti7ar polisacáridos ácidos es una propiedad

especialmente interesante de las algas rojas. Varias especies de agua dulce producen

heteropolisacáridos complejos que contienen ácidos urónicos junto con monosacáridos

neutros. l’or el contrario, las algas rojas marinas contienen galactanos sulfatados, y en

ocasiones xilomananos sulfatados. que no tienen similitud con los polisacáridos de plantas
l l

ÍCITCSII'CS .
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En la mayoría 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 química fue

determinada sin ambigüedades solamente en algunos casos. En algunos representantes de

Bangiophyceae no se detectó celulosa, pero en su reemplazo contenían un manano lineal con

enlaces B-( l —>4).

El denominado almidón de las florídeas es un polisacárido de reserva de las algas rojas y

su contenido varía según las especies. Se trata de un a-glucano ramificado similar a las

amilopectinas de plantas superiores, en ciertos casos se asemeja al glucógeno animal por su

grado de ramificación. La ausencia de cualquier tipo de amilosa lineal fue considerada

inicialmente como la diferencia principal entre el almidón de las florídeas y el almidón de

plantas superiores, pero más tarde también se detectó amilosa en ciertos representantes de los

órdenes Bangiales y Porphyridiales (ambos pertenecientes a Bangiophyeeae).

1.2.1. XILANOS

Algunas especies de algas rojas contienen cantidades considerables de xilanos neutros

lineales, com uestos r residuos de -t)—xiloiranosa con enlaces vlicosídicos 1-)3 1-)4Y ,

por lo que se los denomina xilanos de tipo “enlaces mixtos”. lil primer polisacárido de este
I2,13. . . , , . . , . 4 e . _

tipo mvesttgado por metodos qurmlcos y enzimaticosl "5 luc un xrlano de I’almarra

palmata. Las fracciones de xilanos que diferían en su solubilidad contenían proporciones

diferentes de enlaces 1-)4 y l—+3,aunque siempre predominaba el primer tipo. Los enlaces

1-)3 estaban distribuidos de manera irregular en la macromoléeula y generalmente estaban
‘ , . ‘ ¡5 .‘ . . .separados unos de otros por una o mas uniones l—>4 . Se aislaron xrlanos Similares del otras

I6,l7especies del orden l’almariales así como de integrantes del orden Nemaliales: Nothogenia
l9.20- . . IE y . v . . . . . .

jasllgrala (como (¡haetangrumjasllglatum ), Nothogema ermaceaz' (como Chaetangmm

erinaceum), Galaxaura rugosa22 (como G. squalida) y Nemalion vermicu/are'un". Se

sugirió el uso de espectroscopía de resonancia magnética nuclear de HC (RMN l3C) para la

caracterización de estos xilanos, en reemplazo de los metodos químicos'ó'”, ya que los

espectros proporcionan información sobre todas las características estructurales de estos

polisacáridos excepto sobre la distribución de los dos tipos de uniones a lo largo de Ia cadena.

lil análisis de xilanos de anhogeniafastigiula por espectroscopía RMN l3Ca 75 Ml l7,a 85°C

permitió determinar además que las uniones 1-)3 no estaban agrupadas en bloques sino que

estaban dispersas en toda la cadena”.



Capílulo I

1.2.2. MANANOS SULFATADOS

Durante la caracterización preliminar de la composición de los polisacáridos de algas rojas

del Mar de Japón. se encontró inesperadamente que la hidrólisis de un polisacárido ácido del

alga Nemalion vermiculare daba lugar a manosa junto con cantidades menores de xilosa y

galactosa. Una investigación detallada reveló que el alga contenía un xilano neutro y un

xilomanano sulfatado. listc polisacárido sulfatado constaba de una cadena regular de residuos

de a-I)—manopiranosa enlazados por la posición 3. con aproximadamente la tercera parte de

los mismos sulfatados en la posición 4 ó 6, y una unidad de B-D-xilopiranosa enlamda a la

posición 2 por cada 50 unidades dc manosau'n. Más tarde se encontraron polisacáridos

sulfatados del mismo tipo en otros miembros del orden Nemaliales pertenecientes a los

géneros Galaxaurazz. Norhogenia" y Liagora: en particular, se detectó un contenido elevado

de D-xilosa y la presencia de 3-()-metil-D-xilosa en los polisacáridos aislados de Liagora sp.”

y Liagora valida”.

Los xilomananos sulfatados de las dos especies de Liagora presentaron espectros de RMN

|3C similares pero los autores no pudieron interpretarlos completamente debido a su

complejidad. Por lo tanto ambos polisacáridos se estudiaron mediante varios métodos

químicos. l,a hidrólisis parcial en ambos casos dio lugar a una serie de oligosacáridos de a-D­

manosa con enlaces 1-)3 pertenecientes a la cadena central. Luego de tratar a los

polisacáridos nativos por una secuencia de desulfatación y degradación de Smith se

obtuvieron (3-()-metilxilo)mananos. Sus espectros RMN '3C resultaron similares a los

espectros de un xilomanano que se habia obtenido a partir de un glucuronoxilomanano de

Cryplococcus neoformans‘”. Estas observaciones junto con los datos del estudio por

metilación proporcionaron evidencias de la unión de los residuos de 3-()-metil-B-D-xilosa a la

posición 2 de los residuos de D-manosa de la cadena central. El análisis por metilación de los

polisacáridos desulfatados y de los originales mostró que en la misma posición también se

encontraban residuos de B-D-xilopiranosa —como ramificaciones simples o como cadenas

cortas con uniones l—>4—y una parte de los grupos sulfato. Además había sulfatación en la

posición 6 de la cadena central y algunos sustituyentes también podían estar ubicados en C-4

de los residuos de manosa (Sección 3.4.1.).

La combinación de xilanos neutros y xilomananos sulfatados podría entonces reemplazar a

los galaetanos sulfatados en varias especies de algas rojas pertenecientes a Nemaliales. Los

xilomananos sulfatados tienen una cadena central común formada por residuos de a-D­
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manopiranosa enlazados por la posición 3. Los polisacáridos aislados de varias especies

difieren en el contenido de ramificaciones de B-D-xilopiranosilo o 3-0-metil-B-D­

xilopiranosilo en la posición 2 de la cadena principal, así como en el contenido y distribución

de los grupos sulfato”.

1.2.3. GALACTANOS SULFATADOS

Las moléculas de galactanos sulfatados están conformadas por una cadena central de

unidades alternadas de B-D-galactopiranosa (unidad G) enlazada por la posición 3 y o.­

galactopiranosa enlazada por 4. Existen dos grandes grupos de galactanos (Fig. l.l) según la

configuración absoluta de las unidades enlazadas por 4: la familia del agar posee residuos de

la serie L(unidad LG) mientras que la familia de los carragenanos posee residuos de la serie D

(unidad DG). Además, los residuos de a-galactosa suelen aparecer como su derivado: 3,6­

anhidro-a-galactosa (unidades LAG O DAG, según pertenezcan a la serie L o D). Varios

grupos hidroxilo de las cadenas polime'ricas suelen estar sulfatados, metilados o glicosilados

con ramificaciones simples de galactosa o B-D-xilopiranosa; mientras que las unidades G

pueden estar sustituidas además con acetales cíclieos del ácido pirúvico sobre los carbonos 4

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

moléculas diastereome’ricas de polisacáridosl "32.

Fig. 1.1. Estructuras generales de galactanos de algas rojas
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La agarosa. el integrante de la familia del agar con mayor poder gclilicante, es un ejemplo

de una estructura sencilla. Su fórmula idealizada (Fig. l.l) está compuesta por una secuencia

completamente regular de unidades disacarídicas —unidades de agarobiosa G-LAG- sin

grupos sulfato. Las cadenas reales de agarosa difieren ligeramente dc la estructura ideal, ya

que poseen algunas unidades de a-L-galactosa 6-sulfato (LGóS) —prccursorasde 3,6-anhidro­

a-l,-galactosa—, algunos acetales del ácido pirúvico sobre los residuos B-D-galactosa y algunos

grupos sulfato y metilo. Las agarosas sustituidas están ampliamente distribuidas en las algas

rojas. Las desviaciones de la estructura ideal de agarosa influencian mucho la solubilidad de

los polisacáridos y pueden disminuir notablemente sus propiedades gelificantes. Es posible

aislar distintas fracciones de agarosa con grados de sustitución variable por extracción

fraccionada o cromatografia de intercambio iónico. pero el conjunto de polisacáridos debe ser

visto como una distribución 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. Unidades repetitivas de carragenanos
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Los carragenanos (Figs. 1.1 y 1.2) suelen poseer mayor sulfatación que los polisacáridos de

la familia del agar, y sus propiedades gelificantes dependen de la interacción con cationes

específicos como KÏ También es necesaria la presencia de residuos de DAG en la unidad

repetitiva para la formación de geles. Tradicionalmente se nombra a estos compuestos con

letras griegas, de los cuales los tres más importantes comercialmente son los carragenanos

kappa, iota y lambda. Los carragenanos kappa y iota son conocidos por sus propiedades

gelificantes (Fig. 1.2). Los carragenanos mu, nu, xi y lambda (l’ig. 1.2) representan a

polímeros no gelificantes. Los polisacáridos reales obtenidos de varias algas pueden tener

estructuras muy cercanas a una de las estructuras ideales, pero muy frecuentemente se trata de

moléculas híbridas con combinaciones de uno o más tipos de unidades disacarídicas

repetitivas dentro de las moléculas componentes (por ejemplo: carragenanos kappa/iota)".

Por extracción del alga tropical Kappaphycus alvarezii, conocida como Eucheuma cottonii

(o simplemente cottonii) se obtiene carragenano kappa. Eucheuma denticulalum (de nombre

comercial Eucheuma spinosum o simplemente spinosum) es la especie principal para la

producción de carragenano iota. Carragenano lambda se obtiene de varias especies de los

géneros Gigartina y Chomlrus”.

A la división general entre polisacáridos de la familia del agar y de los carragenanos, se

agrega un tercer grupo con unidades enlazadas por la posición 4 de configuración D y l.

dispersas en las macromoléculas, que se conocen como galactanos híbridos D/L“.

Las características estructurales de los galactanos de algas rojas suele considerarse como el

resultado de una biosíntesis en etapas, donde la primera correspondería a la formación de la

cadena central regular de residuos de galactosa, la segunda sería la metilación y sulfatación de

algunos grupos hidroxilos, y la última estaría representada por la eliminación enzimática de

grupos sulfato de la posición 6 de algunos residuos enlazados por la posición 4 para dar 3,6­

anhidro-a-galactosa. De acuerdo con esta secuencia biosinte'tica, los porliranos son

precursores de agarosa, los carragenanos mu y nu son precursores de los kappa y iota

respectivamente. La formación de 3,6-anhidrogalactosa también puede llevarse a cabo en el

laboratorio por calentamiento en medio básico diluido del precursor correspondientel '.

Existen numerosas razones que justifiquen funcionalmente la sustitución de los

polisacáridos”. El efecto fisico de los residuos de DGóS y LGÓS es la interrupción de la

estructura helicoidal del polisacárido en un gel. Así, además de existir estas unidades como

indicador de maduración, pueden prevalecer cuando no se requiere firme/a en los geles.
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La presencia de ésteres sulfato aumenta la fuerza iónica, regula la humedad. permite la

existencia de interacciones —particularmentecon bases presentes en proteínas o nucleótidos- y

pueden conducir a interacciones específicas con cationes.

La presencia de e'teres de metilo crearía zonas no dadoras en la formación de uniones

hidrógeno y que forman interacciones más débiles. Sin embargo, sí pueden ser aceptores de

uniones hidrógenos: Ia agarosa es soluble en agua fría. Si el polímero tiene tanto metilétcrcs

como ésteres sulfato. están presentes tipos opuestos de interacciones. Para tener una noción de

su función en cl polisacárido sería necesario tener conocimiento de su arreglo en regiones

extendidas del polímero. l’or otra parte, los acetales del ácido pirúvico tienen la posibilidad de

regular la acidez en zonas locali7adas y de formar entrecru7amientos de cadenas mediante

cationes divalentes, sin establecer interacciones tan fuertes con macromoléculas nitrogenadas

como lo hacen los grupos sulfato.

Dado que los sustituyentes interactúan de manera diferente con el medio, no sería

inesperado encontrar niveles de sustitución distintos en partes distintas de la misma planta, o

bien plantas que respondan a estres ambiental sintetizando preferencialmente un constituyente

que en otras condiciones sería minoritario. Como los polisacáridos de algas cuentan con un

rango acotado de variaciones para hacer frente a su entorno, las mismas soluciones a los

problemas pueden haberse logrado de manera independiente. Por lo tanto, una característica

estructural común no necesariamente implica una relación basada en el desarrollo

filogene’tico. No obstante, es posible que la considerable diversidad de estructura y sustitución

en los galactanos sea valiosa como característica taxonómica. Estas características pueden

depender de la presencia o ausencia de una propiedad determinada, 0 bien de la medida en

que dicha propiedad está presente en la estructura química del galactano. El primer factor —

contar o no con una cierta característica- puede resultar más relevante. Miller publicó un

trabajo de revisión35aplicando la teoría de conjuntos, donde encontró evidencias razonables

para apoyar la ausencia o presencia de relaciones estructurales a nivel de orden y,

posiblemente, de familia taxonómicos. Es importante recalcar la lógica básica de esta teoría:

podremos decir que si el género es X, entonces ocurrirá la sustitución Y, pero esto no implica

que el esquema de sustitución Y requiera el género X. Sin embargo, la falta de número

suficiente de datos hace que las conclusiones sean tentativas hasta ahora. Es en este contexto

que es importante examinar los polisacáridos contenidos en un rango amplio de variedades de

algas.



1.2.3.1. CLASIFICACIÓN

Duckworth y Yaphe36 propusieron una clasificación de las moléculas pertenecientes a la

familia del agar, según estructuras extremas particulares:

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

(ii) agarosa piruvilada con bajo contenido de sulfato, de estructura repetitiva ideal —)3)-4,6­

()-(l-carboxietiliden)-B-l)-galactosa-(l—>4)-3,ó-anhidro-a-l.—galactosa-(l—> ó, en forma

abreviada: G4,6l’-LAG;

(iii) galactano sulfatado con contenido nulo de LAG o de G4,6P, de estructura repetitiva

ideal G-LGóS, no gelilicante.

Los estudios posteriores demostraron que esta clasificación del agar era correcta pero

incompleta, ya que la complejidad estructural del agar es mayor que la contemplada en su

descripción: además de la sustitución por sulfatación y/o piruvilación, también es frecuente la

presencia de metilación y de ramificaciones de xilosa o galactosa.

Knutsen el al. 32propusieron la clasificación de los galactanos de algas rojas en dos grupos,

delinidos en base a sus estructuras repetitivas (Fig. l.l), y un sistema de notación abreviada

para estos polisacáridos. Eligicron como unidades repetitivas fragmentos de agarobiosa y

carrabiosa. En este trabajo de Tesis se siguen la clasificación de galactanos y el sistema de

nomenclatura —ligeramentemodilicado- propuestos por estos autores”.

Se denomina agarano a la estructura básica con unidades alternadas de G y LG. Este

esqueleto suele estar enmascarado por sustitución y formación 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 posición 4 corresponden a LAG. Análogamente, en

la familia de los carragenanos, el término carragenano define en un sentido químico estricto a

una cadena central formada por unidades G-I)G. Sugirieron para el otro extremo estructural,

formado por G-DAG, la denominación de carragenosa (Fig. l.l).

Miller” propuso una clasificación de los polisacáridos elaborados por agarotitas en

agarosa, agares y agaroides dependiendo del grado de sustitución y la capacidad geliflcante.

Define a agarosa como poliagarobiosa, (G-LAG)... Considera a agares como agarosas

“defectuosas” ya que presentan niveles de sulfatación y piruvilación reducidos luego de

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

al-Znel trabajo original propusieron DA y LA (en vez de DAG y LAG) como abreviaturas de 3,6-anhidro-a-l)— y
3,6-anhidro-a-L-galactosa; D y L (en lugar de DG y LG) para a-i)- y u-L-galactosa.
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de LGóS, que disminuyen la fuerza de los geles, y porcentajes bastante elevados de

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

o directamente no gelifiean.

Se hicieron algunos intentos de agrupar las unidades disaearidicas repetitivas (díadas) de

earragenanos en familias. Los carragenanos sólo ocasionalmente están piruvilados o metilados

y las ramificaciones ocurren con muy baja frecuencia. Por lo tanto, las variaciones están

originadas básicamente por su esquema de sulfatación y/o la presencia de unidades de 3.6­

anhidrogalaetosa. Teniendo en cuenta la sulfatación de las unidades de B-D-galactosa, se

agruparon en cuatro familias, cada una de ellas comprendiendo varias estructuras

idealizadas”:

i) Lafamilia kappa incluye los polisacáridos con unidades de B-D-galactosa4-sulfato (G48).

Según el tipo de unidad a que la acompañe —DGó DAG- y la presencia o ausencia de

sulfato en C-2. se postulan cuatro estructuras ideales: earragenanos kappa, iota, mu y nu

(Fig. 1.2). Los miembros de esta familia de carragenanos son producidos por uno de los

estadios (gametofitos) del ciclo de vida de las familias Gigartinaceae y Phyllophoraeeae en

el orden Gigartinales y por integrantes de familias que no dan productos distintos en ambos

estadios. Además se encontró earragenano omicron, una desviación de earragenano iota, en

algunas especies de Phyllophoraeeae y Solieriaeeae.

ii) La familia lambda, con unidades de B-D-galaetosa 2-sulfato (G28), incluye polisacáridos

compuestos a partir de la unidad estructural G2S-DGZSÓS. Existen naturalmente tres

estructuras ideales: earragenanos lambda. xi y pi, dependiendo de la presencia de unidades

a sulfatadas sólo en (3-2 o de piruvilación de las unidades B (Fig. 1.2). Son producidas

fundamentalmente por los esporofitos de Phyllophoraeeae, Petrocelidaceae y

Gigartinaceae. La modificación en condiciones alcalinas de earragenano lambda, que

produce la eielaeión de residuos DGÓSa DAG, conduce a earragenano theta (Fig. 1.2).

iií)La familia beta incluye polisacáridos con unidades B-D-galactosa libres de sulfato (G).

comprendiendo carragenanos beta y alfa y sus precursores biológicos, gamma y delta (Fig.

1.2).

iv)La familia omega contiene polisacáridos con unidades B-D-galactosa 6-sulfato (GóS) y está

compuesta por un solo earragenano natural —omega- y su precursor biológico —psi(Fig.

1.2).



Sin embargo, esta clasificación no abarca muchos polisacáridos naturales complejos: el

galactano de Furcellaria Iumbricalis37según la clasificación precedente deberia pertenecer al

menos a tres familias —beta,kappa y omega.

En el sistema de notación abreviada de Knutsen el (¡1.32,basado en la cadena central común

a los galactanos de algas rojas, la posición de los sustituyentes se indica mediante el número

del carbono al que está unido. En esta Tesis se utiliza un modificación de este sistema que se

detalla en la Tabla 1.2. Las unidades repetitivas de los carragenanos según este sistema están

en la Tabla 1.3.

Tabla l.2. Ejemplos del sistema de nomenclatura abreviada para unidades presentes en galactanos con

sus nombre IUPAC correspondientes

Abreviatura w- Nombre completo

DG a-l)-ga|actopiranosa enlazada por la posición 4 (carragenanos)

DAG 3,ó-anhidro-a-lygalactopiranosa enlazada por la posición 4 (carragenanos)

G [l-lygalactopiranosa enlazada por la posición 3

LG a-I.-galactopiranosa enlazada por la posición 4 (agares)

LAG 3,6-anhidro-a-I,-galactopiranosa enla/ada por la posición 4 (agares)

M ()-metil

P 4,6-()-( l-carboxietiliden)

S ester sulfato

LGZMÓS 2-()-metil-oL-I.-galactopiranosa ó-sulfato enlazada por la posición 4

-G4S-DAG-G —->3)-B-D-galactopiranosil 4-sulfato-( l —>4)-3,ó-anhidro-a-l)-galactopiranosil­

(l—>3)-B-l)-galactopiranosil-( l —)

Se retienen los nombres triviales de los disacáridos carrabiosa (G-I)A(}) y neocarrabiosa

(DAG-G), agarobiosa (G-LAG) y neoagarobiosa (LAG-G). Para oligosacáridos de la serie

neocarrabiosa, los residuos de 3,ó-anhidro-a-D-galactopiranosa unidos a [l-D-galactopiranosa

ubicados en el extremo terminal no reductor se designan como DAGnr y Gnr

respectivamente. los residuos internos se escriben con la nomenclatura abreviada, sin índices

adicionales. Finalmente el residuo de D-galactosa en el extremo terminal reductor y el de 3,6­

anhidro-a-l)-galactopiranosa precedente sc designan como Gra, GrB y DAGr

respectivamente. Los oligosacáridos de la serie de neoagarobiosa reciben nomenclaturas

similares pero reemplazando DAG por LAG. Se sigue un procedimiento análogo para los

oligosacáridos de las series carrabiosa y agarobiosa.



Tabla 1.3. Unidades repetitivas de la familia de carragenanos

Nombre Letra Abreviatura

earragenano" (i-DG

alfa u G-DAGZS

beta [l (i-DAG

gamma y G-DGÓS

delta 8 G-DGZSÓS

theta () (¡ZS-DAGZS

¡ota ¡ (MS-DAGZS

kappa K G4S-DAG

lambda l GZS-DGZSÓS

mu p (MS-DGÓS

nu v (MS-DGZSÓS

xi g (¡ZS-DGZS

omieron o G4S-l)(i28

pi n GZS4.6P-DGZS

psi \|I (ïóS-l)GóS

omega m (ios-DAG

aObtenido por desullhtaeion de carragenano lambda.

Stortz y Cerezo‘l'l propusieron un modelo de prisma triangular (li ig. 1.3) para relacionar las

estructuras de los diversos galaetanos de algas rojas. que se esbo7a a continuación. Agarosa y

carragenano beta son diastereómeros y este carragenano representa una estructura extrema

para los earragenanos. Otros carragenanos mas comunes. como kappa y iota, surgen por

sustitución con sulfato de carragenano beta. Otro extremo de la estructura de earragenanos

está representado por el polisacárido gamma —osus equivalentes con mayor contenido de

sulfato: mu. nu o lambda- cuyas unidades de a-D-galactosa no están en la forma 3,6-anhidro.

sino como su precursor DGÓS. La mayoría de los carragenanos naturales extraídos de

gametolitos están incluidos entre estas dos estructuras extremas. Los aeodanos —galaetanos

complejos extraídos del genero Aeodes (Halymeniales)— y especialmente carragenano xi

representan un tercer vértice ya que carecen tanto de DAG como de su precursor DGóS. Los

coralinanos —galaetanosde Corallinales- serían el equivalente a estos últimos dentro de la

familia del agar: en su estructura están ausentes LAG y LGÓS. Más aún. los aeodanos —con

una cadena central formada solamente por unidades de configuración D- están sustituidos con



4-0-metil-L-galactosa, mientras que los coralinanos tienen la misma ramificación pero con la

configuración D. Los autores proponen un prisma triangular como un modelo adecuado para

representar el comportamiento de los galactanos de algas rojas entre las seis estructuras

extremas mencionadas. En este modelo, los polisacáridos pertenecientes exclusivamente a las

familias del agar o de los carragenanos se ubican sobre una de las caras triangulares del

prisma, mientras que los polisacáridos híbridos D/L lo harían dentro del cuerpo geométrico —

con tres variables independientes: proporción 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 más largos —concambios en una sola variable- tal como se

ilustra en los ejemplos de Ia Fig. 1.3. La ubicación exacta de cada galactano en el prisma

dependerá de las proporciones relativas de unidades a-D-za-L-galactosa, contenido de la

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

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

DC

ej.: carragcnano E_,

LG
ej.: coralinan o

Polisacáridos de
Ceramium rubmm

DAG

ej.: carragenanos B,K,t
LGóS
ej.:Tercer extremo de
Yaphe para agar LAG

ej.: agarosa

Porfirano
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1.2.3.2. ANTECEDENTES DE CERAMIACEAE

Como se dijo anteriormente. los esquemas de sustitución de los polisaeáridos de algas

pueden tener importancia taxonómica. Sin embargo, por cuestiones prácticas, la mayor parte

de los trabajos se llevaron a cabo sobre las estructuras mas sencillas, como los agares y

carragenanos más simples. lil alga Georgíella confluens pertenece a la familia Ceramiaceae.

que junto con Dasyaceae. Delcsseriaceae y Rhodomelaceae componen el orden Ccramiales.

Todas las algas de Ccramiales investigadas hasta el momento producen agarocoloides con

mayores grados de sullatación y metilación que“ los polisaeáridos de otras agarofitas").

Solamente existen anteccndentes bibliográficos sobre la estructura de los polisaeáridos de seis

especies de Ceramiaceae.

Campylaephoru hypnaeoides“. (farpoblcphurís flaccida39 y Euptilora jim;mssisima40

biosintetizan agaranos sullatados que pueden convertirse en agarosa por tratamiento alcalino.

Al mismo tiempo, se observó un alto grado de metilación en E. formossima‘o. Ceramium

boydenif“ y Neoplilola asplenioidesu, especies donde se encontró 6-()-metil-D-galactosa. N.

(¡Splenioidescontenía ademas 3.6-anhidro-2-O-metilgalactosa.

Varios estudios estructurales de galactanos relativamente simples tomaron como base la

espectroscopía RMN '3C. En Campylaephora hypnaeoides38 se mostró la presencia de un

polisaeárido gelificante análogo al porfirano, que por tratamiento alcalino daba básicamente el

espectro de agarosa. Camoblephw'isflaccida” dio un polisaeárido no gelificante con N40%

de las unidades a-L- como LGÓS en vez de LAG. baja piruvilación y sin metilación.

Aproximadamente el ¡2% de las unidades a-L- estaban en la forma precursora LGóS en el

polisaeárido inicial de Iz'up!¡lolajarmos‘sisimam.

Usov y Klochkova”, en cambio, aplicaron el proceso de hidrólisis reductiva sobre la

biomasa del alga sin aislar los polisaeáridos, a fin de estimar rápidamente la composición de

varias especies de algas rojas dc la costa este de Kamchatka. Entre la variedad de especies

analizadas, sólo una pertenecía a Ceramiaceae: Neopíilola (¡.splenioides,cuya composición en

monosacáridos presentó relaciones molares para xilosa : 3,6-anhidro-2-()-metilgalactosa : 6­

0-metilgalactosa : 3.6-anhidrogalactosa : manosa : glucosa : galactosa de 0,8 : 2,l: 8,2 : 9,4 :

0,4 : 8,7 l2,l. Todos los representantes estudiados de Ccramiales —pertenecientes a

Ceramiaceae, Delcsseriaceae y Rhodomelaceae- contenían galactanos de la familia del agar.

pero estos polisaeáridos eran bastante diversos. Por ejemplo, algas pertenecientes a la familia

Delcsseriaceae (Hymenea ruthenica y I’hycordrys riggíi) dieron bajas relaciones 3,6­

anhidrogalactosa (y su derivado metilado) : galactosa (incluyendo 6-()-metilgalactosa) que no

l4
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aumentaron significativamente luego de tratamiento alcalino. Por el contrario, representantes

de Ceramiaceae (Neoplilota asplenioia'es) y Rhodomelaceae (Neorhodomela, Odonthalia,

l’Ierosiphonia, Rhodomela) contenían galactanos con niveles bastante elevados de 3,6­

anhidrogalactosa. Estos galactanos podían considerarse como agarosas sustituidas. Así, una

agarosa altamente metilada se encontró en N. asplenioides: la hidrólisis reductiva parcial de

esta alga dio lugar al rendimiento máximo de agarobiitol y sus metiléteres con respecto a

todas las demás algas estudiadas en el mismo trabajo. lin las especies de Odonthalia se

encontraron polisacáridos similares, pero que estarían sulfatados en mayor medida, lo que

resulta en rendimientos menores de disacáridos neutros reducidos. Se detectaron agarosas con

bajos niveles de metilación en especies de Pterosiphonia. El contenido más alto de 3,6­

anhidro-Z-O-metilgalactosa se encontró en Neorhodomela Iarix, esta característica ya se había

hallado en la misma especie recolectada en el Mar de Japón.

Ceramium rubrum43 exhibió características interesantes, informadas en un trabajo de

Turvey de 1976, donde se aisló un agarano no gelificante con 6-()-metil-D-galactosa, 2-0­

metil-L-galactosa, 3,6-anhidro-L-galactosa y 3,6-anhidro-2-()-metil-l.—galactosa, conteniendo

2,5% de sulfato. En este mucílago la relación molar de unidades L-galactosa : 3,6-anhidro-L­

galactosa (incluyendo 3,ó-anhidro-Z-()-metil-L-galactosa) era 0,45:0,55 y de cada cinco

unidades de L-galactosa sólo una correspondía a la unidad precursora L-galactosa 6-sulfato.

La sulfatación restante estaba distribuida sobre los residuos de D-galactosa, principalmente en

la posición 6 aunque también con cantidades menores sobre las posiciones 2 y 4. Estos

resultados llamaron la atención ya que era la primera vez que se encontraba déficit de 3,6­

anhidrogalactosa y de sus unidades precursoras. Este análisis estructural se llevó a cabo por

me'todos químicos y enzimátícos, pero no espectroscópicos.

Recientemente, Miller y Blunt44estudiaron por espectroscopía RMN UC un nuevo extracto

no gelificante de C. rubrum y su derivado desulfatado. El polisacárido desulfatado presentó

una estructura básica de unidades de B-D-galactosa altemadas con L-galactosa y 3,6-anhidro­

L-galactosa (en proporción 0,33:O,67) con alrededor del 8% de las unidades sustituidas con

xilosa. El polisacárido nativo estaba sulfatado básicamente en la posición 6 de L-galactosa y

sustituido en baja proporción con xilosa, posiblemente cn mas de una posición. Sólo

encontraron muy bajos niveles de sulfatación adicional: G28 estaba presente en el límite de

detección, no hallaron evidencia definitoria sobre la presencia de G48 y descartaron la

presencia de la díada G4S-LAG en el límite de detección de los espectros. Las unidades de L­

galactosa que no se ciclaron luego de tratamiento alcalino correspondían a residuos sin ningún

tipo de sustitución. Este análisis estructural fue realizado solamente por espectroscopía RMN

l5
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l3C. Si bien se hicieron modificaciones químicas del polisacárido nativo —comodesulfataeión,

metilación y tratamiento alealino—.no estudiaron la composición química de los productos por

métodos alternativos independientes. tales como hidrólisis seguida de cromatografia gaseosa.

1.3. ANTECEDENTES DE GEORGIELLA CONFLUENS

Sólo existe una especie clasificada dentro del género Georgia/Ia: Georgiellu ¿"(m/71mm.

distribuida en la zona antartica y subantártica“ (Fig. 1.4). Moe y Silva9 informaron su

ubicación en las Islas Georgias del Sur, Sandwich del Sur, Orcadas del Sur y Shetland del Sur,

la costa oeste de la Península Antártica (hasta 65,5°S) y en las Islas Balleny

(aproximadamente 66°S. 163°15).En la Península Antártica suele aparecer entre 5 y 15 m de

profundidad, aunque también se la puede encontrar hasta a 23 m en aguas quietas y claras.

Requiere temperaturas menores a 5°C para crecer, siendo el límite máximo de temperatura

para su supervivencia de 5-l4°C‘“’.

Gallardo e! al.47 hallaron 37 especies de Rhodophyta en las Islas Shetland del Sur, durante

cuatro expediciones reali7adas entre 1986 y 1995. G. confluens estaba entre las dos especies

más abundantes de la región.

La región de Lions Rump. en la lsla King George (Shetland del Sur) fue declarada sitio de

interés científico especial en l99l por sus características bióticas y geológicas, y por ser

considerada como un lugar representativo del hábitat terrestre. limnológico y litoral de la

Antártida marítima. lil Comité Científico de Investigación en Antártida48 (Scientific

Committee on Antartic Research. SCAR) indicó que en esta región hay aproximadamente

unos 13 taxones de macroalgas bentónicas, de las cuales G. confluens está entre las 5 especies

más comunes.



Polisacáridos de algas rojas

Fig. 1.4. Antártida Argentina

Al comenzar este trabajo de Tesis no había antecedentes en la literatura sobre los

polisacáridos ni sobre la composición química general de G. confluens. Los únicos artículos

que se encontraron son estudios muy recientes vinculados a: (i) la capacidad de retener

metales pesados por macroalgas antárticas”, y (ii) la composición de ácidos grasos de

macroalgas árticas y antárticasso. Las proteínas y los polisacáridos de las paredes celulares

contienen grupos aniónicos —carboxilo,sulfato, fosfato- que constituirían excelentes sitios de

unión para la retención de metales. Si bien G. confluens presentó niveles relativamente

elevados de Cr, Cu y Mo, no figuró entre las especies relevantes del estudio (i). Entre las tres
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especies endémicas recolectadas en la Isla King George del artículo (ii) estaba G. confluens,

cuyos tres ácidos grasos principales fueron ¡620. 16:l (n-7) y 20:5 (n-3) y un 63% en masa de

ácidos grasos poliinsaturados. El contenido de ácidos grasos poliinsaturados en macroalgas

marinas de regiones árticas y antárticas fue extremadamente elevado -en algunos casos

llegando al 60-80% del total de ácidos grasos- con respecto a los informados para macroalgas

de latitudes mcnorcs. Además había diferencias claras entre las composiciones de

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

1.4. ANTECEDENTES DE NOTHOGENIA FASTIGIATA

El alga roja Nolhogem'a fastigiala (Chaelangium fastigíalum) sintetiza un sistema

complejo de polisacáridos solubles en agua, cuyo estudio estructural comenzó en 1971'9, que

comprende:

l- xilanos neutros del tipo denominado “uniones mixtas” B-D-(l—)3),B-D-(l—>4);

2- xilogalactanos sulfatados de la familia del agar;

3- xilomananos sulfatados.

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

polisacáridos, obtenidos en nuestro grupo de investigación, antes de comenzar este trabajo de

Tesis.

1.4.1. XILANOS

En 1971, Cerezo el aL”. informaron el aislamiento y la caracterización de un xilano

soluble extraído de esta alga roja. El alga seca se extrajo con agua a ebullición y los

polisacáridos se precipitaron con isopropanol. Por redisolución en agua y precipitación con

cloruro de cetilpiridinio de los polisacáridos ácidos, se recuperó de la solución un xilano

neutro, XT. El xilano XT se fraccionó en tres, induciendo su precipitación por agregado de

etanol sobre una solución acuosa del polisacárido (Tabla 1.4). El estudio por metilación y

mediciones de poder rotatorio indicaron que se trataba de polisacáridos con cadenas lineales

de residuos de D-xilosa con uniones B-(l —>3)y [3-(1—>4),con escasas ramificaciones. Además

los polisacáridos tendrían una conformación fluctuante al azar o “random coil”, sugiriendo

que las uniones l—->3estaban dispersas en la cadena central en lugar de estar agrupadas en

bloques.



Tabla 1.4. Análisis de XTy de las fracciones A, B y C.

Fracción Rango de Uniones |—>4
precipitación

(% EtOH) (%)
x'l' -

35,5 —62 85

B 62 —70 83

C 70 (soluble) 77

En ¡992 se publicó"l el estudio por espectroscopía de RMN l3C y lH de alta resolución de

los xilanos de tipo ‘ïiniones mixtas”. El procedimiento aplicado para el fraccionamiento de XT

fue ligeramente distinto al primero, ya que los rangos de precipitación con etanol fueron (%

de etanol, v/v): Xl, 38-48 %; X2, 48-58 %; X3, 58-68%. Se asignaron los desplazamientos

químicos y las constantes de acoplamiento para los protones anoméricos. A partir de sus

intensidades, se calcularon la proporción de B-D-xilopiranosas enlazadas por la posición 3 y 4

y el grado de polimerización (DP) para cada fracción (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Proporción de uniones (l—>3):(l—)4)y el grado de polimerización de XI, X2, X3.

Fracción Relación DP

(l-)4):( l—)3)

X l 4,66: l ,00 22

X2 4,4 l : l ,00 34

X3 5, lO: l ,00 27

El análisis de los espectros RMN lH y l3C indicó que las uniones [3-(]—>3) estaban

dispersas en toda la cadena central, más que distribuidas en grupos contiguos. Este tipo de

distribución coincidía con los resultados informados previamente según métodos químicosm"9

y cálculos de poder rotatorio”, y era consistente con una conformación de enrollamiento al

azar (random coil)l9 y con la constancia de la rotación óptica medida en solventes de distinta

fuerza iónica o poder caotrópico. Estos resultados sugirieron que estas fracciones no son

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

rango continuo de estructuras moleculares.
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1.4.2. XILOGALACTANOS SULFATADOS

En 1987. Matulewicz y Cerezo” comenzaron con el fraccionamiento y estudio de los

polisacáridos de N.fasligiula que preeipitaban con sales de amonio cuaternario (cetrimida).

Aislaron siete fracciones por solubilización secuencial en soluciones de concentraciones

crecientes de cloruro dc sodio (Tabla 1.6). Los resultados indicaron la presencia de un sistema

de polisacáridos que se podía dividir en: (i) fracciones 172-176.con una relación molar

manosazsulfato constante (l.3-l.5:l,0); y (ii) fracciones Fl y F7, con composición en

monosacáridos y contenido de sulfato similares, que sugerian la presencia dc un galactano

sulfatado.

Tabla l.6. Composición y rendimiento de los polisacáridos sulfatados aislados de NJás/igiata.

Fracción NaCl Rend" Sulfato Proteína [equb Composición en monosacáridos

(mol %)

(M) (%) (% SOJNa) (%) Ram Ara Xil Man Gal Glc

Fl 0,5 22,9 12.9 16,0 -30,9 3 3 19 |2 54 9

F2 I,0 ll.8 ¡9.2 5,4 +|6,2 3 2 24 57 12 2

F3 ¡,5 22,9 23.4 +23,7 2 23 68 7

F4 2,0 l ¡.6 27.6 +27.8 2 lO 78 IO

F5 3,0 ¡3,9 27.3 +39.5 2 2 83 l3

F6 4,0 6,6 23.4 3.0 ins.c 3 7 74 l6

F7 4.0 ¡nsd |0.3 I4,0 ¡4.6 ins.c l 4 lO l7 65 3

“Los rendimientos se expresan como porcentajes del total recuperado (38,0 % de los polisacáridos

solubles en agua).

bMedidas en NaCI 0.| M.

cLas fracciones 6 y 7 resultaron insolubles en NaCl 0,l y ¡,0 M y en NaOH ¡0%.

dlnsoluble en NaCl 4,0 M.

Haines el al.5| confirmaron la presencia de un galactano sulfatado, llevando a cabo un

estudio sobre la homogeneidad y las propiedades de las fracciones Fl y F7. Tanto Fl y F7

como todas las subfracciones obtenidas por diversos procedimientos de fraccionamiento y

purificación se tomaron insolubles luego de liofilizarlas. Estas características erráticas

relacionadas con la solubilidad fueron atribuidas a asociaciones moleculares dependientes de

composición. temperatura. tiempo y conformación”, que también se observaron en los

sistemas dc mananos aislados de esta alga y dc Nemalion vermiculare24‘27,Liagora sp.29 y

20



Urospora penicilliformissz. La persistencia de manosa a través de todos los procesos aplicados

indicó que el sistema de polisacáridos sulfatados de N. fastigiala estaba compuesto por

xilomananos y xilogalactanos con alta tendencia a la agregación.

Los estudios realizados sobre los xilogalactanos indicaron que: (i) las muestras consistían

en polisacáridos heterodispersos en composición y peso molecular, y (ii) estos polisacáridos

mostraron una tendencia fuerte a agregarse formando complejos 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 tenían sustituyentes o

estaban sulfatados en la posición 6 y poseían ramificaciones simples de D-xilosa o D-galactosa

con unión 1-)3, o bien estaban sulfatados en la posición 3; (ii) los residuos de B-D-galactosa

estaban sulfatados en la posición 4 o no presentaban sustitución.

Fig 1.5. Unidades repetitivas de Fl y F7

o\
1 3R o R OH2C o

CH20H OH

o OR2
o

_ OH " n

Si R3=SOJNa, entonces R2=ramifieaciones simples de l)-xi|osa o galactosa

Si R3=H, entonces R2=ll ó SOJNa

En Fl: R'=H; en F7: R'=SO3Na

1.4.3. XlLOMANANOS SULFATADOS

Los análisis por metilación y desulfatación de las fracciones F3 y F5 indicaron la presencia

de D-mananos con uniones a-(l——)3),sulfatados en la posiciones 2 y 6, y con ramificaciones

simples de D-xilosaenlazadas B-(l+2)”.

Las cantidades significativas de galactosa halladas en todas las li'acciones de xilomananos,

aunque no detectadas en los productos de metilación o desullatación-metilación de F3 ni F5,

2|
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sugirieron que este azúcar era un contaminante originado posiblemente por copreeipitaeión

del galactano presente en cl sistema.

La insolubili7ación observada cn los xilomananos estudiados implicaba la formación de

agregados que excluían su solvataeión por moléculas de agua. Estas estructuras terciarias

dependían de la presencia de una conformación regular: la cadena central de D-manosa con

enlaces (x-(l -—)3)podría tomar una conformación en cinta. pero que no sería estable debido a

la imposibilidad de formar uniones hidrógeno intramoleculares y a sus débiles propiedades de

empaquetamicnto. La solvatación de los grupos cargados negativamente y la presencia de las

ramificaciones simples de xilosa promoverían la solubilización. Por otra parte, la flexibilidad

de la cadena estaba bastante restringida por la unión axial del oxígeno glicosídico y por la

repulsión entre las cargas negativas de los grupos sulfato. Como resultado de estos factores. la

cadena adoptaría una conformación al azar en solución y la insolubilización sería producida

en condiciones que favorecieran la conformación en cinta. con la subsecuente agregación. es

decir. durante el proceso dc liofili7ación de la solución de polisacáridos.

1.5. PUREZA, HOMOGENEIDAD, DISPERSIÓN. FRACCIONAMIENTO

Los conceptos de purc7a y homogeneidad pueden resultar obvios en el caso de compuestos

de bajo peso molecular o de biopolímcros cuya síntesis está dirigida genéticamente en forma

directa. como las proteínas. En los polisacáridos. así como en los polímeros sintéticos y en

ciertas glicoproteínas. el panorama es distinto. La estructura de un polisacárido está diseñada

más por la interacción de un conjunto de enzimas que participan en su síntesis que por un

patrón genético que determina directa y secuencialmente su estructura primaria. Así, las

glicosiltransferasas construyen el esqueleto de unidades glicosídicas; las epimerasas. ciclasas.

etc. producen modificaciones sobre él y las sulfatasas. esterasas. etc. agregan sustituyentcs

tales como grupos sulfato. aeetilo y metilo. La especificidad de estas enzimas no sólo no es

absoluta. sino que cn algunos casos es bastante amplia, de modo que los polisacáridos finales

estarán compuestos por moléculas que comparten un esquema común, pero con un rango de

variaciones de distinto tipo”. Así aparecerán conjuntos de moléculas con distribuciones

continuas de peso molecular. grados de sustitución, niveles de ramificación, etc.

Por ejemplo. las variaciones que se han observado cn distintos carragcnanos híbridos

kappa/iota pueden estar originadas por: (i) variaciones en los grados de ciclación de las

unidades de a-D-galaetosa ó-sulfato en 3.ó-anhidro-D-galactosa: (ii) la distribución de las

unidades cicladas puede ser al a7ar o en bloques; ó (iii) la introducción de sustituyentcs como



grupos sulfato, metilo, piruvilo, etc. Todos estos factores dan origen a una amplia variabilidad

en la formación de estructuras, dentro de un mismo esquema general de polisacárido, de modo

que es dificil pensar que en una muestra haya dos moléculas de polisacárido exactamente

iguales.

Se dice que un compuesto es puro si el valor de cada una de sus propiedades se mantiene

constante para cualquier porción de muestra. Esto equivale a decir que todas las moléculas de

la muestra son iguales y, por lo tanto, no puede aplicarse ningún método de fraccionamiento.

En este caso, pureza y homogeneidad son sinónimos.

Estos conceptos pueden extenderse a los polisacáridos —consus distribuciones continuas de

composición, 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”53.

Por cuestiones prácticas, sólo se miden algunas de las propiedades de una muestra

determinada y, por lo tanto, la homogeneidad absoluta no puede ser demostrada. En cambio,

sí queda demostrada la heterogeneidad de una muestra mediante un solo fraccionamiento que

dé un resultado positivo.

Gibbonss4 definió todas las posibilidades de variaciones estructurales que puede presentar

un sistema en función de su dispersión:

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

1.6.a).

ii) Una muestra es paucidispersa si está compuesta por una mezcla de componentes

monodispersos (Fig. l.6.b).

iii)Una muestra es polidispersa si presenta una distribución unimodal —la curva de

distribución tiene un máximo y dos puntos de inflexión- para todos sus parámetros

mensurables (Fig. l.6.c). Las moléculas que pertenecen al sistema representan

estadísticamente a una misma población.

iv)Una muestra es heterodispersa si presenta una distribución bimodal o polimodal para

alguno de sus parámetros (Fig. l.6.d).

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

sistemas paucidispersos o heterodispersos son heterogéneos.

23



Capilqu l

Fig. 1.6. Curvas de distribución: (a) monodispersa, (b) paucidispersa, (e) polidispersa,

(d) hcterodispersa: donde n¡ es el número de moléculas que tienen una cantidad P de

un parámetro determinado.

I'Il

I)

d
I1¡ b nl

I)

El tipo de distribución puede ser distinto según la propiedad en estudio, es decir. una

muestra puede ser polidispersa con respecto a un parámetro y heterodispersa con respecto a

otro. por lo que resulta imprescindible hacer referencia a la propiedad cuya dispersión está en

consideración.

En la práctica. por un lado. cl fraccionamiento de moléculas muy similares no siempre se

logra y, por otro lado, las determinaciones estructurales suelen producir resultados promedio —

sin poner en evidencia las distribuciones que les dieron origen. Por lo tanto es frecuente no

poder distinguir entre: (i) una mezcla de moléculas con estructuras similares pero variables y

(ii) variaciones dentro de una misma molécula.

Es importante tener en cuenta que distintos métodos experimentales utilizados para medir

una misma propiedad —perobasados en fundamentos distintos- pueden dar valores distintos y

ser todos correctos. ya que esos métodos experimentales proporcionan promedios de tipos

diferentes. Los promedios más usados son los denominados promedio numérico, M", y

promedio pesado, MW. Por ejemplo, para una muestra con n,- componentes cuyos pesos

moleculares son M-.en concentraciones (,',-,estos promedios sc definen como:
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Se obtiene un promedio numérico cuando la medición es proporcional al número de

moléculas, sin tener en cuenta su tamaño, por ejemplo: en determinaciones de peso molecular

por cuantificación de extremos reductores o por osmometría. En cambio, se obtienen

promedios pesados cuando la respuesta es proporcional al peso o al tamaño de las partículas,

por ejemplo: en determinaciones de peso molecular por equilibrio de sedimentación o por

dispersión de luz (light scattering). Se cumple que: Mw 2 M", la igualdad sólo se verifica

cuando el sistema es monodisperso con respecto al peso molecular.

El índice de polidispersión, D, da una idea de la dispersión del peso molecular. Si D 2 1,6

se dice que el sistema es polidisperso; si D s l, l , entonces es monodisperso.

Es importante elegir metodologías de aislamiento, purificación y fraccionamiento

adecuadas, a fin de obtener datos experimentales que permitan definir la homogeneidad de

una muestra. La obtención de los polisacáridos debe realizarse de modo tal de conseguir 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 cuál es el punto de corte

para una sucesión de fraccionamientos, en función de los objetivos que se persiguen al

realizar el trabajo de investigación.

El aislamiento y la purificación de los polisacáridos no deben producir degradación. A

veces, la degradación de un polisacárido por ácidos o bases se aplica deliberadamente en el

análisis 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

extracción más simples para polisacáridos son los que usan agua a varias temperaturas. Los

fraccionamientos están basados en precipitaciones selectivas de los polisacáridos o de sus

sales o complejos, o en procedimientos cromatográficos. Tipicamente los polisacaridos se
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aislan de soluciones acuosas por adición de solventes miscibles en agua, como acetona o

alcoholes de bajo peso molecular. Si bien estos precipitados pueden secarse por tratamientos

sucesivos con solventes orgánicos anhidros. se los obtiene en mejores condiciones fisicas para

su manipulación posterior cuando son liofilizados a partir de las soluciones acuosas”.

La precipitación fraccionada de polisacáridos por formación selectiva de sales o complejos

suele ser efectiva para aislar componentes que forman un precipitado a partir del cual se

puede regenerar el polisacárido original. Por ejemplo, la formación de sales a partir dc

polisacáridos ácidos se ilustra por la precipitación de carragenano kappa con cloruro de

potasio. La precipitación selectiva con detergentes catiónicos como bromuro de

cetiltrimetilamonio (cetavlon o cetrimida) y bromuro de cetilpiridinio también es de uso

frecuente.

Si bien existe una región amplia de superposición a nivel de escala operativa, los métodos

de precipitación para el fraccionamiento de polisacáridos son generalmente adecuados para

cantidades relativamente elevadas (l g de material de partida o más), mientras que las

separaciones cromatográficas pueden llevarse a niveles de miligramos. Los procedimientos

cromatográficos también se usan a escala analítica como criterio de homogeneidad. Las

separaciones pueden estar basadas en diferencias en:

i) tamaño molecular: filtración por geles o tamices moleculares;

ii) composición: principalmente según la proporción de grupos acídicos mediante

cromatografla de intercambio iónico.

Las separaciones preparativas de polisacáridos ácidos que contienen grupos carboxilato,

sulfato o fosfato suelen hacerse por cromatografía de intercambio iónico en fibras de

polisacáridos (celulosa) o en geles entrecruzados (de dextrano, en Sephadex. o de agarosa, en

Sepharosa) que poseen grupos funcionales adecuados como ()-(2-dietilaminoetil) (DEAE).

Los geles entrecruzados son los utilizados con mayor frecuencia debido a sus capacidades

elevadas, sin embargo presentan la desventaja de cambiar ampliamente su volumen por

alteraciones en la fuerza iónica del solvente de elución.

El problema práctico a resolver en presencia de una muestra dada de polisacárido es

establecer su pureza —entendidacomo ausencia de contaminantes extemos- y demostrar que

no hay separación posible en fracciones que indiquen discontinuidades con respecto al tamaño

molecular o la estructura. l,a evidencia esencial para la ausencia de heterogeneidad en una

fracción de polisacáridos, como en cualquier compuesto químico, es la demostración de

constancia en la composición química y en sus propiedades fisicas cuando el material es

26



recuperado luego de un intento de separación o purificación. La constancia en la composición

química puede demostrarse de alguna de las siguientes formas:

i) composición en monosacáridos luego de hidrólisis;

ii) análisis de grupos funcionales o análisis de una clase particular de azúcar;

iii)examen espectroscópico, especialmente por RMN;

iv)propiedades fisicas y propiedades en solución, como rotación óptica y viscosidad.

1.6. OBJETIVOS

En este trabajo de Tesis se estudiaron los sistemas de polisacáridos extraídos de dos

especies de algas rojas de la costa patagónica y antártica: Nolhogem'a fastigiata

(Galaxauraceae, Nemaliales) y Georgiella confluens (Ceramiaceae, Ceramiales),

respectivamente.

Las propiedades antivirales demostradas por el sistema de xilomananos de Nothogem'a

fastigiala (ver Cap. 2), así como el interés por determinar de manera exhaustiva la estructura

poco frecuente de estos polisacáridos y la posibilidad de establecer una correlación estructura­

actividad fiJeron los factores que motivaron su análisis. Se aplicó además una nueva

metodología para determinar el peso molecular y su función de distribución en polisacáridos

de algas rojas: los xilomananos sulfatados y los xilanos neutros fueron estudiados por

espectrometría de masa UV-MALDl-TOF.

No existían antecedentes bibliográficos sobre los polisacáridos de Georgiella confluens,

aunque datos sobre otros miembros de Ceramiales permitían esperar la presencia de

galactanos sulfatados de la familia del agar. Los polisacáridos aislados podrían ser

interesantes por sus propiedades fisicas, químicas o biológicas por lo que fueron probados en

estos sentidos. En el transcurso del trabajo surgió la necesidad de desarrollar un método de

desulfatación que permitiera completar el estudio estructural de Georgiella con/Iuens.

Paralelamente se estudió la aplicación dc esta metodología sobre galactanos sulfatados de la

familia de los carragenanos, analizando el grado de desulfatación, degradación y rendimiento

de los productos aislados.

Por lo enunciado anteriormente, en este trabajo de Tesis se tomó contacto con las

principales familias de polisacáridos presentes en las algas rojas y se desarrollaron nuevos

métodos de análisis para los mismos.
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CAPÍTULO 2

ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LOS POLISACÁRIDOS

SULFATADOS DE NOTHOGENIA FASTIGIA TA

2.1. INTRODUCCIÓN

Los virus pertenecientes a la familia Herpesviridae están 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 Il del virus herpes simplex (l'lSV-l y HSV­

2) y el citomegalovirus humano (l-lCMV).

Ambos serotipos de HSV se asocian generalmente a lesiones mucocutáneas faciales,

oftálmicas o genitales. El hombre es el huésped natural del virus herpes simplex. La

sintomatología inicial suele ser leve, pero la enfermedad puede complicarse en algunos casos

produciendo meningoencefalitis, erupciones variceliformes y eccema herpético. Las lesiones

suelen ser localizadas y reflejan una relación parásito-huésped, donde el virus establece una

infección latente en las neuronas del ganglio que inerva el área correspondiente a la lesión

primaria. El virus puede reactivarse periódicamente y causar lesiones cutáneas autolimitantes

a repetición en la misma región inervada. En los pacientes inmunocomprometidos, como los

enfermos de SIDA o los sometidos a transplante de órganos, la recurrencia de lISV-l y HSV­

2 puede causar graves lesiones que son refractarias a los tratamientos reiterados con

compuestos antivirales'.

Si bien el hombre es el único huésped natural del HSV, también son sensibles ratones

lactantes y adultos, cobayos, hámsters y conejos, lo que facilita el estudio del virus.

Los componentes de una partícula viral de herpesvirus son: el material genético (ADN); la

cápside icosaédrica; el tegumento, compuesto por proteínas que se ubican entre la superficie

de la cápside y la envoltura; y la envoltura, consistente en una bicapa lipídica que contiene

glicoproteínas.

El ciclo de replicación viral correspondiente a la familia Herpesviridae puede ser dividido

en etapas:

l. Adsorción: la infección comienza cuando la envoltura del virus se une a los receptores de

la membrana celular. Se ha demostrado que el heparán sulfato cs el principal receptor

celular para diferentes herpesvirus humanos y animales, entre los cuales se encuentran:
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HSV-l, HSV-2, HCMV. virus de pseudo-rabia (herpesvirus porcino) y herpesvirus
. 2.7bovmo .

N Penetración y desnudamiento del ácido nucleico: luego de la unión inicial, la fusión de la

envoltura del virus con la membrana plasmática ocurre rápidamente. La nucleocápside es

transportada hacia el núcleo de la célula, donde se libera el ADNs.

3. Transcripcción y traducción de proteínas: el ADN viral es transcripto en el núcleo celular

a lo largo del ciclo rcplicativo por la ARN polimerasa ll del huésped, con la participación

de distintos factores virales cn todas las etapas de la infección.

P Síntesis del ácido nucleico: el herpesvirus se caracteriza por poseer un gran número de

enzimas involucradas en la síntesis del ADN. La mayor parte del ADN viral es sintetizado

por un mecanismo denominado “círculo rodante”, por el cual se obtienen concatémeros
. , . . , . 9

que son clivados en monomeros y luego ¡nclurdos en las capsrdes .

U’I Ensamblaje de viriones: después que el ADN queda incorporado a la eápside

preensamblada, el virus madura y adquiere infectividad al atravesar la membrana nuclear.

La envoltura del virus se forma mediante un proceso de brotación, a partir de zonas de la

membrana nuclear modificadas por la inserción de proteínas virales.

9‘ Liberación de viriones: los viriones son transportados a través de vesículas al espacio

extracelular.

Para ser considerada como un agente antiviral efectivo, una sustancia debe poseer

selectividad: debe ser capaz de inhibir la replicación viral sin alterar las funciones de la célula

huésped. La capacidad del HSV de alcanzar un estado de latencia generalmente impide una

cura definitiva. En este contexto. es deseable encontrar una droga que tenga un perfil

aceptable de efectos secundarios y que produzca beneficios al paciente durante un episodio

agudo de la enfermedad, o bien que sea capaz de suprimir episodios recurrentes de la

enfermedad. Los mejores resultados de actividad antiviral fueron obtenidos con compuestos

análogos de nucleósidos. A su vez, se desarrolló amplia experiencia con las drogas

antiherpe'tieas.

El compuesto antiviral más efectivo contra las infecciones causadas por el HSV es el

aeiclovir, 9-[(2-hidroxietoxi)metil]guanina (Fig. 2.1), descubierto en la década del 70m. Se

trata de un compuesto análogo de la guanosina, pero con una cadena lateral acíclica en lugar

de un ciclo completo dc ribosa. Su actividad contra el virus varicela zoster (VZV) es algo

menor con respecto al HSV y es relativamente débil contra HCMV. El aeiclovir difunde

libremente a través de las células, pero sólo se activa en las células infectadas, hecho que le

confiere un alto índice de seguridad en el uso clínico. lIay dos aspectos destacables en el
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modo de acción del aciclovir: (i) su activación específica por el virus, y (ii) el mecanismo por

el cual la droga activada impide la replicación del ADN.

Fig. 2.1. Estructura del aciclovir

NH ami/aguda NH

5' </ I/ \
N NH2 N N NH2

H0

\\/O

aciclovir
2'-desoxiguanosina

Tanto los nucleósidos naturales como sus análogos deben ser fosforilados a su forma

trifosfatada para participar en la replicación del ADN. El primer paso de la activación del

aciclovir, la formación del monofosfato, es catalimdo por la enzima timidina quinasa viral y

no por las quinasas celulares“, de ahí su baja toxicidad. Luego, las enzimas celulares son

capaces de continuar el proceso hacia la forma trifosfatada.

Durante la replicación 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 más afin por Ia enzima, queda incorporado preferencialmente a la cadena

naciente de ADN. La cadena de aciclovir posee un hidroxilo análogo al 5', que se puede

fosforilar, pero carece del hidroxilo 3' presente en cl sustrato natural, por lo tanto el

nucleótido siguiente no se puede unir y se paraliza la replicación del ADN'Z'”. Este fenómeno

se conoce como terminación obligada de la cadena. Por otra parte, el aciclovir se une

irreversiblemente a la polimerasa viral, inactivándola completamenteH'”.

Si bien esta droga resultó muy efectiva para reducir la severidad de las infecciones por

HSV, la aparición de mutantes resistentes a la misma durante los tratamientos prolongados es

una de las razones de la búsqueda continua de nuevos agentes antivirales. La resistencia puede

provenir de tres mecanismos”. El mecanismo más común es la incapacidad de expresar

niveles significativos de timidina quinasa, hecho que resulta en un bloqueo del sistema de

activación. Estas cepas presentan una virulencia mucho menor en comparación con la cepa

salvaje y, en particular, hay pérdida de la neurovirulencia en algunos sistemas animales
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¡7 . , . . . . . . . .
modelo . Otros mecanismos mas sutiles implican alteracrones menores en la timidma qumasa

o bien en la ADN polimerasa, de modo que las enzimas son incapaces de reconocer los

sustratos relacionados con la droga pero mantienen sus lunciones relativamente inalteradas.

Estas variantes virales tienen propiedades biológicas más similares a las cepas salvajesm‘lg y

son menos frecuentes. tanto en cultivo como en clinicam‘u.

Resulta evidente que. al buscar nuevas drogas antiherpétieas, es ventajoso desarrollar

agentes que combatan las cepas resistentes. Para ello, es necesario contar con compuestos que

presenten un modo de acción alternativo al aciclovir.

El uso rutinario del método de placas para titular virus animales, llevó a descubrir que los

polisacáridos sulfatados, presentes en el agar utilizado para cubrir los cultivos celulares, eran

inhibidores de la replicación de algunos de los virus sembrados. Aunque las propiedades

antivirales de los polisacáridos sulfatados sc conocen desde hace cuarenta años”, el

descubrimiento de la inhibición de la replicación del HIV (virus de inmunodeficiencia
23.24humano) por heparinas 25'27y otras sustancias polianiónicas reactualizó el interés por estos

compuestos. Desde 1988, se vio la extensión del espectro de acción de los compuestos

polisulfatados a otros virus envueltos”32 , incluyendo a virus que emergen como patógenos

oportunistas (como llSV y IlCMV) en pacientes inmunosuprimidos.

El síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es el resultado de la infección con

HIV tipos l y 2. El virus destruye progresivamente los linfocitos 'I‘ (CD4+) y afecta la función

de otras células del sistema inmune (macrófagos y linfocitos B). En los pacientes con SIDA,

la formación de sincicio (synciliun, célula gigante) jugaría un rol importante en la destrucción

posterior de los linfocitos T4. Dicha formación es inducida por la interacción entre la

glieoproteína gpl20, expresada en la superficie de células infectadas con HIV, y el receptor

CD4 de células CD4+ no infectadas. A su vez, la formación de sincicio lleva a una destrucción

selectiva de las células CD4+ no infectadas. Los compuestos polisulfatados ofrecen

características prometedoras como candidatos potenciales a drogas anti-HIV”. Tienen la

capacidad de inhibir la replicación de HIV en cultivos celulares a concentraciones de 0,01

ug/ml, sin resultar tóxicos para las ce'lulas huésped a concentraciones hasta 2,5 mg/ml.

Algunos de estos compuestos presentan actividad diferenciada contra cepas diferentes de

HIV, sugiriendo que existen diferencias marcadas en las moléculas blanco con las que

interactúan. No sólo inhiben cl efecto eitopático de HIV, sino que también evitan la formación

de sincicio inducida por este virus. Algunos experimentos llevados a cabo con muestras de

dextrán sulfato de peso molecular creciente y con ciclodextrinas sulfatadas, con diferentes
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grados de sulfatación, demostraron que la actividad antiviral aumentaba con pesos

moleculares y grado de sulfatación 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 demostró

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 sí 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 acción, 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 glicoproteína gpl20 de la envoltura viral. Este loop

V3 es necesario para la adhesión del virus al heparán sulfato de la superficie celular, como

sitio de unión primario, antes de unirse más específicamente 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 están relacionadas con variaciones en la región de la

glicoproteína de la cubierta viral que interactúa con los grupos aniónicos.

Por otra parte, los compuestos polisulfatados presentan ciertas desventajas. Su absorción

por administración oral es pobre, como fue demostrado en conejos, aunque su

biodisponibilidad puede mejorarse por modificaciones químicas apropiadas. Una

ciclodextrina sulfatada modificada por sustitución con grupos bencilo mostró una aceptación

oral en conejos, con una vida media en plasma de 4 h. Cuando se administraron por vía

intravenosa en conejos, los compuestos polisulfatados presentaron vidas medias desde 20 min

hasta 4 h. Cuando se administraron dextrán sulfato y pentosán polisulfato por infiJsión

intravenosa continua a pacientes sintomáticos infectados con HIV, no se encontró actividad

contra este virus y los niveles de p24 y CD4 no variaron“. Más aún, una administración

intravenosa continua de estos dos compuestos demostró ser tóxica, contraponiéndose al

proceso de coagulación y causando trombocitopenia, si bien la actividad anticoagulante podía

reducirse drásticamente por modificaciones químicas adecuadas como se probó 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.

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

importante pensar en la profilaxis y protección contra l-llV y/u otras infecciones virales.
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Teniendo en cuenta que: (i) la causa de la mayoría de las infecciones con l-llV en el mundo

entero es la transmisión sexual; (ii) esta transmisión es mediada por células mononucleares

que infectan cc’lulasepiteliales del tracto genital; (iii) los compuestos polisulfatados inhiben

eficientemente la adhesión célula-célula; entonces estos compuestos pueden considerarse

como potencialmente efectivos en una formulación vaginal para proteger contra una infección

con I-llV. Lamentablemente. la complejidad de la infección con HIV apagó las esperanzas

iniciales de encontrar rápidamente una vacuna. Aún cuando exista una vacuna disponible en

el mercado, tardaría años en ser accesible para la mayoría de las mujeres con mayor riesgo de

infección. Por eso, no hay que descartar el desarrollo de estrategias alternativas de

prevención, una de las cuales consiste en un producto vaginal en forma de gel, crema o

espuma. Zacharopoulos y Phillips35 informaron sobre la efectividad de carragenanos para

proteger ratones contra la infección con HSV-Z. Una solución al 1% en carragenanos kappa,

iota o lambda evitaron la infección de casi todos los animales tratados con una dosis viral que

infectaba al 50% de los individuos control. Una solución de la misma concentración de

carragenano inhibió la infección del 85% de los ratones inoculados con una dosis viral capaz

de infectar a la totalidad de los animales control.

A continuación se describen brevemente las características estructurales de los compuestos

sulfatados con actividad antiviral empleados como testigos en la evaluación de los

polisacáridos de N.jásligiala.

El dextrano es un polisacárido de alto peso molecular producido a partir de sacarosa por

varias bacterias, de las cuales Lcuconostoc mesenleroides y Leuconostoc dextranicum son las

más importantes comercialmente. La cadena central consiste, en forma predominante, de

unidades a-D-glucosa enlazadas por la posición 6; mientras que las ramificaciones ocurren

por enlaces a en las posiciones 1 ó 4. Los dextranos pueden diferir en la longitud de la cadena

y en el grado de ramificación. Por hidrólisis parcial se obtienen fracciones de distintos pesos

moleculares promedio. El dextrán sulfato (Fig. 2.2) se obtiene por sulfatación, con ácido

clorosulfónico y piridina, resultando un producto con dos a tres grupos sulfato por unidad de

glucosa.
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Fig. 2.2. Estructura de dextrán sulfato y pentosán sulfato
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El pentosán sulfato (Fig. 2.2) es un producto de semisíntesis obtenido por sulfatación de un

D-xilano con enlaces B-(l—>4),logrando prácticamente un 100% de sulfatación.

Fig. 2.3. Estructura de heparina persulfatada
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La heparina (Fig. 2.3) es cl polisacárido sulfatado natural más importante a nivel

terapéutico. Con fines comerciales, se aisla de pulmón bovino o de mucosa intestinal porcina.

Las unidades repetitivas poseen pesos moleculares entre 5000 y 40000 Da, están compuestas

por residuos altemados de ácido urónico (idurónico o glucurónico) y glucosamina con

uniones l—>4.Las unidades diméricas repetitivas de la heparina son variables, ya que no

todos los ácidos glucurónicos están epimerizados a ácido idurónico, las glucosaminas pueden

estar parcialmente N-acetiladas y las N- y 0-sulfataciones pueden ser incompletas.
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2.2. ANTECEDENTES SOBRE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LOS

POLISACARIDOS SULFATADOS AISLADOS DE NOTHOGENIA FASTIGIA TA

En el contexto de los antecedentes publicados sobre compuestos polisulfatados, se

comenzó el estudio de la actividad de los polisacáridos aislados de Nothogeniajásligiata y su

mecanismo de acción.

2.2.1. ACTIVIDAD ANTIIIERI’ÉTICA DE Fl Y F7

Damonte e! al.37 evaluaron la actividad antiherpética de los xilogalactanos Fl y F7 y

presentaron evidencia sobre su modo de acción. Se encontró una inhibición de la replicación

de HSV-l cepa F dependiente de la dosis para Fl y F7 (Fig. 2.4). La concentración necesaria

para inhibir cl número de placas virales en un 50%, IC50, fiJe de 24.0 y 15,0 ug/ml para Fl y

F7 respectivamente. El efecto citotóxico de los polisacáridos se evaluó sobre células Vero

(células de riñón de mono verde africano) en el rango de concentraciones permitido por su

solubilidad (200 ¡tg/ml) y se estimó una concentración requerida para inhibir la viabilidad

celular en un 50%, CCso. mayor a 200 pg/ml. Por lo tanto, el índice terapéutico —def1nido

como el cociente CCso/IC50—fue estimado como superior a 8,3 para F] y a 13,3 para F7. Los

polisacáridos químicamente desulfatados, FlD y F7D, resultaron totalmente inactivos como

inhibidores de HSV-l. aún a una concentración de lOOug/ml.

La actividad antiherpética se evaluó sobre otras cepas de HSV-l, incluyendo dos cepas

deficientes en timidinaquinasa (TK') resistentes al aciclovir. Ambos compuestos inhibieron

todas las cepas ensayadas en la misma medida aproximadamente, con leo en el rango l5,0­

32,6 ug/ml (Tabla 2.1). Fue por eso que el resto de los experimentos se llevaron a cabo

solamente sobre la cepa F de l-lSV-l. A fm de determinar si Fl y F7 poseían propiedades

inactivantes de los virus, se mezcló directamente una suspensión de HSV-l con cada uno de

los polisacáridos disueltos en mcdio de cultivo de mantenimiento, en concentraciones finales

entre l y 100 pg/ml. Luego de incubar 60 minutos a 37°C, las muestras fueron tituladas. No se

encontraron diferencias entre las suspensiones tratadas y sin tratar, aún a concentraciones de

xilogalactanos superiores a las leo determinadas con anterioridad. Por lo tanto, no sc

encontraron efectos virucidas directos de Fl y F7.
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Fig. 2.4. Acción de los polisacáridos sobre la viabilidad celular y la replicación

de HSV-l cepa F en células Vero
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Tabla 2.1. Actividad antiviral de Fl y F7 contra diferentes cepas de HSV-l

Cepa viral [CSO(pg/ml)

FI F7

F 24,0 |5,0

KOS 2|,3 18,7

B2006 24,4 22,5

Field 20,0 32,6

El xilogalactano más activo fiJe F7, sobre el cual se realizaron estudios posteriores. En una

primera aproximación, las células fueron tratadas con esta muestra a tiempos variados durante

el ciclo de replicación viral. El tiempo de adición de F7 fue muy importante, porque el
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compuesto fue más activo cuando se agregó en las etapas más tempranas del crecimiento (en

simultáneo con el virus o durante la primera hora de infección) y no tuvo efecto alguno

cuando se lo incorporó luego de l hora de infección. Pensando en que el compuesto podía

bloquear la adsorción viral, las ce'lulas Vero fueron expuestas a HSV-l en presencia o

ausencia de F7 y se determinó la infectividad de las células unidas luego de tiempos de

incubación variables. Los resultados (Fig. 2.5.a) indicaron que F7 inhibía la adsorción dado

que el porcentaje dc virus unido disminuyó significativamente en las células infectadas y

tratadas con respecto a las células sin tratar.

Con posterioridad se analizó la posibilidad de que F7 ejerciera una acción inhibitoria en un

paso post-adsorción, examinando el efecto de F7 sobre la intemalización de HSV-l. Primero,

las células se infectaron con el virus a 4°C a fin de permitir la adsorción pero no la

penetración viral. Despues se añadió F7 a los cultivos, elevando la temperatura a 37°C para

comenzar la internalización. En estas condiciones se midió la cantidad de virus intemalizado,

por determinación del número de centros infecciosos después de inactivar los virus

extracelulares con protcasa, que resultó similar en las células control y en las tratadas con F7

(Fig. 2.5.b).

En resumen, estos xilogalactanos resultaron activos en [CSOentre 15,0 y 32,6 ug/ml. Al

mismo tiempo, no se detectaron efectos citotóxicos en las células Vero a las concentraciones

permitidas por sus solubilidad. Los experimentos realizados sugirieron que F7 interfería con

un etapa muy temprana del ciclo replicativo de l’lSV-l. Más específicamente, el efecto

inhibitorio sobre la adsorción viral fue confirmado directamente midiendo la cinética de

adsorción de los viriones infecciosos en presencia del polisacárido. En contraste, F7 fiJe

completamente inactivo durante el paso subsecuente de internalización y tampoco inactivó al

virus directamente. como se determinó por incubación de HSV-l con F7 antes de inocular las

células. Esto sugirió que se requería la presencia simultánea de virus y célula huésped para

una acción inhibitoria más efectiva.
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Fig. 2.5. a) Efecto de F7 sobre la adsorción de HSV-l cepa F; b) Efecto de F7 en la

internalización de HSV-l cepa F
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2.2.2. ACTIVIDAD ANTIHERPÉTICA DE LOS XILOMANANOS SULFATADOS

Las cinco fracciones de xilomananos sulfatados obtenidas de N. fastigiata37 fueron

probadas para controlar su actividad antiviral contra HSV-l. Sólo F6 resultó interesante por

actividad anti-HSV-l marcada”, inhibiendo el número de placas virales en un 50% a una

concentración de 0,6 ug/ml (IC50).Se analizó 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), Junín, Tacaribe, HIV-l, HIV-2 y virus de inmunodeficiencia de

simios (SIV) (Tabla 2.2). Esta fracción mostró un espectro de actividad antiviral claramente

distinto al de otro polisacárido sulfatado, dextrán sulfato (DS, PM 5000), utilizado como
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control. Resultó menos activa frente a l-llV-l y HIV-2, pero tuvo una mejor respuesta frente a

SIV. La CC50 de F6 para el crecimiento celular de células Vero, de pulmón de embrión

humano (l-lEL) y l-leLa fue de lOOug/ml; mientras que el crecimiento de las células MT-4 se

redujo al 50% a una concentración de F6 de 33 ug/ml.

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

Virus Cultivo ICS"(pg/ml) CCm(ug/ml)a

celular Fó DS F6 DS

llSV-l (cepa F) Vero 0.6 2.| l |8 >200

HSV-I (cepa KOS) Vero ¡,5 ¡,9

llSV-Z Vero 2.5 ¡.8

HCMV (cepa ADl69) l'lEl, lO 0.4 IOO >200

HCMV (cepa Davis) l-llïL 2.8 Otl

Poliovirus Vero >50 >200

lnfluen7a A MDCKh 0,2 8 n.d. n.d.

Influenza B MDCK 20 >200

Parainflucnm 3 Vero >|OO >200

RSV l-lel,a° 0,9 I ,6 l00 >200

Virus Junin Vero IO 5

Virus Tacaribe Vero 7,8 3.2

HIV-l M'l'-4" ¡3.7 0,1 33 >500

HIV-2 MT-4 ¡3.4 0,03

SIV MOl,T-4° 0,4 IO

aDeterminada para la inhibición dcl crecimiento celular de células Ven HEL y HeLa y el

ensayo MTT para células MT-4.

l“MDCK.células de riñón canino Madin Darby.

cHeLa, células de adcnocarcinoma cervical.

dMT-4. células T4 transformadas por infección con el retrovirus HTLV-l (human T-cell

leukcmia virus type l).

°MOLT-4, linfoblastos T cn leucemia linfoblástica aguda.
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2.2.3. EFECTO DE F6 SOBRE LA ADSORCIÓN VIRAL

Se determinó que la actividad anti-HSV de F6 se expresaba en un estadio temprano del

ciclo de replicación de HSV-ln, dado que la replicación se inhibía solamente cuando el

compuesto estaba presente durante el período de adsorción viral. A fin de determinar si este

polisacárido inhibía la adsorción viral, se hicieron experimentos donde F6 se expuso a las

células: (i) sólo durante el período de adsorción, tratamiento A; (ii) sólo después de la

adsorción, tratamiento B; (iii) durante y después de la adsorción, tratamiento C. En todos los

casos, las células se infectaron con el mismo número de unidades formadoras de placas (PFU)

de HSV-l y se permitió la adsorción viral a 37°C durante l 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 días para determinar finalmente el número de

placas. El experimento demostró que el compuesto perdía toda su actividad antiviral cuando

no estaba presente durante el período de adsorción (Tabla 2.3). Los resultados obtenidos para

la presencia de F6 durante la adsorción y durante todo el período de incubación fueron

similares.

Tabla 2.3. Influencia de la presencia de F6 en períodos de tratamiento variados sobre su

actividad anti-HSV-I

Tratamiento F6 presente (pg/ml) Número de Inhibición

durante Ia adsorción luego de la adsorción placas" (%)

Ninguno 0 0 56 0

A 3,3 0 6 90

B 0 3,3 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 adsorción a la célula huésped se evaluó

monitoreando la unión del virus a las células en presencia del polisacárido. Las células Vero

fueron incubadas con HSV-l durante 30 minutos, a 4°C —parapermitir adsorción pero no

penetración viral—,en presencia de varias concentraciones de Fó. Al cabo de este tiempo se

determinó la infectividad de las células unidas a virus (Fig. 2.6). La infectividad asociada a las

células Vero resultó inhibida por F6 de una manera dependiente de la concentración, con unaleode
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Fig. 2.6. Efecto de F6 sobre la adsorción de HSV-l
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Cuando se midió el efecto de F6 sobre la inhibición de la unión de HCMV (cepa Davis)

marcado radioactivamente a células HEL, se obtuvo una IC50de 16 ug/ml (Fig. 2.7); mientras

que DS presentó una IC50de 0,8 ug/ml en las mismas condiciones. El experimento se siguió

por la radioactividad de las células asociadas luego de 30 minutos de incubación; los datos

mostrados son el resultado de tres experimentos separados. Además cuando F6 estaba

presente durante la infección a 100 ¡ig/ml, redujo la expresión de antígenos tempranos de

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

Fig. 2.7. Efecto inhibitorio de F6 sobre la unión de HCMV (cepa Davis) a células HEL
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A fm de comprobar si F6 también interfería con un evento post-adsorción, se examinó el

efecto de F6 sobre la penetración de HSV-l. Las células se infectaron con HSV-l a 4°C para

permitir la adsorción pero no la intemalización viral, se incubaron luego con F6 y la

temperatura se elevó a 37°C, para iniciar la entrada del virus. En estas condiciones, la cantidad

de virus intemalizado fue similar en las células tratadas con y sin F6. Por lo tanto, F6 parece

no influir en la penetración viral.

En conclusión, el xilomanano F6 demostró ser activo contra una variedad de virus

envueltos. Los tipos l y 2 de HSV, influenza A, RSV y SlV fueron los más sensibles a F6,

con valores de leo 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 citotóxicas

(Tabla 2.2). Por lo tanto, F6 puede considerarse como un inhibidor selectivo de estos virus. La

actividad inhibitoria completa se logró sólo cuando el compuesto estaba presente durante el

periodo de adsorción viral. Las células que habían sido incubadas con F6 durante este período

no mostraron unión a HCMV marcado radioactivamente, ni tampoco a HSV-l. Además F6

evitó la expresión de antígenos tempranos de HCMV que se expresan apenas terminada la

infección. La internalización, un evento posterior a la unión virus-célula, no fire interferida

por el polisacárido sulfatado, por lo cual el mecanismo de acción puede atribuirse a la

inhibición de la adsorción viral.

Los resultados encontrados están de acuerdo con estudios previos sobre la actividad

antiviral de polisacáridos sulfatados como DS y heparina. El mecanismo de acción de estos

compuestos se atribuyó a una interacción de la unión del virus a las células2'5‘7’40.Los

proteoglicanos de heparán sulfato presentes en la superficie celular podrían actuar como

receptores iniciales de HSV tipos l y 2, de virus de pseudorrabia, herpes virus bovino y

HCMVM'JH'. La heparina interactúa con las glicoproteínas virales que están involucradas en

la unión inicial del virus a la célula. De esta manera, por analogía con otros polímeros

sulfatados, se propuso que F6 interactuaría con dominios cargados positivamente de estas

glicoproteínas, formando un escudo sobre los dominios e impidiendo que el virus se una al

heparán sulfato negativamente cargado‘.

Quedó por elucidar por qué F6 tenía un espectro antiviral distinto de DS, en especial por

qué era más activo que DS contra los virus de influen'za, RSV y SIV y lo era menos contra

HCMV y HIV. Esta actividad diferenciada podría estar relacionada con la distribución de los

grupos sulfato sobre la cadena central.
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2.2.4. ACCIÓN lNHlBlTORlA DE F6 SOBRE LA GLICOPROTEÍNA C

Teniendo en cuenta que la glicoproteína C (gC) de HSV-l está básicamente involucrada en

la adhesión del virus al heparán sulfato de la superficie celular“, sería probable que la

interacción de 176con gC impidiera la unión inicial del virus a la célula huésped. Se sabe que

gC de HSV-l actúa como un receptor para el tercer componente del complemento C3b43y

también se propuso un rol de gC cn la protección de la envoltura del virus y la infección de la

superficie celular contra el daño por el complemento“. Esta misma glicoproteína también

induce la actividad hemoaglutinante de llSV mediando la unión de HSV al heparán sulfato de

la superficie del critroeito‘s'“. A fin de confirmar que gC era el blanco principal de la

actividad antiherpética de 176.Pujol e! al."l estudiaron el efecto de este compuesto sobre estas

propiedades relacionadas con gC dc llSV-l.

Está demostrado que gC tiene la habilidad de unirse a C3b47. Para probar el efecto

interferente de F6 sobre esta capacidad de unión de gC a C3b, se empleó una técnica de

formación de roseta entre ce'lulas Vero infectadas por HSV-l —que exponen gC en la

superficie eelular- y eritrocitos de carnero recubiertos de C3b (Fig. 2.8). Se sensibilizaron los

eritrocitos con suero subaglutinante de conejo, anti-eritrocito de camero. Los glóbulos rojos

así sensibilizados (EA) se lavaron e incubaron con suero de ratón deficiente en C5 (para evitar

el proceso de lisis subsiguiente a la unión por C3b). La preparación final. consistente en

EACJb. se rescrvó. Por otra parte. se infectaron células Vero con llSV-l (cepa F) con 24

horas de anticipación y se mezclaron con los eritrocitos recubiertos de C3b. Se detectó la

presencia de rosetas por tinción. requiriendo al menos 5 eritrocitos adheridos a una célula

Vero para dar una roseta. A fin de bloquear la unión a C3b. las ce'lulas infectadas se pre­

incubaron con diferentes concentraciones de F6, antes de incorporar los eritrocitos EACgb

(Fig. 2.9). La presencia de F6 en la mezcla durante la incubación de las células Vero

infectadas con los eritrocitos redujo la formación de rosetas de un modo dependiente de la

concentración similar al observado para la inhibición de la producción viral. La concentración

requerida para reducir la formación de rosetas en un 50% (leo) de F6 fue de 0.90 ug/ml. en el

mismo orden que la leo determinada con anterioridad (0,66 ug/ml). En general, se

observaron rosetas con más de ¡5 eritrocitos unidos a una célula infectada, mientras que

ningún glóbulo rojo normal se unió en presencia de F6. 'l‘ampoco se formaron rosetas en las

mezclas control de células sin infectar cuando se incubaron con eritrocitos. o cuando células

infectadas se incubaron con eritrocitos sensibilizados sólo con anticuerpos (pero sin recubrir

de Cgb).
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Fig. 2.8. Influencia de F6 en la formación de rosetas entre células infectadas con HSV-l y eritrocitos

recubiertos con C3b
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Fig. 2.9. Efecto de F6 sobre el rendimiento viral de HSV-l y la formación de rosetas
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Finalmente, F6 también resultó efectiva en la inhibición de la capacidad hemoaglutinante

de llSV-l. una propiedad común a todos las cepas de laboratorio que expresan gC y a las

aisladas clínicamente de l-lSV-l"". La menor concentración de F6 que suprimió por completo

la hemoaglutinación inducida por 8 unidades hemoaglutinantcs de llSV-l fue de 0.39 pg/ml.

un valor que también está dentro del orden de la dosis antiviral efectiva.

En conclusión, los resultados confirman que tres actividades mediadas por gC —adsorción

viral, unión a C3b y hemoaglutinaeión- son igual y efectivamente bloqueadas por el

xilomanano Fó. Esta evidencia es consistente con la interacción de F6, como lo hacen otros

polímeros sulfatados, con los dominios cargados positivamente de la glicoproteína‘ actuando

como un escudo para estos dominios y evitando la unión del virus al heparán sulfato cargado

negativamente.

Se postula que la interacción de gC con Cgl')regula negativamente la respuesta innata del

huésped a la infección viral. Es claro que gC es esencial para que el virus evada su

inactivación mediada por el complemento y la lisis de las células infectadas“. Considerando

que gC es la única glicoproteína de l-lSV-l que se une a C3b, el bloqueo de F6 sobre esta

actividad biológica sustenta la teoría de que F6 interactúa con esta glicoproteína.
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CAPÍTULO 3

ANÁLISIS ESTRUCTURAL DEL SISTEMA DE

XILOMANANOS SULFATADOS DE

NOTHOGENIA FASTIGIA TA

3.1. EXTRACCION, AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO

A fin de llevar a cabo el análisis estructural

exhaustivo de los xilomananos de Nothogeniafastigiata

(Bory) Parkinson', se comenzó este trabajo de Tesis

realizando un nuevo procedimiento de extracción y

fraccionamiento según el procedimiento descripto con

anterioridad2 (Sección 1.4). En líneas 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

alquiltrirnetilamonio por sodio, las fracciones F2, F4,

F5 y F6 se trataron con soluciones de cloruro de sodio —

cada una en la concentración correspondiente a su

redisolución- dando las fracciones F2', F4', F5' y F6'.

La composición en hidratos de carbono de los polisacáridos de partida y de los tratados con

cloruro de sodio resultaron similares, a pesar de la recuperación incompleta del material. En

particular, se mantuvo el contenido de galactosa en F2 'y F4'.

El análisis de la Tabla 3.1 sugiere que la solubilización en soluciones de cloruro de sodio

de las sales de cetrirnida de los xilomananos sulfatados dependió fundamentalmente del

contenido de ramificaciones simples de D-xilosa. Sólo aquellas fi'acciones con niveles de

xilosa similares se separaron de acuerdo con su grado de sulfatación. Así por ejemplo, F2’ y

F3, con porcentajes molares similares de xilosa, se resolvieron según su contenido de sulfato;

F3 y F4', con el mismo porcentaje de sulfato, se fiaccionaron siguiendo un orden decreciente

de ramificaciones; FS’ y F6’, verdaderos mananos, presentaron una redisolución dirigida por

el contenido de sulfato.
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Tabla 3.1. Composición, rendimiento y peso molecular de los xilomananos sulfatados

XiIo-manano NaCl Rend. Sulfato Proteína Peso )(il:S:Mana Composición en

molecular monosacáridos

(% molar)

(M) (%) (%S03Na)(%) (relaciónmolar)m
F2 ¡,0 5,8" n.d. n.d. ¡1000 6| 23 ¡6

F2' ¡,0 69,7c 17,6 («14)d l0,l ¡2000 34:59:]00 62 22 ¡6

F3 ¡,5 ¡0,8 26,] (N29) ¡0,6 39l00 282842100 74 20 6

F4 2,0 8,7 n.d. n.d. 35500 78 l8 4

F4' 2.0 59,9 26,0 (N32) 4,8 2 I900 20:72:]00 82 ¡6 2

F5 3.0 18.2 n.d. n.d. ¡4300 n.d

FS' 3,0 32,2 ¡5,3 (wló) 5,9 6400 2:3 l :l00 98 2

F6 4,0 l4,9 3|,3 n.d. n.d. n.d.

F6' 4,0 39,8 3 | ,7 (N33) 6,6 30000 2:82: l00 98 2 ­

aXilosazsulfatozmanosa.

l’Rendimientos: porcentajes del total recuperado (52,7 % sobre polisacáridos solubles en agua).

cRendimientos de F2'-F6': porcentajes de masa recuperada luego del tratamiento con soluciones de

NaCl de la concentración indicada.

dEntre paréntesis se indica el porcentaje calculado a partir del análisis por metilación.

Las rotaciones ópticas de F3, FS'y F6' resultaron similares cuando se midieron en agua,

DMSO, agua-DMSO l:l, NaCl 0,1 M y NaCl 0.5 M, a saber: F3, [a]¡, +l3,l a +l8,6°; FS',

[a]n +74,3 a +79,5°; Fó', [(110 +55,2 a +64,2°. Las correspondientes a F2'y F4' se

determinaron solamente en agua y en NaCl 0,5 M, siendo los valores respectivos: F4', +2l,7

y +23,3°; F2', -l,3 y l3,0°. El manano FS' desulfatado había presentado una rotación óptica

en agua de +93,2°, similar a la informada para el metil 3-()-a-D-manopiranosil-a-D­

manopiranósido (+94,8°, en agua)’. La rotación medida en agua para el producto de

desulfatación de F6', Fó'Des (ver Sección siguiente), fue algo menor: +80,3°, pero al

aumentar la fuerza iónica el valor alcanzó prácticamente al del disacárido (+92,6°, NaCl 0,1

M). Estos datos sugirieron que estos xilomananos poseen una conformación al azar en

solución y que los grupos sulfato presentes no son determinantes de una forma más ordenada.

En la Tabla 3.2 se muestran el contenido de sulfato, la composición de los cationes que

actúan como eontraiones de los grupos sulfato y el grado de polimerización determinado por

un método químico (cuantificación colorimétrica del contenido de extremos reductores‘).

Teniendo en cuenta que el fraccionamiento de estos polisacáridos se efectuó por precipitación
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con cetrimida y redisolución en soluciones de cloruro de sodio, el predominio de contraiones

calcio y magnesio resultó completamente inesperado.

Tabla 3.2. Composición y grado de polimerización promedio de los xilomananos de N.fasligiala

Xilo-manano Sulfato Contraión Masa promedio DP

(% equiv) de cada unidada promediob

(% SOJNa) Caz' Mgz' Na‘

F2' |7,6 73,8 l7,2 9,0 27] 44

F3 26,] 48,] 20,8 31,0 288 l36

F4' 26,0 72,5 22,] 5,4 264 83

F5' ¡5,3 49,7 I5,0 35,3 l97 32

F6' 31,7 77,] 17,6 5,2 249 l20

"Calculado a partir de las relaciones molares xilosazmanosazsulfato de la Tabla 3. l.

l’Calculado a partir de los pesos moleculares de la Tabla 3. l.

3.2. METILACIÓN v DESULFATACIÓN-METILACIÓN

El análisis estructural dc los polisacáridos comenzó con un estudio por metilación.

Teniendo en cuenta que F5'y F6' tenían relaciones molares xilosa:sulfato:manosa de 2:31:100

y 2:82:100 respectivamente, se tomó 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 l—>3,con muy baja proporción de ramificaciones

simples de D-xilosa (Tabla 3.3), por lo tanto casi todas las unidades sustituidas derivaban de

residuos sulfatados. El manano F5' presentó un grado de sulfatación del 33 %, con respecto al

total de las unidades de manosa, con sustitución casi exclusiva en la posición 6. En cambio,

F6' estaba sulfatado tanto en la posición 2 (56 %) como en la 6 (37 %), además de existir la

posibilidad de proporciones menores de unidades disulfatadas. En ambas fracciones se

consideró que las ramificaciones simples de xilosa estaban ubicadas sobre la posición 2 de las

unidades de manosa, por extensión con respecto a los resultados observados para F2' y F4',

como se verá más adelante.

La desulfatación de F6', con cloruro de hidrógeno en metanol, dio un producto -F6'Des—

poco soluble en agua, con un 87 % de reducción de los grupos aniónicos (Tabla 3.3) y escasa

degradación (PM 11600). El mismo tratamiento aplicado sobre F2' y F4' permitió obtener

F2'Des y F4'Des con 75 y 77 % de desulfatación respectivamente (Tabla 3.4).
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Tabla 3.3. Composición (moles por lOOmoles de manosa) de F3, FS'y Fó' permetilados

y F6'desulfatado permetilado

Monosacárido F3“ FS' Fó' [36' Desb

2,3,4-Me3 Xil 3l 5 3 5

2,4,6-Me3 Man 7 6| 9 76

2,3,6-Me3 Man tr tr

4,6-Me2 Man 45 3 52 7

2,4-Me2 Man l5 29 3| 6

6-Me Man 4 l l

4-Me Man 29 tr 5

2-Me Man tr 2 tr

Man - 5 2 3

aCon fines comparativos (Ref. 2).

bFó' Des contenía además 2,6-di-()-metilmanosa (7 %).

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

desulfatados

XiIo-manano Sulfato Xil:S:Mana Composición en monosacáridos

(% molar)

(% SOJNa) (relación molar) Man Xil Gal

F2' Des 4,4 e)" Slzl2zl00 57 29 ¡3

F4' Des 5,8 (N) 29:l2:l00 76 22 2

F6' Des 4,0 (N) 2:7:l00 98 2 ­

aXilosa:sulfato:manosa.

dEntre paréntesis se indica el porcentaje calculado a partir del análisis por

metilación.

La metilación por el método de l-Iakomoris, con metilsullinilmetanuro de sodio

(metilsullinilcarbanión) y iodometano en dimetilsulfóxido, de las sales de trietilamonio6 de

F2' dio un alto porcentaje de submetilación. Se probaron entonces N-óxido de 4­

metilmorfolina (monohidrat0)-I)MSO7 y cloruro de litio-DMSO‘l como sistemas de solventes

propuestos para la alquilación de celulosa, manteniendo la misma base y cl agente metilante.

Nuevamente se obtuvo un alto grado de submetilación. Para la alquilación de la celulosa o

cualquier otro polisacárido se necesitan sistemas disolventes que formen una solución

verdadera, ya que debe evitarse cualquier efecto que bloquee a los grupos hidroxilo. Ademas

de su basicidad, el anión dimetilsulfinilmetanuro es 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 alquilación de celulosa con este carbanión.

Joseleau el (11.7propusieron al N-óxido de 4-metilmorfolina (MMNO), en sus varias formas de

hidratación, como solvente verdadero no degradativo de paredes celulares de plantas y de

polisacáridos de origen bacteriano, aunque no postularon ningún mecanismo de solvatación.

Petrus el al.a propusieron el uso de cloruro de litio en DMSO como un solvente para celulosa

compatible con procesos eficientes de alquilación. La capacidad de una solución de cloruro de

litio en un solvente polar aprótico para disolver a la celulosa puede atribuirse a la interacción

de los átomos de litio —pertenecicntes a pares iónicos solvatados y no disociados en una

molécula de cloruro de litio- con los átomos de oxigeno de los hidroxilos de la celulosa. A

concentraciones suficientemente altas, estas interacciones rompen las uniones hidrógeno entre

cadenas de celulosa. La acción cooperativa del solvente aprótico parece sólo incrementar este

efecto, es decir, el efecto principal es producido por el cloruro de litio no disociado en

solución. Las propiedades características del cloruro en el par iónico LiCl relacionadas con la

disolución de la celulosa estarían vinculadas con el catión litio más electropositivo,

comparado con el bromuro de litio sin disociar, dada la naturaleza de base dura del cloruro

(con respecto al anión polarizable bromuro como base blanda). La existencia simultánea de

una unión hidrógeno débil por el cloruro sería menos probable, porque la unión hidrógeno­

cloro en un solvente aprótico, fuertemente polar y con oxígeno, es muy poco probable. En

resumen, los autores proponen que los átomos de litio, de moléculas de cloruro de litio sin

disociar en un solvente aprótico polar, interactúan con los átomos de oxígeno de los grupos

hidroxilo de una manera análoga a la unión hidrógeno que ocurre entre los protones del agua

y los hidroxilos. A diferencia del agua, el cloruro de litio es capaz de interrumpir la formación

de uniones hidrógeno entre cadenas de celulosa para lograr su solubilización.

Fig. 3.]. Solvatación de la celulosa por LiCl-DMSO
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La metilación completa de F2' y F2'Des se logró con un procedimiento secuencial,

aplicando primero una metilaeión según el método de Haworthq, según la técnica descripta

por Cerezo“), seguida de una permetilación según 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 galaetano (F2', ¡0-11 %; F2'Des, ¡5-16 %) 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 galaetosas provenían del galaetano de la

familia del agar poco sustituido con xilosa y sulfato, mientras que las manosas y la xilosa

trimetilada derivaban del xilomanano.

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

permet ilados

Monosacárido F2 ' Xilomanano F2'Des Xilomanano

FZ' FZ'Des

2,3,4-Me; Xil 25 29 l8 23

2,3,4,6-Me.. Gal I

2,4-Mcz Xil I 2

2,3-Me2 Xil 7 8

2,4,6-Me; Man 8 lO 32 43

2,4,6-Me3 Gal 7 7

2,3,6-Me; Man l 2

2,3,6-Me; Gal 2 5

4,6-Me3 Man 29 37 18 24

2,6-Meg Gal I 2

2,4-Mez Man 4 5 2 3

6-Me Man l I 2 2

2-Me Gal I

4-Me Man | l |4 2 3

Man 2 2 | 2
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Tabla 3.6. Composición (moles %) de F4', xilomanano F4', F4'Des y xilomanano

F4'Des permetilados

Monosacárido F4' Xilomanano F4'Des Xilomanano

F4' F4'Desa

2,3,4-Me3 Xil l2 l2 19 20

2,4,6-Me; Man 5 5 47 48

2,4.6-Me; Gal 3 l

2,3,6-Me; (¡al l

4,6-Me2 Man 43 45 23 24

2,4-Mcz Man lO lO

6-Me Man 2 3 2 I

2-Me Man l l

4-Me Man 2| 22

Xil I

Man 2 2 7 7

"En F4' se detectó además Glc (l %).

La fracción F4' presentó un comportamiento similar frente a la mctilación, pero el

tratamiento en dos etapas aplicado a F2' permitió cumplir el objetivo. En cambio, F4'Des

pudo metilarse en un solo paso siguiendo el procedimiento de Hakomori. Esta vez. no se

observó la presencia de xilano y solamente una pequeña proporción de galactano fue

detectada (1-3 %) en los productos metilados derivados de F4' (Tabla 3.6). En las Tablas 3.5

y 3.6 puede observarse un pequeño porcentaje de submetilación que impidió hacer un balance

riguroso de los sustituyentes.

3.3. ESPECTROSCOPÍA INFRARROJA

La espectroscopía infrarroja (IR) resulta útil para el estudio de polisacáridos sulfatados

debido a que pueden observarse bandas a: (i) 1240 cm", correspondientes a la vibración de

tensión S=O; y (ii) 800-900 cm", correspondientes a la tensión C—O——S,es decir, la de la

unión C—O modificada por la presencia de la unión O—S y viceversa”. Más

específicamente, en monosacáridos sulfatados la banda a 1240 crn'l indica la presencia de

grupos sulfato en general; mientras que la sulfatación sobre hidroxilos primarios (sobre C-6)

origina una banda a 820 cm", en hidroxilos secundarios ecuatoriales (C-3 ó C-4 de manosa)

aparece a 830 cm'l y en hidroxilos secundarios axiales (C-2 de manosa) a 850 cm". Estas
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señales pudieron ser confirmadas también en polisacáridos'ii‘N. La aplicación de esta

espectroscopía se vio impulsada por el desarrollo de la espectroscopía infrarroja con

transformada de Fourier (FT-IR). Así por ejemplo, en 1993 Chopin y Whalen's pudieron

diferenciar distintos tipos de carragenanos por la presencia o ausencia de bandas

características, con muestras de alga molida sin extracción previa.

El análisis por IR de las fracciones F3 y F5 realizado en ¡9872 mostró una banda ancha de

absorción a 850 cm", indicando el predominio de grupos sulfato en posiciones axiales pero

sin la resolución suficiente para discriminar entre grupos sulfato primarios o ccuatoriales. Los

espectros FT-IR de F6' y F3 (provenientes del fraccionamiento efectuado durante este trabajo

de investigación) mostraron señales anchas con máximo a 843 cm'l (sulfato secundario axial)

y un hombro a 8l5-820 cm'l (sulfato primario). La segunda derivada de cada gráfico permitió

distinguir dos picos a 843 y 825 cm". El espectro de FS' mostró una banda ancha centrada en

802 cm", mientras que el cálculo de la segunda derivada reveló una absorción fuerte a 823

cm'l (sulfato primario). Las fracciones F2'y F4' presentaron también bandas anchas con

máximo a 843 cm'l y un hombro a 820-824 cm". Estos resultados están de acuerdo con el

esquema de sulfatación delineado por el análisis por mctilación y desullatación-metilación:

sólo FS' presentaba sulfatación exclusivamente en C-6, las demás fracciones estaban

sulfatadas en C-6 y C-2 en proporciones considerables.

3.4. ESPECTROSCOPÍA DE RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR

La asignación de los espectros RMN de las fracciones F2', F3, F4'-F6', desarrollado en las

Secciones 3.4.2 y 3.4.4, se llevó a cabo tomando como base los antecedentes bibliográficos de

las Secciones 3.4.] y 3.4.3 sobre mananos, xilomananos y oligosacáridos relacionados.

3.4.1. RMN IJC. INTRODUCCIÓN

La asignación de los espectros de RMN I3Cde las fracciones F2'-l"6'se realizó teniendo en

cuenta los antecedentes bibliográficos que se indican a continuación sobre mananos,

xilomananos y olígosacáridos relacionados.

En 1982, I-lara e! al."5 asignaron el espectro RMN l3C de un D-manano con uniones a­

(]—>3)aislado del hongo Diclyophora indusiala Fisch.: 102,8 (C-l); 70,6 (C-2); 79,0 (C-3);

67,] (C-4); 74,4 (C-S); 62,1 ppm (C-6) (a 68°C; desplazamientos químicos relativos a 1,4­

dioxano, 67,4 ppm). En ¡988, Hara y col. continuaron trabajando con dos fracciones de D.
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indusiala”, T-3-M y T-3-M', cuyas estructuras correspondían a D-mananos lineales con

enlaces a-(1->3). La fracción T-3-M era insolublc en agua y DMSO, pero podía disolverse en

hidróxido de sodio de concentración mayor a 2 M; su rotación óptica fue medida en este

solvente ([0L].,|7 4119,2). 1.,a estructura de la cadena lineal de manosa se determinó por

metilación con metilsulfinilcarbanión y ioduro de metilo sobre el material disuelto en

MMNO. La segunda fracción, T-3-M', mostró señales a 20,5 y 170,3 ppm en su espectro

RMN |3C consistentes con la presencia de grupos acetilo, cuya cuantificación demostró que se

encontraban en una abundancia de «1,8 %. Los desplazamientos químicos correspondientes a

la cadena dc manosa sin sustituir se asignaron a: 101,6 (C-l); 69,4 (C-2); 78,5 (C-3); 65,9 (C­

4); 73,6 (C-S); 61,4 ppm (C-6), para un espectro registrado en MeZSO-dóa 60°C, con TMS

como referencia externa. Observaron además picos a 63,4 y 70,6 ppm que atribuyeron a C-6 y

C-5 de unidades 6-()-accti1adas. Por adición de NaOD, estas dos últimas señales

desaparecieron y las atribuidas al grupo acetilo se desplazaron hacia campos más bajos: 25,0

(CH; de CH3COON3) y 175,1 ppm (C carboxílico de CH3COONa).

Tabla 3.7. Asignación del espectro de RMN IJC de 3-0-(0L-D-manopiranosil)-D-manopiranosa'

Residuo C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-6

a-D-Man (r)" 94,52 70,85 78,41 66,99 73,06 6| ,42

B-D-Man (r) 94,03 71,39 80,86 66,51 76,44 61,42

a-l)-Man 102,79 70,85 70,50 67,28 73,77 61,42

aDesplazamientos relativos a tetrametilsílano (estándar interno).

bExtremo reductor.

En 1983, Awad e! al. ¡a publicaron una síntesis del disacárido 3-O-(a-D-manopiranosil)-D­

manopiranosa e identificaron los desplazamientos químicos correspondientes a todos los

carbonos (Tabla 3.7).

Allerhand y Bermanlg publicaron un método de aproximación sistemática al análisis de

espectros RMN l3C de hidratos de carbono complejos, comenzando por residuos de a-D­

manopiranosas en oligosacáridos. Presentaron un método para calcular los desplazamientos

químicos de cualquier residuo de a-D-manopiranosa unido a otros (en C-l , C-2, C-3, C-4, C­

5, C-6 o combinaciones), tomando como base los desplazamientos químicos de ciertos

manooligosacáridos. Para ello, presentaron dos conjuntos de datos: (i) las señales de a-D­

manopiranosas terminales no reductoras involucradas en uniones 1—+2,1—)3, l—+4, 1—)5,
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l—>6a otras a-D-manopiranosas; y (ii) los efectos de la sustitución 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-manosilación sobre todos los carbonos de la unidad sustituida. En cada caso,

los resultados fueron obtenidos tomando los desplazamientos químicos de un residuo ubicado

a continuación del extremo terminal no reductor de un oligosacárido (por ejemplo, cl residuo

B en C-B-A, donde A es el extremo reductor) y restándole la señal “de referencia” del

carbono correspondiente, ubicado en el extremo terminal no reductor del oligosacárido que

surge de la remoción del terminal no reductor en el oligosacárido original (el residuo B en B­

A). Los desplazamientos químicos de la mayoria de los carbonos de un residuo de manosa se

ven afectados de maneras diferentes y específicas por manosilación de C-2, C-3. C-4 y C-6.

Tabla 3.8. Cambios en los desplazamientos químicos de residuos de a-I)-manopiranosa y B-l)­

manopiranosa por a-l)-manosilación de uno de sus carbonos no anoméricos

Tipo de unióna Cambios en desplazamientos químicosb

C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

2a., -l ,53 +8,23 -O,3l +0,17 +0,02 +0,04

2a —I,63 +8,34 —0,37° +0,22c +0.0I a’

28k —0,27 +6,88 +0,32 +0,09c +0,52 -0, l 7

3a -0,08c -0,42c +7,45 -0,70 +0,05C e

3 [3 0 -0,4 +7,8 -0,6 —0,l +0, I

4a —0,l4 +0,49 +0,42 +7,36" -l ,50 +0, IOg

6a“ +0, |4 -0,02 +0,21 -0, l6 - l ,79 +4,75

6a -0,02 -0,03 +0,22 —o,1o —2,00" +4,59

68., +0, | 6 —0,06 +0, I2 -0, l 3 -I ,88 +4,80

“El número indica el carbono de Ia manosa en consideración que está unido al C-l de otra (1-1)­

manopiranosa. El subíndice R indica que se trata de una unidad reductora.

bs '- . . n 'AlX)- 8 "'l()

‘No se pudieron asignar inequívocamente.

dDebido a que no se pudieron efectuar asignaciones inequívocas, son posibles valores entre —O,ll y

+0,04 ppm.

cDebido a que no se pudieron efectuar asignaciones inequívocas, son posibles valores entre —0,04y

+0,08 ppm.

'Otro valor posible es +6,84 ppm.

l¿Otro valor posible es —0,02ppm.

hOtro valor posible es —2,l 5 ppm.
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Por otra parte, el residuo terminal no reductor de a-D-manopiranosa se ve influenciado por

la naturaleza de su enlace glicosídieo sobre otras manosas. En la Tabla 3.9 se enumeran los

desplazamientos químicos de los residuos de manosa en el extremo terminal no reductor junto

con las diferencias de desplammientos con respecto al monosacárido libre. Allí puede

observarse que no sólo los carbonos anome'ricos de los extremos terminales no reductores

aparecen afectados por el tipo de unión en C-l, sino también resultan modificados C-2, C-3,

C-4 y C-S.

Los autores proponen que los datos de las Tablas 3.8 y 3.9 pueden servir para predecir con

buena precisión los espectros de RMN "C de cadenas lineales o ramificadas de a-D­

manopiranosas. El punto de partida consiste en tomar un conjunto de desplazamientos

químicos de la Tabla 3.9, elegido según el tipo de unión que presente el carbono anome’rico en

consideración. Por ejemplo, si C-l está unido al C-2 de un residuo de B-D-manopiranosa

entonces corresponde la fila 1-)2BR. Después hay que modificar este conjunto según valores

de la Tabla 3.8, para tener en cuenta un enlace (de unidades de a-D-manopiranosa) sobre C-2,

C-3, C-4 ó C-6 del residuo en cuestión.
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Tabla 3.9. Efecto de la manosilación sobre el carbono anomérico en los desplazamientos químicos de

a-l)-manopiranosa: desplammientos químicos de los extremos terminales no reductores de a-D­

manopiranosa involucrados en uniones l—)2, l—>3,l—>4, |—>6a otras unidades de manosa

Unióna Desplazamientos quimicos y

efectos debidos a manosilación (ppm)"

C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

1—>261,1 103,44 71,39 71,77 68,27 74,54 62,36c

(+8,00) (-0,76) (+0,07) (-0,03) (+0,79)

l—)2a 103,47 71,40c 71,83 68,27 74,55 62,41c

(+8,03) (-0,75) (+0,13) (-0,03) (+0,80)

1—>sz 102,70 71,52 71,68 68,06c 74,18 u’

(+7,26) (-0,63) (-0,02) (-0,24) (+0,43)

l—)3a 103,46c 71,46c 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) (-o,4) (+0,3) (+0,1) (+ 1, 1) (+0,2)

l—)4a 102,74 71,69 71,81 68,00 75,03" 62,34“

(+7,30) (-0,46) (+0,1 1) (—0,30) (+ 1,28) (-0,07)

14601,, 100,86 71,35 72,01 68,18 74,04 62,36

(+5,42) (-0,80) (+0,31) (—o,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—>6[3,l 100,88 71,3 72,0 68,2 74.00 62,4

(+5,45) (-0,9) (+0,3) (-0, 1) (+0,25) (0)

aLas designaciones l—>2aR y l—+2u indican que el terminal no reductor de a-1)-manopiranosa

considerado está involucrado en una unión lr-)2 a una a-Iymanopiranosa reductora y no reductora,

respectivamente.

l’Los desplazamientos químicos corresponden a ppm con respecto a Me_.Si. Cada efecto dc

manosilación (indicado entre paréntesis debajo de cada desplazamiento) se obtuvo sustrayendo los

desplazamientos correspondientes a la a-l)-manopiranosa libre a los listados arriba.

°No se pudieron efectuar asignaciones inequívocas, por Io que hay otro valor posible que difiere en

menos de 0,l ppm.

dNo detectado. Probablemente coincida con el valor de l flan.

cOtro valor posible es 62,49 ppm.

rOtro valor posible es 75,55 ppm.

"Otro valor posible es 62,45 ppm.
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Chcmiak, Jones y Reiss20aislaron un glucuronoxilomanano parcialmente acetilado (GXM)

de Criplococcus neoformans con relaciones molares manosa : xilosa : ácido glucurónico :

acetilo (Man:Xil:Gch:Ac) de 10242326.La elucidación estructural de este polisacárido se

realizó mediante el análisis por RMN l3C de varios polisacáridos relacionados, obtenidos por

diversos tratamientos fisicos y químicos de la muestra inicial. A continuación se discuten

algunos de los resultados obtenidos, relevantes para el análisis de los polisacáridos de

Nothogeniafasrigiata. El tratamiento de GXM con litio en etilendiamina dio un xilomanano

(XM) con relación Man:Xil 5:2 y remoción del 90 % del ácido glucurónico. La degradación

de Smith de XM dio un manano (M) que fue fi'accionado en dos según su solubilidad en agua

durante la etapa de hidrólisis ácida controlada (M¡; Ms). Por otra parte, una oxidación con

periodato de GXM y reducción con borohidruro de sodio del producto dio un manano con

polialcoholes como sustituyentes (PM), a partir del cual se obtuvo el polisacárido ()­

desacetilado por reacción con NH4OH a pH l l (DPM). Los autores llegaron a las siguientes

conclusiones: M es un (l-+3)-a-D-manopiranano; XM posee la cadena central de M con

ramificaciones aisladas de xilosa como grupos 2-0-B-D-xilopiranosilo (9l %) ó 4-()-D­

xilopiranosilo (9 %). El polisacárido nativo, GXM, contiene la estructura de XM y aquellas

manosas no xilosiladas están sustituidas con grupos 2-0-fi-D-glucuronopiranosilo y 6-0­

acetilo distribuidos en proporciones similares sobre los residuos de manosa portadores de

otros sustituyentes y sobre los no sustituidos.

En la Tabla 3.10 se detallan las asignaciones de los espectros de RMN '3C obtenidos para

algunas de estas muestras. El manano Ms resultó poco soluble en D20, por lo que los

espectros de Mi y Ms se hicieron en MeZSO-dó. En ambos casos se obtuvieron resultados

esencialmente idénticos: seis señales bien resueltas de intensidades similares, sin evidencias

de otras minoritarias. La comparación de las constantes de acoplamiento en las regiones

anoméricas con la perteneciente al metil a-D-manopiranósido indicó que los carbonos

anoméricos tenían la configuración 0..

Con lines comparativos, aplicaron el método de Allerhand y Berman'9 adaptado a MeZSO­

dt; como solvente. Tomaron como base los desplazamientos químicos del metil a-D­

manopiranósido en MCZSO‘dfi,en lugar de los informados para D20, y aplicaron los efectos

por 3-0-a-manosilación de la Tabla 3.8. Los resultados corresponden a una estructura

constituida exclusivamente por D-manopiranosas con enlaces a-(l—->3) (a-D-Man Cala,

MeZSO-dó, Tabla 3.10). Además del carbono anomérico, que es sensible a efectos de los

sustituyentes, la mayor discrepancia con los datos experimentales está en C-4. Los autores
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sugirieron como justificaciones: (i) efectos del solvente, debido a diferencias entre

poblaciones de rotámeros del grupo hidroximetilo en Me2SO-d6 y en D20, o bien (ii)

formación de uniones hidrógeno del grupo Oli-4 no sustituido que equiparen las diferencias

de solubilidad observadas para M en agua versus MCZSO'lló.También incluyeron en su

análisis los valores correspondientes a un manano de la misma estructura disuelto en D20

calculados según el método de Allerhand y Berman, corregidos para DSS sumando 1,04 ppm

adicionales (a-D-Man Cala, D20, Tabla 3.10). Los cálculos resultaron más aproximados a los

valores experimentales del manano de D. indusiala'b (corregidos por la referencia, incluidos

en la Tabla 3.10), obtenidos en soluciones acuosas. En todos los casos, pudo apreciarse buena

concordancia entre los datos espectroscópicos obtenidos para polisacáridos de distintos

orígenes, así como entre datos experimentales y valores calculados. l’or 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. Asignación de los espectros de RMN |3C de polisacáridos obtenidos a panir de GXMa

P01¡.s'ucárido Solvente T C- l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Residuo (°C)

M,; M,"

a-I)-Man MezSO-dó 70 101,49 69,45 78,5l 66,0l 73,56 6|,l6

a-D-Man ('alc.c MegSO-dó 70 ¡00,68 69,60 78,39 66,46 73,50

(JL-D-Mand D20 68 104,3 72,] 80,5 68,6 75,9 63,6

u-D-Man Calc." D30 30 |04,4 72,| 80,3 68,6 75,7 63,4

XM"

(JL-D-Man D20 70 |04,32 72,18 80,69 68,71 76,0 I 63,62

(JL-D-Man2X D20 70 ¡02,44 80,32 80,97 69,! 3 76,15 63,24

[3-D-Xil D20 70 |05,46 75,28 78,17 7|,83 67,66

Me B-l)-Xil D20 70 |06.35 75.29 78. l8 7|.66 67.48

"Desplazamientos químicos relativos a 4,4 dimetil 4 " r " ‘ de sodio (DSS), externo, a

0,00 ppm.

l’Desplammientos químicos relativos a MeZSO-dóa 39,60 ppm.

cCalculado tomando como referencia al metil a-l)-manopiranósido en MeZSO-do,

dCorrespondientes a D. induxiara, corregidos a la escala de DSS por adición de l,5 ppm.

cCorregidos a la escala de DSS por adición de 1,04 ppm.
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Los datos relativos a XM, obtenidos en D20, no mostraron picos que pudieran atribuirse a

carbonos metílicos de acetilo. Las relaciones Man1Xil en GXM y XM se mantuvieron

constantes, indicando la pérdida buscada de ácido glucurónico de acuerdo con el tratamiento

químico aplicado. Por lo tanto, XM poseería una cadena central de manopiranano idéntica a la

de M, con sustitución frecuente, y probablemente regular, de B-xilopiranosas unidas a la

posición 2 de la cadena. La región anomérica del espectro de XM muestra cuatro señales más

intensas, de las cuales hay dos a 404,4 ppm que se condicen con el C-l reportado por Haral6

y corresponden a unidades de manosa no sustituidas. La señal anomérica a ¡05,46 ppm cs

propia de B-xilopiranosa como sustituyente por las razones que se explican a continuación.

Según Allerhand y BermanIg y Gorinz', la manosilación 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. Además, el C-l del metil B-xilopiranósido tiene un

desplazamiento químico de 106,35 ppm (medido en D20, relativo a DSS). Una aglicona

mayor que un metilo daría un desplazamiento menor para el carbono anomérico, tal como el

observado a 105.46 ppm. La constante de acoplamiento C-H observada (160 Hz) es

consistente con una configuración [3para la xilosa, si se tiene en cuenta que esta constante es

similar en el metil B-xilopiranósido (16] Hz).

La señal a 102,44 ppm corresponde al C-l de un residuo de manosa sustituido en la

posición 2 con un grupo B-xilopiranosilo. Este desplazamiento químico difiere en 2 ppm,

hacia campos mayores. con respecto a la unidad no sustituida, lo cual está de acuerdo con una

2'9‘2'. Finalmente se observa una señal anoméricaa-manopiranosa glicosilada en la posición

menor a 106,30 ppm, que corresponde a B-xilopiranosa unida a la posición 4 de la cadena

central. Este dato está de acuerdo con el análisis por metilación de este polisacárido.

La región no-anomérica del espectro (60-82 ppm) de XM contenía cuatro señales con

desplazamientos químicos cercanos en i 0,2 ppm a C-2-C-5 del metil B-xilopiranósido. Tres

de estos picos presentaron líneas más finas que las demás del espectro, como es de esperar

para sustituyentes con libertad de movimiento. El cuarto pico, a 67,66 ppm, es más ancho.

Estas cuatro señales se atribuyeron a las B-xilopiranosas unidas a la posición 2 de la cadena de

manano. En la región no-anomérica se observaron además cinco picos intensos, con

desplazamientos consistentes con los informados por Hara'6 (corregidos), que se asignaron a

a-manopiranosas no sustituidas.

La B-xilosilación de un tercio de las posiciones 2 del manano debería producir señales

características para las manopiranosas sustituidas, de menor intensidad con respecto a las
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xilosas sustituyentes —conmayor libertad de movimiento. En la Tabla 3.]0 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

l | I
X X X X X X X X X x

2 Ma-Mb-Mc-Ma-Mb-Mc-Ma-Mb-Mc-Ma-Mb-Mc—Ma—Mb-Mc-Ma-Mb-Mc-Ma-Mb-Mc-Ma-Mb-Mc—Ma-Mb-Mc-Ma-Mb-Mc

X X X X X X X X X X

3 Mb-Mc-Mb-Me-Mb-Mc-Mb-Mc—Mb-Mc—Mb-Mc-Mb-Mc-Mb-Mc-Mb-Mc—Mb-Mc-Ma—Ma-Ma—Ma—Ma-Ma

l I l | I I l 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-MaI|||||Illx
X X X X X X x x X

La estructura de XM está representada de manera general por las estructuras l, 2, 3, ó 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 relación molar 5:2 y

los datos de RMN UC, muestran que hayl sólo tres entornos posibles para las manosas

(denominados en este caso como Ma, Mb y Mc). Dado que no hubo indicios cspectroscópicos

de la sustitución regular con xilosa en residuos adyacentes, las estructuras 1-4 indican que

aparecen en residuos alternados de manopiranosas o aún 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 MaMch-X con algunos residuos Ma faltantes,

como en las estructuras l y 2, o si tiene origen en la triada Mch-X con xilosas faltantes que

dan MaMa a partir de Mch, como en las estructuras 3 y 4. La segunda diferencia radica en

si los residuos M están distribuidos de manera regular, en bloques o al amr. 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 cspectroscópicos indican que, cuando hay una xilopiranosa sobre el manano, los

desplazamientos quimicos de la manosa xilosilada (Mc) se ven afectados. asi como algunos

de los desplazamientos químicos de la unidad adyacente no sustituida (Mb).

Cherniak y col. también realizaron un análisis conformacional de los polisacáridos

aislados. El D-manopiranano con uniones a-(l—)3) es considerablemente menos soluble en
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agua que sus análogos parcialmente 6-0-acetilado'6 ó 2-0-xilosilado (XM), por lo tanto cabe

preguntarse si existen propiedades conformacionales que puedan contribuir a estas

diferencias. Es posible encontrar conformaciones energéticamente favorables por rotación

simple alrededor de las uniones que forman el enlace glicosídico, variando los ángulos

diedros fi-determinado por l‘l-l '—C-l '—O-3—C-3—y til-determinado por C-l '—O-3—C—3—H-3—

(Fig.3.2). La insolubilidad del manopiranano requería una aproximación indirecta al estudio

I.22 informaron resultados deexperimental de sus conformaciones, de modo que Ogawa el a

difracción de rayos X para un film modificado fisicamente de un D-manano a-(l—)3) como

dihidrato. Este sc obtuvo a partir de un manano parcialmente ()-acctilado que se mantuvo

como film en el estado sólido mientras se realizaba la modificación química. La geometría

encontrada para los centros anoméricos fue similar al residuo a-D-Manp(l—)3)-a-D-Manp de

un trisacárido, medida por difracción de rayos X del material cristalino”. Cherniak y col.

Fig. 3.3. Estructura propuesta para el manopiranano

calcularon un mapa conformacional para el disacárido a-D-Manp(l—>3)-a-D-Manp, tomando

como aproximación inicial las coordenadas atómicas de la unidad de manobiosa informadas

para el trisacárido analizado por rayos X. Utilizaron el programa de mecánica molecular

MM2, sin aplicar restricciones para las posiciones atómicas en la minimización de la energía

potencial correspondiente a la estructura de la biosa libre y variando los valores de los ángulos

diedros fi y I/l.La construcción de un mapa preliminar reveló tres regiones de orientaciones

anoméricas con mínimos similares de energía potencial. Cada región se refinó y obtuvieron

los siguientes valores aproximados para los tres mínimos: I, fi = —36°,1,11:51°, 0 kJ/mol; ll, q)
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= -49°, y/= -16°, 12 kJ/mol; lll, a = -22°, w= 468°, 22 kJ/mol (un ángulo diedro de 0°

representa una orientación eclipsada cisoide para el primero y el cuarto átomo; un ángulo

diedro positivo implica una rotación en sentido horario para restituir la orientación cis). La

interconversión de los mínimos l y ll no estaba impedida por barreras torsionales de magnitud

significativa (wl4 kJ/mol); en cambio la conversión en la estructura lll a partir de l ó ll

presentaba una barrera torsional de N57 kJ/mol.

Aunque este cálculo no fue refinado analizando los efectos de uniones hidrógeno, las

geometrías calculadas para la manobiosa en l y lll sugieren estas uniones entre OH-ó'—--()-2

para el mínimo l y 0H-6'—--O-4 para el mínimo lll.

Si las orientaciones adoptadas en los mínimos de la manobiosa se repitieran en una cadena

de manopiranano, con las uniones hidrógeno interresiduales indicadas. se obtendrían tres

conformaciones diferenciadas correspondientes a mínimos de energía:

l. La conformación del manopiranano que surge del mínimo ll correspondería a una

estructura helicoidal, con una periodicidad de 2 vueltas, bastante cercana a la encontrada

en el estudio de rayos X22.Según los cálculos por MMZ, se trataría de una conformación

bastante flexible capaz de convertirse en otras, entre ellas conlbrnutciones relacionadas con

el mínimo l.

N . La conformación del manopiranano vinculada con el mínimo l, como unidad repetitiva de

manobiosa, sería una estructura helicoidal hacia la izquierda, con una periodicidad de tres

vueltas y con cada unión hidrógeno OH-ó'mO-Z intacta. lista confirmación sugiere una

estructura rígida, con forma de varilla, de modo que cadenas paralelas podrían empacarse

facilmente. l'iste modelo es especialmente atractivo porque la presencia de grupos 6-()­

acetilo ó 2-()-xilopiranosilo impedirían la unión hidrógeno mencionada. disminuiría la

habilidad de empacamiento de las cadenas paralelas y aumentaría la solubilidad en agua,

como se observa experimentalmente para estos derivados.

u . La tercera conformación del manopiranano, relacionada con el mínimo lll, sería una

estructura helicoidal hacia la derecha, pero con un giro mucho mas suave alrededor del eje

que en el caso 2 y con todos los átomos 0-2 ubicados en el borde más interno (y más

corto) de la molécula y orientados hacia el eje de la hélice. lista no parece ser una

conformación probable para el manopiranano, debido a la mayor energía potencial del

mínimo III y a las barreras de interconversión entre l y Ill. o entre ll y lll. Sin embargo, la

presencia de grupos B-D-xilopiranosilo unidos a los átomos ()-2 del manopiranano

70



Xilomananos sul/atados

alterarían apreciablcmcnte los valores energéticos del polímero y harían más probable a

esta conformación.

Usov y Dobkina llevaron a cabo el análisis estructural de xilomananos sulfatados extraídos

de Liagora sp.2'1y Liagora valida”. Por hidrólisis parcial del polisacárido de Liagora sp.

aislaron oligosacáridos desulfatados con grados de polimerización 2-5. El espectro RMN I3C

correspondiente al disacárido coincidió con los datos informados por Awadla para 3-()—(a-D­

manopiranosil)-D-manopiranosa. Los oligómeros superiores demostraron que se trataba de

oligosacáridos de D-manopiranosa con uniones a-(l—)3). Los autores publicaron las figuras

donde constaban los desplazamientos químicos, pero no realizaron una asignación explícita de

los oligosacáridos. El análisis propuesto de los datos se indica en la Tabla 3.] l.

Tabla 3.1]. Asignación del espectro de RMN l"C de oligomananosa

Olígosacárido C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Rcsiduo

DP 2

a-D-Man (r)b 95,28 7l ,32 79,l 7 67,52 73,83 62,14

B-l)-Man (r)" 94,79 71,63 8 l ,63 «67,4 77,23 62, I4

a-l)-Man 103,59 7| ,32 71,63 68,04 74,58 62,27

DP 3

a-D-M an (r) 95,25 7 l ,3l 79,24 67,45 73,83 62,4

a-D-M an l03,59 70,96 79,36 67,45 74,87 62, l4

a-l)-Man (nr)c ¡03,59 7 l ,3l 71,63 68,14 74,87 62, l4

DP 4

a-l)-M an (r) 95.25 7 l ,3l 79,36 «67,5 73,83 «62,2

a-I)-Man ¡03,49 70,95 79,36 67,46 74,88 62, l 8

a-l)-Man (nr) ¡03,49 7l ,3l 7| ,63 68,l6 74,88 62,18

aEspectros registrados a 80°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,5 ppm) ó

metanol (50,! ppm).

l’Extrcmo reductor.

cExtremo no reductor.

El espectro del polisacárido desulfatado presentó señales principales coincidentes con

residuos de a-D-manopiranosa unidos por la posición 3, cuyos desplazamientos químicos eran
|6.|7

concordantes con los descriptos para cl manano de Dicliophora indusiala Entre las
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señales de menor intensidad se encontraron una serie relacionada con unidades de a-D­

manopiranosa pertenecientes a la cadena central xilosilada en la posición 2 (a-D-Man 2X) y

otra serie 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

OH
HO /

OH

OH o

A
HO /°

o

OH

B H0 Oio
o

Tabla 3.]2. Asignación del espectro dc RMN l3C del xilomanano desulfatado de

o.--_....

Liuguru sp

Residuo C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

a-l)-Man (A) ¡02,29 70,l7 76,7I 66,74 74,00 6|,63

a-l)-Man 2X (B) l00,37

[3-D-Xil(C) |03,4

El análisis por metilación del material inicial indicó que los grupos sulfato estaban

ubicados sobre las posiciones 2 y 6 de las unidades de manosa, en una relación 2:] (los

autores supusieron que todos las ramificaciones de xilosa estaban en la posición 2), con

pequeñas proporciones de unidades sulfatadas en 6 y ramificadas en 2. Sin embargo, no

lograron asignar los datos cspectroscópicos del polisacárido nativo.

Más tarde, efectuaron el análisis estructural del xilomanano aislado de L. valida”, cuyo

contenido de sulfato era de 24 % (como S()3Na). Nuevamente se llevó a cabo una hidrólisis

parcial, que permitió aislar y caracterizar manooligosacáridos con grados de polimerización 2­

6 provenientes de una cadena central lineal de D-manopiranosas con uniones a-(l—>3). Por
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otro lado, el polisacárido nativo se desulfató (polisacárido llA) y luego se sometió a una

degradación de Smith (polisacárido llI). Cada uno de los productos fue estudiado por

metilación y espectroscopía de RMN l3C. El espectro de III contenía seis señales principales

correspondientes a los residuos de manopiranosa unidos por 3 pertenecientes a la cadena

central (Fig. 3.5; Tabla 3.13), cuya asignación se hizo por analogía a los mananos antes
¡7.24

. Lmencionados as señales de menor intensidad se interpretaron por comparación con el

espectro del xilomanano XM, obtenido por tratamiento del glucuronoxilomanano de

2°. La característica distintiva delCryptococcus neo/¿»mans con litio en etilendiamina

producto lll reside cn la presencia de residuos 3-()-metil-D-xilosa, con picos diagnósticos a

59,6 ppm (OCHJ) y 85,4 ppm (C-3). Toda esta familia de polisacáridos tienen regiones

anoméricas prácticamente idénticas. Esto significa que los principales puntos de unión de las

ramificaciones de xilosa metilada, en la configuración B (103,6 ppm), son posiciones 2 de los

residuos de manosa. Un sustituyente en esta posición produce un desplazamiento hacia

campos mayores del carbono anomérico de la manosa, como consecuencia del efecto [3.

También dedujeron la presencia de residuos de B-D-xilopiranosa sustituidos en la posición 4

(por la señal de C-5 a 63,2 ppm) y de algunos sustituyentes en la posición 6 de la cadena

principal (por las señales de C-5 y C-6 a 72,5 y 69,1 ppm). El espectro del polisacárido

desulfatado IIA fue consistente con un contenido mayor de ramificaciones de xilosa. El

espectro del polisacárido inicial I fue más complejo, observándose una disminución en la

intensidad relativa correspondiente a grupos hidroximetilo sin sustituir, lo cual indicaba

sulfatación en C-6, pero también se apreció sulfatación considerable en C-4 por datos de

metilación (Fig. 3.5; Tabla 3.l3).

En conclusión, la estructura general hallada para los xilomananos sulfatados aislados de L.

valida era una cadena lineal de a-D-manopiranosas unidas por la posición 3, donde

aproximadamente la mitad de los residuos estaban sustituidos en la posición 2 con unidades

de B-D-xilopiranosa, 3-()—metil-B-D—xilopiranosao cadenas cortas de xilano. Algunos de estos

sustituyentes se ubicaban también en la posición 6 de la cadena central. Los grupos sulfato

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

R30

R20
C

OR‘

l O

5H0 Oïo
ó OH

OH o

A Ho /o
o

B

Tabla 3.13. Asignación del espectro de RMN IJCdel xilomanano aislado dc Liagora valida

Rcsiduo C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-ó

a-l)-Man (A); R'=H ¡02,4 70,2 78,7 66,7 74,0 6 I,6

a-I)—Man(A); R'=Xi| ¡02,4 70,2 78,7 66,7 72,5 69,]

(JL-¡»Man(A); R'=SO_¡' 102,4 70,2 78,7 66,7 72,5 68,2

a-I)—Man2x (n) 100,5 78,4 79,0 67,2 73,7 6l ,2

[yn-x" (C); RL-R’=H ¡03,6 73,3 76,2 69,8 65,6

myxn (C); R2=CH3";R-‘=H [03,6 73,3 85,4 69,8 65,6

[yn-x“ (C); R2=H; R3=CH3 ¡03,6 73,3 85,4 76,6 63,2

a8(OCH_1) 59,6 ppm.

26 sintetizaron cl mctil 3-()-metí|-a-D—Por otra parte, Usov, Yarotskii y Vasyanina

manopiranósido y sus tres isómeros sulfatados, a fin de evaluar la influencia de la sulfatación

cn los desplazamientos químicos de los carbonos (Tabla 3.14).
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Tabla 3.14. Asignación del espectro de RMN "lC del metil 3-0-metil-a-l)-manopiranósido y sus tres

isómeros sulfatados

Monosacárido Desplazamientos químicos y efectos debidos a la sulfatación (ppm)°

C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 CH; (C-l) CH; (C-3)

Me a-D-Man pb l0l,8 70,9 7|,7 67,8 73,4 6| ,9 55,5

Me a-l)-Manp 3Me l0l,7 66,] 81,0 66,6 73,4 6|,8 55,6 57,2

Me a-D-Manp 3Mc 2Sc 99,5 73,! 79,3 66,4 73,4 6|,7 55,9 57,6

(-2,2) (+7,0) (- l ,7) (-O,2) (0,0) (-0,l) (+0,3) (+0,4)

Me a-l)-Manp 3Me 4S IOl ,3 68,2 79,7 74,8 72,1 61,6 55,8 58,3

(-0,4) (+2,l) (-l ,3) (+8,2) (-l ,3) (-0,2) (+0,2) (+l ,l)

Me a-l)-Manp 3Mc 68 lOl,7 66,3 80,8 66,7 7| ,4 68,] 55,8 57,3

(0,0) (+0,2) (-0.2) (+0J) (-2,0) (+63) (+02) (+0J)

l'Desplazamientos químicos relativos a Me4Si. El efecto de la sulfatación (indicado entre paréntesis) se

obtuvo sustrayendo los desplazamientos del metil 3-()-metil-a-D-manopiranósido (Me a-l)-Manp

3Me) a los carbonos correspondientes de los derivados sulfatados.

bMetil a-l)-manopiranósido.

cMetil 3-0-metil-a-I)-manopiranósido 2 sulfato.

3.4.2. RMN “C. RESULTADOS

A] igual que en el análisis por metilación, la interpretación 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 13C con desacoplamiento protónico del manano F5' (Fig. 3.6)

exhibieron seis señales predominantes que fueron atribuidas a unidades de a-D-manosa

enlazadas por la posición 3 (a-D-Man), teniendo en cuenta el patrón de metilación de esta

muestra. Las asignaciones del espectro (Tabla 3.15) estuvieron de acuerdo con:

i) las informadas por Usov24 para el oligomanopiranano con grado de polimerización 4,

aislado de Liagora sp, sumando a estos desplazamientos químicos una corrección

constante de —0,3ppm (Tabla 3.] l).

ii) las correspondientes al residuo a-D-Man (A) del xilomanano sulfatado de Liagora valida”,

sumando una corrección 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 aún

luego de aplicar la corrección.
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iii)los valores calculados para un D-manopiranano con enlaces on-(l-—>3)empleando la

aproximación de Allerhand y Berman”, corregidos en —O,5ppm (Tablas 3.8 y 3.9).

Esta fracción contenía además el 29 % de sus unidades sulfatadas en la posición 6 (oz-D­

Man 68, Tabla 3.3). Los desplazamientos quimicos esperados para esta unidad se calcularon

tomando como base las seis señales predominantes en el espectro, a las que se sumaron las

contribuciones debidas a sulfatación en C-6 según la Tabla 3.13: 103,1 (C-l); 70,8 (C-2); 78,9

(C-3); 67,1 (C-4); 72,4 (C-S); 68,3 ppm (C-6). En la región anome'rica también se observaron

resonancias de baja intensidad correspondientes a extremos terminales reductores: 95,0 (C-l

oc)y 94,3 ppm (C-l B), consistente con el bajo peso molecular de esta fracción.

Fig. 3.6. Espectros de RMN l3C de F3 (a), F5’ (b) y Fó' (c) registrados a 50 MHZy 25°C

Man(68)

Man25

Man

CT
ll

ppm
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Tabla 3.15. Asignaciones de Ios espectros de RMN nC de xilomananos de Nolhogenia fastigiala

(a 25°C)

Residuo C-I C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

FZ "'

B-I)-Xi¡ ¡04,6 73,7 76,3 70,] 65,9

a-l)-M an | 03,2 70,6 79,3 67,2 74,2 6] ,6

a-l)-Man 68 ¡03,2 70,6 79,3 67,2 72,2 68,2

a-I)—Man2X 68 |()|.9 79,3 79,3 67,2 72,2 68.2

a-l)-Man 2X |0],9 79,3 79,3 68,2 74,2 6| ,6

a-l)-Man 28 ¡00,5 77,3 77,3 67,2 74,2 6| ,6

F3

B-l)-X i] | 04,6 73,7 76,4 70,2 67,]

a-D-Man ¡03,4 70,8 79,3 67,] 74,6 6] ,8

a-l)-Man 68 ¡03,4 70,8 79,3 67,] 72,3 68,2

a-D-Man 2X 68 ¡0] ,8 79,3 79,3 68,2 72,3 68.2

a-l)-Man 28 ¡00.7 77,5 77,5 67,] 74,6 6] ,8

F4 '

B-I)-Xi¡ ¡04,7 73,6 76,3 70,] 65,9

(JL-D-Man ¡03,2 70,6 79,] 67,2 74,2 6] ,8

a-D-M an 68 ¡03,2 70,6 79,] 67,2 72,2 68,2

(JL-D-Man2X 68 ¡02,0 79,] 79,] 68,2 72,2 68,2

a-D-Man 2X ¡02,0 79,] 79,] 68,2 74,2 6] ,6

a-D-Man 28 ¡00,4 77,4 77,4 67,2 74,2 6] .8

F5 '

or-D-Man ¡03,l 70,6 79,] 67,0 74,4 62,0

a-D-Man 68 ]03,¡ 70,6 79,] 67,0 72,4 68,]

(JL-D-Man28 ¡00,4 77,2 77,2 67,0 74,4 62.0

F6 '

a-D-Man ¡03,4 70,6 78,9 67,] 74,3 6] ,7

a-D-Man 68 ¡03,4 70,6 78,9 67,] 72,3 68,4

a-D-Man 28 ¡00,4 77,5 77,5 66,7 74,3 6] ,7

aLas señales a 6 ¡02.6 (C-I ); 73,7 (C-2); 74,7 (C-3); 77,7 (C-4) y 63,9 ppm (C-S) fueron asignadas

a unidades de B-D-xilopiranosa enlazada por ¡a posición 4, pertenecientes a] xilano neutro”. También

se observó la señal anome’rica de] galactano a ¡04,l ppm (B-D-galactosa cnlamda por 3); ¡a señal

anomérica correspondiente a a-l,—ga¡actosaenlazada por 4 está incluida en el pico a ¡01,9 ppm.
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La fracción Fó', un manano con unidades sulfatadas en las posiciones 2 (a-D-Man 2S, 52

%) ó 6 (a-D-Man 6S, 3| %) (Tabla 3.3), dio un espectro algo más complejo con picos más

intensos a 72,3 y 68,4 ppm, relacionados con a-D-Man 6S, y otros que se atribuyeron a a-D­

Man 2S (Tablas 3.14 y 3.15). Los desplazamientos calculados para a-D-Man 2S, aplicando

los efectos correspondientes de la Tabla 3.14, resultaron: 100,9 (C-l); 77,6 (C-2); 77,4 (C-3);

66,8 (C-4); 74,4 (C-S); 61,9 ppm (C-6). Por lo tanto, hay buena concordancia entre los valores

calculados y los datos experimentales asignados.

La fracción F3' estaba conformada por un xilomanano sullatado en las posiciones 2 ó 6, y

con unidades xilosiladas en 2 y sulfatadas en 6 (Man 2X 6S). En su espectro se encontraron

las señales esperadas para a-D-Man 2S y a-D-Man 68. Los desplazamientos químicos

calculados para a-D-Man 2X 6S se obtuvieron combinando el efecto de la sulfatación 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-l); 79,3 (C-2); 79,5 (C-3); 68,0 (C-4); 72,4 (C-S); 68,2 ppm

(C-6). Las asignaciones indicadas en la Tabla 3.15 coinciden con estos valores, hay una

desviación mayor en el carbono anomérico que es razonable teniendo en cuenta el efecto de la

temperatura según se explica más adelante. Los valores atribuidos a las unidades dc D-xilosa

con enlaces B-(l—>2) (B-D-Xil) tienen buena concordancia con los datos de Criptococcus
- 20neq/ormans ('l‘abla 3.10) (corregidos en —l,7 ppm) y L. valida (corregidos en +0,3 ppm)

para todos los carbonos salvo el anomérico, que aparecía despla7ado hacia campos mayores.

Este fue asignado a la señal de 104,7 ppm, ausente en los espectros de los mananos

verdaderos FS'y F6'.

El espectro de F2' permitió asignar las unidades de a-D-Man 2X, por comparación con los

datos de L. valida y Criprococcus neq/brmans. Los demás residuos fueron asignados teniendo

en cuenta las fracciones descriptas anteriormente. Si bien F2' tiene, en total,

aproximadamente l5 % de unidades a-D-Man y a-D-Man 6S, la señal correspondiente a sus

carbonos anoméricos aparece como un pico ancho de baja intensidad a 103,2 ppm. Pudieron

observarse señales correspondientes a los polisacáridos asociados a este xilomanano

(Secciones 1.4.]. y 1.4.2.): (i) los carbonos anoméricos de las unidades de B-l)-galactosa

enlazada por 3 y a-L-galactosa enlazada por 4, pertenecientes al galactano sulfatado,

aparecían a 104,1 ppm la primera y la segunda quedaba incluida en la señal a lOl,9 ppm; (ii)

las unidades de xilosa enlazadas por 4 pertenecientes al xilano con “uniones mixtas” (Tabla

3.l5).
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La fracción F4' presentó señales consistentes con su complejo esquema de sustitución. Si

bien se esperaba la presencia de unidades or-D-Man 2,6 disulfato, sus desplazamientos

químicos quedarían totalmente superpuestos con los de a-D-Man 28 y a-D-Man 68.

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 polisacáridos. Los desplazamientos químicos de

a-D-Man fueron tomados de Fó', ya que presenta el esquema de sustitución más simple de la

serie. En la región anomérica de F4'Des se vieron señales a 102,5; 102,6 y 102,8 ppm;

mientras que F2' y F3' presentaron sólo la de 102,4 ppm. Los carbonos restantes presentaron

desplazamientos químicos que coincidían con sus correspondientes en todas las fracciones.

Las discrepancias detectadas surgen de la mayor resolución de estos espectros (registrados a

75 MHZ y 80°C) que permite distinguir díadas o tríadas similares pero no idénticas, cuyas

diferencias se observan fundamentalmente en los carbonos anoméricos. Por otra parte, la

asignación de la unidad a-D-Man coincidió con el espectro de 25°C, excepto en el carbono

anomérico, y resultó totalmente concordante con los valores informados para Liagora valida,

también obtenidos a 80°C. En conclusión, los carbonos anoméricos son los más sensibles

frente a diferencias de entorno químico y de temperatura de adquisición del espectro.

Fig. 3.7. Espectros de RMN l3Cde F2' (a) y F4' (b) registrados a 50 MHz y 25°C

Man25(65)

100 90 80 70 60
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El residuo a-D-Man 68 se asignó 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 F6' aparecen

desdobladas (102,8; 102,9 ppm para F5’ y 103,1; 103,3; 103,5 ppm para Fó'); (ii) F2'y F3

tienen desplazamientos anoméricos a 102,3 ppm; (iii) C-5 de F2', F3 y F6' presenta dos

señales posibles (71,8 y 72,3 ppm); (iii) en F2', F4', F5' y F6' apareció una señal a 67,9 ppm

que podía corresponder también a C-6. Los desplazamientos químicos de esta unidad están 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 13Cde 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 asignó en base a Fó', tomando como referencia los valores

calculados para una unidad (x-D-Man (Tabla 3.16) sulfatada en C-2 (Tabla 3.14). La región

anomérica del espectro de F6', en la región cercana a 100,5 ppm wvalor calculado para C-l­

presentó dos picos importantes a 100,1 y 100,6 ppm, mientras que en FZ' y en F3 aparecieron

desplazamientos a 100,1; 100,5 ppm y 100,1; 100,2; reSpectivamente. Además de los

tabulados, se encontraron otros valores posibles para C-2/C-3 (77,2 ppm), C-4 (67,0 ppm) y

80
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Xilomananos sulfatados

C-S (74,3 ppm). Las asignaciones de esta unidad coinciden con las atribuidas en los espectros

de 25°C.

El espectro de F4'Des permitió asignar fácilmente las señales de B-D-Xil y (x-D-Man 2X

por comparación con los datos bibliográficos. Así, los valores de la Tabla 3.16 coinciden

exactamente con los informados por Chemiak para XM de Criptococcus neoformans (Tabla

3.10), corregidos en —l,6 ppm, y están ligeramente desplazados hacia campos menores con

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

Fíg. 3.9. Espectros de RMN I3Cde 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 68 son predominantes en el esquema de sustitución de F3, y

están en proporciones comparables a a-D-Man 2X en F2'. Por lo tanto, a-D-Man 2X 68 se

asignó en base al espectro de F3 y se diferenció de a-D-Man 2X en el espectro de F2'.

Tomando como base los valores encontrados experimentalmente para oc-D-Man 2X en

F4'Des, se calcularon los desplazamientos esperados para el residuo sulfatado en la posición 6

(Tabla 3.14). El espectro de F2' mostró intensidad baja para a-D-Man 2X (a 100,8 ppm) y alta

para a-D-Man 2X 68 (a 101,3 ppm), a pesar de los esperado en base a resultados de
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metilación. El espectro de F3' tenía picos a 68,0 y 78,8 poco intensos con respecto a lo

esperado.

Tabla 3.16. Asignaciones de los espectros de RMN 13Cde xilomananos de Nothogeniu

jhsligiata (a 80°C).

Residuo C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

B-I)-Xil 103,8 73,7 76,6 70,2 66,0

a-I)-Man 102,7a 70,5 78,9 67,1 74,3 61,8

a-I)-Man 2S 100,1-100,6 77,4 77,4 66,8 74,0 61,8

a-l)-Man 68 102,9-103,1 70,5 78,8 66,9 72,4 68,5

a-I)—Man2X 6S 101,4 78,8 78,8 67,9 72,2 67,9

a-1)-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 químicos

similares a los registrados a 25°C y 50 MHz. Sin embargo los espectros adquiridos a 80°C y

125 MHz presentaron mayor resolución, que permitió diferenciar bien entre ambos residuos,

especialmente los carbonos 1 a 4.

El espectro de F2' obtenido en estas condiciones mostró, además, señales que pudieron

asignarse a los polisacáridos asociados al xilomanano F2': (i) las señales a 104,0 y 101,7 ppm

corresponderían a los carbonos anoméricos de las unidades de [l-D-galactosa unida por 3 y (X­

L-galaetosa unida por 4, respectivamente, pertenecientes al xilogalactano sulfalado; (ii) los

residuos de xilosa unidos por 4, del xilano con “uniones mixtas”, a 104,0 (C-l unido a una

posición 3); 102,3 (C-l unido a una posición 4); 74,2 (C-2 de un residuo unido a una posición

3); 73,4 (C-2 de un residuo unido a una posición 4); 74,5 (C-3); 77,1 ((7-4); 63,7 ppm (C-5).

3.4.3. RMN 'H. INTRODUCCIÓN

Si bien los desplazamientos químicos de los protones son muy sensibles a pequeños

cambios en su entorno, la espectroscopía de resonancia magnética nuclear protónica (RMN

lIl) no ha sido muy utili7ada en la determinación estructural de polisacáridos de algas rojas.

listo se debe a la complejidad de los espectros y a la superposición de señales. principalmente

porque los picos son muy anchos. La asignación de los protones puede efectuarse aplicando

tecnicas bidimensionales, pero suelen aparecer problemas en polisacaridos complejos, cuando
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hay fuerte superposición de señales, o cuando las constantes de acoplamiento son pequeñas y

producen correlaciones débiles.

A diferencia de los aminoácidos cn las proteínas, los sistemas de espin originados por

varios residuos dc monosacáridos, incluidos en un polisacárido, presentan desplazamientos

químicos similares y deben diferenciarse en base a las constantes de acoplamiento entre sus

protones.

Tabla 3.17. Desplazamientos químicos y esquemas de acoplamiento típicos, frecuentemente

asignados cn espectros dc RMN |H de polisacáridos28

Residuo Desplazamiento químico típico Esquema de acoplamiento

(ppm)

ll-l de anómeros ora 5,5-5,0 d, 3,5 Hz

H-l dc anómeros B“ 4,4-5,0 d, 8 Hz

H-l de azúcares con configuración 5,5-4,9 d, <z Hz

a-mano

H-l de azúcares con configuración 5,0-4,6 d. <2 Hz

B-mano

H-Z de azúcares con configuración 3,9-4,4 d, 4 llz

a-mano

l'Excepto aquellos de configuración mano.

La comparación de los desplazamientos químicos protónicos observados

experimentalmente con los correspondientes a sistemas modelo de mono- y oligosacáridos

resulta útil para determinar la configuración y la posición de glicosilación, cuando no es

posible aplicar experimentos bidimensionales para la asignación de los espectros. No hay

recopilaciones completas de datos de RMN 'H de oligosacáridos, análogas a las existentes

para RMN l3C. En la Tabla 3.17 se indican algunas generalidades relativas a desplazamientos

químicos y constantes de acoplamiento observadas frecuentemente en espectros de

polisacáridos. La mayor parte de las señales no anoméricas aparece en la región de 3-4 ppm;

mientras que las señales anoméricas de los polisacáridos aparecen a campos menores. Es por

este motivo que los protones anoméricos suelen brindar la información más útil sobre la

configuración y la sustitución del monosacárido al cual pertenecen.

Debido a la complejidad de los espectros protónicos obtenidos para los polisacáridos de N.

fastigiala, han resultado útiles las interpretaciones de espectros de compuestos modelo
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indicados en la Tabla 3.]8-3.20. Jansson et al.” publicaron la asignación completa de varios

monosacáridos en solución de D20, a 70°C, entre los cuales figuraban ambos anómeros de D­

manosa y D-xilosa (Tabla 3.18). Ogawa y Sasajima3 identificaron solamente las señales

correspondientes a los hidrógenos anomérieos de oligosacáridos de manosa con estructuras

vinculadas a los polisacáridos de N. jhsligiala, registrando los espectros en D20, a 60°C

(Tabla 3.18). Brisson el 01.30 pudieron efectuar una asignación completa de todos los

hidrógenos pertenecientes a oligomanósidos análogos de estructuras ricas en manosa,

naturalmente abundantes en glicopéptidos N-enlazados provenientes de glicoproteínas (Tabla

3.18). El grupo de investigación de Kamerling y Vliegenthart3| caracterizó, por

espectroscopía RMN lll, oligosacáridos derivados de arabinoxilanos de endosperma de trigo.

Estos oligosacáridos poseían un núcleo de residuos de B-D-xilopiranosas unidos por la

posición 4, monosustituidos en 2 ó en 2 y 3 con grupos a-l.—arabinofuranosilo. En la Tabla

3.19 se indican los desplazamientos químicos de los protones correspondientes a xilosa,

xilobiosa, xilotriosa y xilotetraosa aislados a partir de los anteriores. Otro trabajo del grupo de

Kamerling y Vliegenthart32 estuvo vinculado a la síntesis y asignación de los espectros RMN

'H y '3C de oligosacáridos sintéticos que eran elementos estructurales de cadenas de hidratos

de carbono de N-glicoproteínas. Entre ellos estaban incluidos un disacárido y un tetrasacárido

con unidades de B-D-xilosa unida a la posición 2 de B-D-manopiranosas, que se incluyen en la

Tabla 3.20. No se encontraron datos bibliográficos sobre a-D-manopiranosas sull'atadas ni

xilosiladas en la posición 2.
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Tabla 3.18. Asignaciones de los espectros de RMN lH de compuestos modelo

Residuo Ref H-l H-2 H-3 H-4 H-S H-6 H-6

Monosacáridos

a-l)-M an 29a 5, l 8 3,94 3,86 3,68 3,82 3,74 3,86

B-l)-Man 29 4,89 3,95 3,66 3,60 3,38 3,75 3,91

a-I)-Man-l —)OMc 30b 4,762 3,930 3,756 3,636 3,61 l 3,899 3,754

B-D-Man-I —)OMe 30 4,575 3,982 3,632 3,560 3,373 3,934 3,733
Mali] manohióxídos

—>2)-a—l)—Man-l —->OMe 3° 4,94

a-I)-Man-(l —> 4,97

-->3)-a-I)-Man-l —>0Me 3 4,73

a-l)—Man-(I—> 5,]2

—)3)-0.-l)-Man-l —)OMe 30 4,742 4,078 3,867 3,752 3,657 3,900 3,766

a-D-Man-(l—) 5,| IO 4,064 3,878 3,662 3,754 3,883 3,760

—>4)-a—l)—Man-l -—>OMe 3 4,73

a-I)-Man-( I —> 5,2]

——)6)-o.-D-Man-l—>OMe 3 4,74

a-l)-Man-( l —> 4,9]

Mali! manolriósido

a-l)—Man-l 3 4,9]

A6 4,70

3 )-a-l)-Man-I—)OMe 5 H' ,
a-D-Man-l

a-l)-Man-I 30 4,908 3,994 3,838 3,66! 3,689 3,892 3,763

‘6 4,729 4,089 3,856 3,898 3,804 3,737 4,0¡7

“afiMM'HOMe 5097 4062 3879 3665 3760 3883 376l
' . , , , , , .

(JL-D-Man-I

Melil manoletraaósido

o¿.D.Man_¡ 3o 5,154 4,069 3,885 3,66] 3,763 3,880 3,760

(14,342,“ 4,894 4,141 3,944 3,783 3,735 3,894 3,774

‘6
3 “1'” M“""”OM° 4,730 4,088 3,860 3,905 3,804 3,749 4,0¡3

0“Mm” 5,099 4,069 3,885 3,66] 3,763 3,880 3,760

aCon TSP como estándar interno (6 0,00).

l’Registrado a 23°C, en D20, con acetona como estándar interno (2,225 ppm).

cCon 2,2,3,3-tetradeuterio-4,4-dimetil-4-silapentanoato de sodio como estándar interno (5 0,00).
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Tabla 3.19. Asignaciones de los espectros de RMN 'lla dc xilosa y oligoxilopirananos

obtenidos por hidrólisis parcial de un B-l)-xi|ano con uniones l—>4Jl

Residuo H-l H-2 H-3 H-4 H-5 H-S'

a-l)-Xil 5,187 3,514 3,58 3,62 3,68 3,67

[LD-Xil 4,569 3,2l8 3,423 3,6l7 3,92l 3,3 ¡4

X¡[obiosa

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

[im-Xi! (r) 4,584 3,249 3,547 3,776 4,055 3,378

[LD-Xi! (a) 4,453 3,263 3,428 3,628"

80x" ([3) 4,457 3,255 3,426 3,625 b 3,972 3,307

X¡lotriosa

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

[3-0-Xil (r) 4,584 3,249 3,548 3,777 4,055 3,378

B-lyXil (a) 4,476 3,299 3,555 3,785b

B-l)-Xil ([3) 4,479 3,29l 3,553 3,787" 44'07 3.378

80x“ (nr) 4,460 3,256 3,428 3,625 3,971 3,307

Xilotelraosa

6-0-x“ (r) 5,l 83 3,545 3,73-3,82

[HHH] (r) 4,584 3,249 3,548 3,778 4,055 3,378

80x“ (a) 4,476 3,299"

¿mm (B) 4,479 3,291» 3,555 3,788 4,!06 3,378

[3-1)-X¡l 4,482 3,293b

po-xu (nr) 4,460 3,256 3,428 3,625 3,971 3,307

aEn ppm, relativo a DSS (con acetona como estándar inlerno a 2,225 ppm).

b[Éstasseñales pueden tener asignaciones invertidas.
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Tabla 3.20. Asignaciones de los espectros de RMN 'H' de oligosacáridos que contienen xilosa'12

Residuo 11-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-5' H-6 11-6'

Disacárido

—)2)-B—D—Man-l—->0Me 4,645 4,163 3,637 3,520 3,400 3,938 3,728

B-D-Xil-(l —-) 4,489 3,348 3,429 3,621 3,268 3,944

Telrasacárido

a_l)_Man_l 5,138 4,035 3,854 3,679 3,918 3,893 3.750

a-l)-Man-| V 4,900 4,010 3,831 3,679 3,676 3,892 3,759

7: )_[3_¡)_M:n_]¿OMC 4,681 4,197 3,836 3,800 3,588 3,977 3,774
v

{H}qu 4,474 3,360 3,425 3,624 3,249” 3,998c

aRegistrados a 500 MHz, 25°C, en D20.

l’H-S axial.

cH-5 ecuatorial.

3.4.4. RMN lH. RESULTADOS

Teniendo en cuenta los antecedentes bibliográficos y las características estructurales de los

polisacáridos de N. fastigiata fue posible asignar la región anomérica de los espectros de

RMN 'H, registrados en D20 a 30°C (Fig. 3.10). El manano F5', constituido casi

exclusivamente por unidades a-D-Man y a-D-Man 6S, presentó una señal a 5,07 ppm,

consistente con los desplazamientos tabulados de compuestos modelo. El manano F6', con

predominio de residuos q-D-Man 2S y a-D-Man 6S, mostró dos señales principales a 5,50 y

5,12 ppm. Los xilomananos F3 y F4' revelaron tres señales 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

fracción F2', formada por el complejo xilomanano-galactano-xilano, dio cuatro picos a 5,52

(a-D-Man 2S); 5,30; 5,21 (eL-D-Man2X) y 5,12 ppm (a-D-Man 6S), donde la resonancia a

5,30 ppm está asociada a las unidades de a-L-galactosa del galactano. Las señales 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 dc B-D-xilosa

incluidos en las Tabla 3.19 y 3.20, los desplazamientos químicos de los protones anoméricos

de las ramificaciones simples de xilosa, sobre 1a cadena de manano, deberían aparecer

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

550 5.30 52! 5l2

3.5. ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LAS FRACCIONES F2'-F6'

Teniendo en cuenta los antecedentes relacionados con la actividad biológica de los
. . . . 2‘ 3XIlomananos aislados en el fiaccronamiento llevado a cabo en 1987 J , durante este trabajo de

Tesis se evaluó la actividad antiviral de las fracciones cuyo análisis estructural se llevó a

cabo. Los ensayos de actividad antiherpétíca y anticoagulante fueron realizados en

colaboración con los Dres. Carlos A. Pujol y Elsa B. Damonte, del Laboratorio de Virología,

Departamento de Química Biológica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. [Enla

Tabla 3.21 se indican las ICso de las muestras en estudio contra varias cepas de IISV tipos l y

2, entre las cuales había dos cepas deficientes en timidina quinasa ('l'K'), resistentes al

acielovir. Las células Vero se ¡nfectaron con virus en ausencia o presencia de varias

concentraciones de cada fracción aislada, luego se cubrieron con medio de cultivo con o sin

polisacárido agregado. El manano Fó' fue el compuesto más activo con valores entre 0,6 y 1,3

ug/ml, mientras que las actividades de F2' y F3 resultaron algo menores. [in cambio, el

manano FS' no inhibió la replicación viral en niveles significativos. Como compuestos de

referencia se emplearon DS de peso molecular 8000 (DS 8000) y heparina. La actividad

antiherpética de F6' resultó comparable con los compuestos de referencia, con un amplio

espectro de acción contra ambos serotipos de HSV y las variantes 'I‘K', resistentes al acielovir.
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Por otra parte, los polisacáridos no fueron tóxicos para células Vero a concentraciones de 120­

300 tng/ml o mayores.

Tabla 3.2]. Composición, rendimiento y peso molecular de los xilomananos sulfatados

Xilo- Sulfato PM Xil:S:Man' leo (pg/ml) CCso

manano
HSV-l HSV-2 HSV-l TK' HSV-l TK' Cél. Vero

(% SOJNa) (relación molar) F G 82006 Field (pg/ml)

F2' |7.6 |2000 34:59:]00 7,l 7,l 2,6 2,0 >l000

F3 26,] 39100 28:84: l00 14,4 6,] l9,6 9,5 300

F4' 26,0 2 l900 20:72: I00 28,2 27,6 ¡2,9 7,3 > |000

FS' ¡5,3 6400 2:3 l :l00 > l 00 96,3 ¡00 73,0 250

[76' 31,7 30000 2:82: l00 0,7 0,7 l,3 0,6 I20

DS 8000 8000 2,l l,0 l,7 2,7 > l000

Heparina l,3 2,l 3,6 5,0 >l000

En una etapa posterior, los Dres. Pujol y Damonte investigaron más sobre el mecanismo de

acción de F6', en especial su acción inhibitoria sobre la glicoproteína C (Sección 2.2.4.).

Por otra parte, se midió el tiempo de trombína (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 cambió significativamente el valor de TT control.

Se probó la actividad anti-HIV-l en células MT-4 y CEM-SS de todas las fracciones

(Tabla 3.22), en colaboración con la Dra. Anne-Marie Aubertin, del Institut de Virologie,

INSERM U74, y el Dr. Robert Anton, del Laboratoire de Pharmacognosie, Faculte' de

Pharmacie, ambos pertenecientes a la Université Louis Pasteur, Strasbourg, Francia.

En el primer tipo de ensayo, la multiplicación de HIV-l (cepa IlIB) en células MT-4

(células T4 transformadas por infección con el retrovirus HTLV-l [human T-cell leukemia

virus tipe 1]) se siguió por el efecto citopatógcno inducido por el virus. Las células se

infectaron con una dosis de HIV-l que produce, luego de 5 días de cultivo, una disminución

del 90% en el número de células vivas. Los compuestos ensayados se agregaron a distintas

concentraciones, en el medio de cultivo, después de la adsorción del virus.

En el segundo tipo de ensayo, la multiplicación de HIV-l (cepa LAI) en células CEM-SS ­

infectadas de modo tal de lograr el mismo porcentaje en la reducción de viabilidad celular que
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en el experimento anterior- se evaluó, luego de S días 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 dc cultivo luego de la adsorción del virus.

En ambos casos la viabilidad de las células se midió por reacción colorimétrica por cl

método M'Ivl', basado en la capacidad de dcshidrogenasas mitocondrialcs de las células vivas

para reducir bromuro de 3-(4,5-d¡mctiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio a formazán. La

cantidad producida de fonnazán, mcdida por su absorbancia a 540 nm, sc correlacionó con el

número de células vivas”. El porcentaje de protección dc las células infectadas y tratadas con

los compuestos se calculó aplicando la fórmula propuesta por Pauwels el al”:

P=T leOOU-l

donde: P, porcentaje de protección;

'I‘,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.

La concentración inhibitoria leo corresponde a la concentración dc compuesto cnsayado

que confiere un 50% de protección.

Tabla 3.22. Actividad anti-HlV de los xilomananos sulfatados

Xilo-manano IC” CCSO ICS” CCsu

(ug/ml) (¡ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)

HIV-IW CEM-SS HIV-l... n MT4

[:2' 36,8 >SOO 240 >500

l-‘3 36,8 >500 2 l 8 >500

F4' 5,0 lO >500 20

FS' l,7 |4 >500 20

Fó' |,4 l9 >500 20

La toxicidad dc los compuestos sobre las células MT-4 y CEM-SS no infectadas sc midió

también por el método M'l'l'. Sc definió como CCso a la concentración dc compuesto que

producía un 50% de la absorbancia medida a 540 nm con respecto a las células testigo.
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Sólo resultó interesante la actividad inhibitoria de las fracciones F4', FS' y F6' frente a

HIV-l (LAI), aunque la citotoxieidad elevada produjo como resultado índices de selectividad

bajos a moderados (2-l4). Esto hizo que estas fracciones no resultaran interesantes para

estudios posteriores de actividad anti-HIV.

3.6. CONCLUSIONES

3.6.]. ANÁLISIS ESTRUCTURAL

El alga roja Nolhogem'afasligiata biosintetiza un sistema de D-mananos con uniones a­

(l—>3)sulfatados en las posiciones 2 y 6, y con ramificaciones simples de D-xilosa enlazada

B-(l—>2) a la cadena central (Fig. 3.1|). En la Tabla 3.23 se indica la composición en

unidades estructurales de los xilomananos estudiados. La complejidad de las muestras sólo

permite una aproximación semicuantitativa: se supuso que la xilosa estaba unida

prioritariamente a las unidades de manosa sulfatadas en la posición 6, el remanente se asignó

a la posición 2 de las unidades no sulfatadas. En otras palabras, se supuso que las

ramificaciones estaban distribuidas de modo tal que las unidades disulfatadas fueran mínimas.

Los xilomananos F2' y F4' siguen el mismo esquema general pero difieren en la distribución

cuantitativa de las diferentes unidades estructurales. La fracción ¡74' tiene un contenido menor

de ramificaciones de xilosa y mayor sulfatación que F2', además de presentar unidades

inusuales de manosa 2,6-disulfato (Tabla 3.23). Ambos xilomananos se aislaron como

complejos con otros polisacáridos coexistentes en el alga“ "27’34’36:un xilano del tipo “enlaces

mixtos” y un galactano de la familia del ágar. Previamente se habían aislado complejos

similares donde predominaba un xilogalactano sulfatado a partir del mismo extracto

crudo ' "36. Por otra parte, las fracciones FS'y Fó'son mananos verdaderos, con bajas

cantidades de ramificaciones de xilosa. El manano FS' tiene el peso molecular más bajo de

todos los polisacáridos del sistema, además de contener menor grado de sulfataeión en general

y en especial en la posición 2.
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Fig. 3.11. Esquema de sustitución general para los xilomananos de N. jirsligiala.

HO

HO

RI R2 R3

Man 2X H Man ll H

Man 2X 68 NaSOJ Man 28 NaSO; ll

Man 68 H NaSO,

Man 2,6-diS NaSO; NaSO;

El fraccionamiento de las sales de cetrimida no depende del contenido de sulfato (Tabla

3.1), hecho que sugiere que el factor principal que induce la insolubiliyación es la formación

de agregados dc moléculas, y este proceso seria facilitado por la formación de sales insolubles

de cetrimida”. Los polímeros más estereoregulares podrían formar empaquetamicntos más

compactos en razón de su regularidad estructural. Así, un D-manano con uniones a-(l—>3)

puro, de origen sintético, resultó prácticamente insoluble en agua luego de precipitar durante

un proceso de diálisis; mientras que otros menos regulares, con algunos enlaces de

configuración [3,fueron algo solubles en agua debido a la existencia de una estructura menos

“'36 sobre los xilogalactanos sulfatados sc habíaordenada”. En los trabajos publicados

encontrado la formación de agregados insolubles entre los xilogalactanos, los xilomananos y

los xilanos tipo “enlaces mixtos” producidos por el alga, y posiblemente la formación de

agregados solubles.



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

Xilomanano manosa sulfatada en manosa con Xilosa

ramificaciones

de xilosa

sin 2 6 2,4 2,6 4,6 2x 68 2x

sulfato

Fz'a IO 22 5 l - — ¡4 ¡6 30

r3" 5 32 12 3 22 2 24

l-‘4' 5 46 IO 3 ¡o I ¡2 ¡2

l-‘S' 6| 29 2 3 5

F6' 9 52 3| l l - 3 - 3

a[72'tiene 2% de unidades de manosa enlazadas por la posición 4.

bCalculado en base a los datos de la ref. 2.

El estudio de los procesos dc reconocimiento que involucran a los hidratos de carbono está

en desarrollo: se propuso que las uniones hidrógeno y las interacciones lipofilicas eran las

fuerzas principales en la especificidad del autoensamblaje (self-assembly) entre hidratos de

carbono en los sistemas naturales”. Para comprender las bases de estos procesos de

reconocimiento es fundamental el estudio de las energías de unión hidrógeno entre los

hidroxilos de estas moléculas, la cooperatividad (ver Sección 3.6.2) y la influencia de las

uniones hidrógeno intramoleculares en la formación dc otras uniones intermolecularcs del

mismo tipo”. La posibilidad de generar estructuras supramoleculares sintéticas

autoensambladas basadas en uniones hidrógeno intermolecularcs entre grupos hidroxilo fue
- - 4 4demostrada hace unos diez anos 0' ' . Diferentes líneas de investigación concluyeron un

concepto similar: existen interacciones polivalentes carbohidrato-carbohidrato de baja

afinidad involucradas en el reconocimiento y adhesión especificos, como constituyentes del

primer paso dentro de un esquema de interacciones celulares en varias etapas. Las

interacciones postuladas proporcionan energías de unión suficientemente fuertes entre dos

moléculas, debido a un arreglo ordenado y polivalente de los sitios de unión. A su vez, las

caracteristicas estructurales de los hidratos de carbono ofi'ecen una amplia variedad de sitios

de interacción: la forma que adquiere una cadena está determinada por la estructura básica de

los ciclos, los grupos hidrofïlicos, las regiones hidrofóbicas, los grupos cargados, los residuos

prominentes (ramificaciones) y la variedad de posiciones de unión de los residuos entre si.

Este conjunto de variables, inherentes a los hidratos de carbono, los diferencia de los péptidos

definidos estrictamente por la secuencia de enlaces peptidicos. Es por este motivo que su
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estudio conformacional está menos desarrollado, a diferencia del conocimiento de las fuerzas

que regulan las estructuras secundarias y terciarias de las proteínas. Si bien las cadenas de

carbohidratos son flexibles en general, hay regiones que tienen un rango estrecho de

conformaciones óptimas. La combinación de estas dos características proporcionan a estos

compuestos un excelente sistema de reconocimiento. Los sitios de reconocimiento

importantes podrían mantener una conformación óptima, mientras que su presentación al

entorno es facilitada por una cadena flexible. De esta manera, es fácil imaginar al modelo del

“cierre de cremallera” (zipper) como una manera eficiente de mantener juntas a dos

superficies en interacción, y también como un mecanismo de unión adecuado para dos

cadenas complementarias de carbohidratos. Este modelo requiere el cumplimiento de dos

condiciones: (i) la existencia de sitios de reconocimiento e interacción complementarios; (ii)

su disposición en un arreglo polivalente y ordenado para asegurar la fuerza de unión

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, lipídica o de carbohidrato (Fig 3.13, b). Las uniones

ocurrirían a través de las secuencias de reconocimiento específicas, mientras que la estructura

de soporte no participaría de la unión propiamente dicha pero si determinaría la arquitectura

general, afectando la especificidad y la fuerza del enlace“.

Fig. 3.12. Representación esquemática del modelo propuesto para interacciones carbohidrato­

carbohidrato

(b)
............................................................................................................................................. .|

Las áreas rayadas representan las superficies involucradas en el proceso de reconocimiento y unión,

las áreas punteadas influencian la arquitectura, y por lo tanto la especificidad y la fuerza dc unión

finales. (a) Todo el carbohidrato participa. (b) El esqueleto puede ser proteico, lipídico o glucídico.
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Adicionalmente, los xilomananos contenían contraioncs divalentes en proporción

mayoritaria (Tabla 3.2) luego de 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 divalentcs no son simples contraiones de los grupos

sulfato, sino que están fuertemente complejados con los polisacáridos, de manera coherente

con la tendencia demostrada por estos compuestos a formar agregados solubles e insolubles.

En particular, la fracción F2' fue aislada como un complejo de xilomanano con galactano

sulfatado y xilano neutro, también presentes en cl alga. En el caso de F4' sólo se encontró

asociación con el galactano. Estas dos fracciones junto con Fó' poseen los contenidos más

altos en cationes divalentcs (Cap: 73-77 %; Mg”: 17-22 %). Existen antecedentes

bibliográficos sobre interacciones carbohidrato-carbohidrato mediadas por cationes Ca2+entre

oligosacáridos dc Lewisx (Lex) pertenecientes a glicoesfingolípidos43’44. Los

glicoesfingolípidos Le" están orientados con la porción glucídica hacia la capa externa de las

membranas celulares. La orientación en cruz encontrada para los trisacáridos Lex ligados

covalentemente a través de un espaciador permiten contactos homofilicos entre

glicoconjugados Lex sin tener que recurrir a distintos fenómenos de reconocimiento. Estos

trisacáridos se ensamblan cooperativamente y forman un nuevo sitio receptor bivalente con

una afinidad mayor hacia Ca2+ que cada uno de los residuos por separado (Klu-2 Kmm x

Kmana).Un contacto hidrofóbico estabiliza un sitio de unión polar para el catión entre ambos

trisacáridos que conforma una cavidad hidrofllica rodeada por cinco grupos hidroxilo, donde

el calcio queda ubicado a distancias Ca-O de aproximadamente 2,5 Á. Los contactos

homofilicos cis estabilizan microdominios glicolipídicos dentro de una misma membrana. Los

contactos homofilicos trans median adhesiones célula-célula entre capas externas de

membranas pertenecientes a células distintas. El reconocimiento molecular paralelo o

antiparalelo entre glicolípidos de Lewis individuales puede explicar ambos procesos. Así,

pares de dímeros de membranas celulares adyacentes pueden apilarse uno sobre otro y

estabilizar contactos intcrcelulares“.

Las interacciones carbohidrato-carbohidrato entre células de mamíferos parecen ser

mediadas por interacciones tanto heterofílicas entre estructuras diferentes, como en la

interacción del gangliósido GM3 con el glicolípido Gg3Cer (gangliotriaosilceramida)“, como

homofilicas involucrando estructuras similares, como en el caso de los glicolípidos de

Lewis“. La interacción carbohidrato-carbohidrato en el reconocimiento celular sólo se

expresa cuando los glicolípidos están distribuidos en clusters que forman microdominios en

las superficies de las membranas celulares. Los polisacáridos cumplen con los requisitos para
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el reconocimiento carbohidrato-carbohidrato que pueden dclincarse por analogía con los

glicolípidos: muchos fragmentos repetitivos (glicotopes) de polisacáridos regulares están

firmemente ordenados, mientras que varias cadenas adyacentes pueden formar una superficie

semejante a la distribución de carbohidratos en los glicolípidos de membrana". Makhalchik el

al." estudiaron las interacciones entre zymosano y algunos glicoconjugados. El zymosano,

principal polisacárido componente de la pared celular de Saccharomyces ccrevisiae, es un

complejo que contiene aproximadamente lS % de proteína y 85 % de hidratos dc carbono. A

su vez, los hidratos de carbono estan compuestos por: (i) un glucano con uniones B-(l—>3)y

ramificaciones B-(l—)6) (60 %) y (ii) un manano altamente ramificado (25 %). Se demostró

que existen interacciones carbohidrato-carbohidrato entre cl [i-glucano y ciertos

glicoconjugados formando una unión cooperativa, reversible, dependiente de Cali, y que

puede ser inhibida por oligosacáridos y pólisacáridos. La especificidad de la interacción puede

interpretarse de manera ambigua. Los siguientes datos constituyen evidencias a favor de la

interacción: (l) 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 unión es reversible y dependiente de la concentración, siendo inhibida

por carbohidratos monovalentes; (3) la unión puede ser inhibida por análogos estructurales de

ambos componentes del complejo carbohidrato-carbohidrato. Por otra parte, la baja afinidad y

la capacidad inhibitoria encontrada para mono-, oligo- y polisacáridos con estructuras

distintas a las cadenas de manosa y B-glucano no permiten postular que la especifidad de la

interacción es alta, sino que es más correcto hablar de poliespccificidad, que también es

característica de la mayoría de las lectinas (de naturaleza proteica), capaces de interactuar con

un amplio rango de hidratos de carbono más que con una sustancia en particular. Al parecer,

las interacciones carbohidrato-carbohidrato descriptas por llakomori y colaboradores para

varios glicoesfingolípidos46'49son más específicas que las encontradas para el zymosano. Esto

puede explicarse en base a los fragmentos relativamente grandes de oligosacáridos (de tri- a

pentasacáridos) involucrados en el caso de los glicolípidos. Además ambos glicolípidos

componentes del par son homogéneos en su porción glucidica, mientras que el glucano de la

levadura es irregular. El mecanismo dc la interacción 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

coordinación del Caz' con sus hidroxilos. En caso de existir una complementariedad espacial

47. l)del par, tiene lugar un efecto cooperativo positivo que refuerza la unión ucde considerarse
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que la fuerza impulsora de la interacción carbohidrato-carbohidrato no es solamente la

formación del puente a través del Ca“, sino también la formación de uniones hidrógeno

adicionales e interacciones de van der Waals”, que refuerzan la afinidad y la especificidad. Si

predomina el efecto adicional, la interacción carbohidrato-earbohidrato tiene una

especificidad característica, como en el caso Lex-Lex, donde los oligosaeáridos son

complementarios entre sí geométricamente y el Ca2+sólo promueve la unión. Por el contrario,

si predomina el puente a través del Ca”, la especificidad sería considerablemente menor. Este

parece ser el caso de la interacción descripta para el B-glucano con los manósidos“.

Las células disociadas de la esponja marina Microciona prolifera se reagregan de una

manera específica según la especie”. La reagregaeión depende de la presencia de un gran

proteoglicano extracelular de adhesión y de una concentración elevada de Ca”. Se

identificaron dos dominios funcionales: un sitio de interacción proteoglicano-proteoglieano,

homofilico, dependiente de Ca“, y un segundo sitio de interacción célula-proteoglicano,

heterofilico, independiente de Ca“. Los glicanos presentes en el proteoglicano de adhesión

promueven la agregación específica para la especie en ausencia del esqueleto proteico,

sugiriendo la existencia de interacciones carbohidrato-carbohidrato mediadas por múltiples

interacciones de baja afinidad. Hay dos residuos de oligosaeáridos que actúan como sitios

funcionales distintos, con características estructurales y reactividades frente a anticuerpos

diferentes, involucrados en la reagregación de células de esponjas y constituyen otro ejemplo

de interacciones intercelulares mediadas por uniones carbohidrato-carbohidrato dependientes

de calcio.

Ruggiero e! al.5' estudiaron la distribución de cargas y la afinidad por Ca2+de L-galaetanos

sulfatados lineales y altamente ramifieados, extraídos de ascidianos, por titulaciones

eonduetimétricas y un indicador metaloerómieo. Se encontró, por determinación de la

densidad de carga y la distancia entre grupos sulfato, que los residuos de L-galactosa

sulfatados estarían concentrados en la cadena central del polisacárido y no intercalados entre

residuos neutros. Por otra parte, los grupos sulfato de estos galactanos presentan

aproximadamente la misma afinidad por el calcio observada en el condroitin sulfato de

vertebrados; mientras que los grupos sulfato de heparina y de condroitin sulfato fiteosilado

poseen una afinidad 3-5 veces mayor. A su vez, existen diferencias entre las afinidades

registradas para los L-galactanos sulfatados de distintas especies de ascidianos.

Sorprendentemente, la afinidad por el calcio aumenta con la proporción de ramificaciones no

sulfatadas en la cadena, correspondiente a un porcentaje menor dc sulfato en el polisacárido.

Aunque los autores no pudieron explicar este resultado, dedujeron que la unión al calcio no es
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una función que depende únicamente de la disponibilidad de sitios de unión aniónicos, sino

que estaría asociada a una interacción Ca-polisacárido más compleja. l'in los tres polisacáridos

estudiados, la afinidad aumenta cuando disminuye la distancia entre grupos cargados, lo que

indicaría que se requiere más de un grupo sulfato para cada eatión CaZÏ

Las propiedades de agregación observadas para los polisacáridos de N. jásligiala pueden

explicarse en base a los modelos de interacciones citados arriba: el xilano podría interactuar

con un arreglo regular de ramificaciones de xilosa o con una región elongada del

xilogalactano sulfatado y/o de la cadena central dc manano, dando lugar a la formación de

complejos muy estables aun en solución acuosa originados por interacciones cooperativas

carbohidrato-carbohidrato, dependientes de calcio.

3.6.2. CORRELACIÓN ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

La evaluación de las propiedades antiherpéticas de estos xilomananos sulfatados reveló

una actividad inhibitoria selectiva contra la replicación varias cepas de llSV-l y HSV-2 in

vitro. El manano Fó' fue el más activo con valores de leo dc 0,6-l,3 ug/ml. La fracción F2'

también puede ser considerada como un antiviral efectivo, aunque menos que Ia fracción

anterior, con leo de 2,0-7,l ug/ml. Teniendo en cuenta que esta última fracción corresponde

a un complejo formado por un xilano neutro (N 7 % molar), un galactano sullatado (N lO %

molar) y un xilomanano sulfatado (N 83 % molar), y que los galactanos sulfatados tenían [CSO

de 15-33 ug/ml, es indudable que la actividad antiherpética de FZ' está vinculada

principalmente al xilomanano, constituyente principal de esta muestra. No es posible

determinar si la dosis efectiva observada corresponde a una combinación lineal de los valores

individuales de cada uno de los polisacáridos componentes de esta fracción, o si existe un

efecto sinergético entre ellos.

La actividad antiviral de los polisacáridos sullatados depende en la mayoría de los casos de

su capacidad de bloquear los receptores virales necesarios para Ia adsorción a las celulas

blancosz'”. lista actividad no depende directamente de la estructura primaria ya que la cadena

central actúa como soporte de los grupos sulfatojl'”.

lil “complejo” polímero sulfatado-virus podría estabilizarse si hay involucrado un

mecanismo cooperativo” de interacción entre los grupos sulfato y los receptores

positivamente cargados del virus. La energía de interacción entre residuos individuales

pertenecientes a cada una de las moléculas —p0límero sullatado y receptor viral- es
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insuficiente para inducir una conformación ordenada global. Esto ocurriría por un mecanismo

cooperativo donde cada uno de los términos individuales se refuerzan entre sí para superar la

entropía conformacional, dando lugar a la estabilización del “complejo”. Nuevamente se

aplican los conceptos ya explicados sobre las interacciones carbohidrato-carbohidrato. De esta
52.56,58,60manera podría entenderse la variación de la actividad con el contenido de sulfato y el

4. .
peso moleculars 5658(FS' y F6'). Por otra parte, una cadena central altamente sustituida (F3)

dificultaría la formación del “complejo”, provocando una disminución de la actividad. La

selectividad de un polisacárido sulfatado frente distintos virus podría estar vinculada a la

distribución topográfica de los receptores en la superficie viralsz‘“.

La actividad antiviral de un manano sulfatado sería el resultado de una combinación

adecuada de: (i) la conformación de la cadena central de unidades de a-D-manosa con uniones

l—>3;(ii) el tamaño molecular; y (iii) el contenido y la distribución de los grupos sulfato.

La distribución más adecuada de los grupos aniónicos, para lograr una elevada actividad

antiviral de la cadena central dc manano, puede visualizarse en base a las interacciones entre

los receptores de heparán sulfato de la superficie celular y las glicoproteínas de la envoltura

viral“. Ciertas secuencias de glicosaminoglicanos de heparán sulfato, perteneciente a su vez a

los proteoglicanos de la superficie celular, sirven como receptores para la unión de ambos

serotipos de HSV a las células. Los glicosaminoglicanos de heparán sulfato también actúan

como receptores para la unión 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 patógenos humanos incluyendo bacterias y

protozoos. La diversidad de microbios para los cuales funcionan como receptores puede

explicarse en base a la complejidad de los glicosaminoglicanos de mamíferos: se trata de

heteropolisacáridos lineales sulfatados que se unen covalentemente a las proteínas para formar

los proteoglicanos. Los proteoglicanos se expresan en la superficie de todas las células de

mamíferos, al menos en cultivo y son entonces blancos ideales para la unión de microbios.

Los glicosaminoglicanos del heparán sulfato exhiben gran diversidad estructural, que surge de

distintos arreglos de unidades disacarídicas compuestas por residuos altemantes de: (i) N­

acetil o N-sulfato glucosamina (GlcN) con o sin sulfatación en las posiciones 3 y/o 6, y (ii)

ácido glucurónico (Gch) o idurónico (ldoA) con o sin sulfatación en la posición 2. El

heparán sulfato consiste en un arreglo irregular de dominios ricos en N-sulfato y 0-sulfato, en

los cuales la unidad repetitiva básica es Gch/ldoA-GlcN803, espaciados entre sí por regiones

de baja sulfatación donde predominan los disacáridos N-acetilados Gch-GlcNAc. Herold e!

al."3 postularon que una interacción fuerte entre HSV y el heparán sulfato de la superficie
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celular debería requerir una secuencia estrictamente definida de monosacáridos sulfatados, de

una manera análoga al pentasacárido específico de heparina que tiene alta afinidad por

antitrombina lll. Estos autores aprovecharon la similitud del heparán sulfato con la heparina y

realizaron ensayos con heparinas modificadas para inhibir la unión de l-lSV a las células.

Fig. 3.13. Estructuras de heparina y heparán sulfato, y las modificaciones químicas realizadas sobre

heparina. (a) Estructura representativa de heparina y heparán sulfato. Las posiciones modificadas

químicamente están indicadas. (b) Sitios con grupos carboxilos modificados.

(a) ............................ ..
"I ..................... ..

OSO: om! u

o o
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llepanna con gruposamidomelanosullonalo K = (“ONI¡("50,

lleparán sulfato y heparina (Fig. 3.]3) están compuestos por las mismas unidades

monoméricas y se caracterizan por su composición heterogénea y su alta densidad de carga

negativa. En general, las secuencias con residuos N-sulfatados tienden a contener más ldoA

sulfatado, más que Gch, mientras que las regiones N-acetiladas retienen sus residuos de

Gch y carecen de unidades ()-sulfatadas. En la heparina hay una gran proporción de residuos

de glucosamina N-sulfatados; por lo tanto el polisacárido resulta con alto contenido de ()­

sulfatación y una relación IdoA/Gch elevada. En contraste, el heparán sulfato tiene una

proporción menor de unidades GlcN803, un contenido menor de ldoA y un menor grado de

()—sulfatación general.

La interacción de HSV con el heparán sulfato de la superficie celular es compleja,

probablemente involucra múltiples interacciones entre las glicoprotcínas virales y los
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dominios de heparán sulfato. l-Iaydos glicoproteínas independientes expresadas por llSV-l,

gC y gB, ambas son capaces de unirse a heparina. Cuando gC está presente en la cubierta viral

predomina la actividad de gC, y gB parece no contribuir de manera significativa a la

adsorción inicial del virus. En ausencia de gC, es gB quien media la unión al heparán sulfato

de la superficie celular. La situación se complica un poco más, ya que el heparán sulfato

también juega un papel importante en la fusión celular posterior, inducida por el virus,

posiblemente a través de interacciones con gB. En el estudio mencionado de l-lerold e! al. se

compararon los efectos de heparinas modificadas sobre tres tipos de cepas de HSV-l: salvaje.

deficiente en gB (gB', gC') y deficiente en gC (gBl, gC'). Encontraron que tanto los grupos

sulfato como los carboxilo. responsables de la carga negativa característica de ambos

polisacáridos, eran importantes para la unión viral. En particular la N-sulfatación y la

sulfatación en 0-6 de los residuos de a-D-glucosamina del heparán sulfato juegan un rol

fundamental. Los resultados resumidos figuran en la Tabla 3.24 y las modificaciones

químicas efectuadas sobre la heparina se esquematizan en la Fig. 3.13.

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

Compuesto leo (ug/ml)

HSV-I (KOS) HSV-l (KOS) gCA2-3

(cepa salvaje) (cepa gC')

Heparina < l 7

Heparina N-dcsulfatada 1000 IOOO

Heparina N-desulfatada, N-reacetilada IO N ¡000

Heparina N-desacetilada < I 3

Heparina 2-,3-0-dcsulfatada l0 |000

Heparina N-desulfatada, 2-,3-()-desulfatada lO l000

Heparina N-desulfatada, N-reacetilada, 450 lOOO

2-,3-()-desu|fatada

Heparina 6-()-desu|fatada 200 300

Heparina con carboxilos reducidos 30 > ¡000

Heparina AMS“ l 40

aHeparina con grupos amidometanosulfonato.

La N-desulfatación de la heparina suprimió la actividad antiviral para las cepas salvaje y

gC', hecho que no sc observó por N-desacctilación. Sin embargo, algo de la actividad fue
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recuperada —enespecial para la cepa salvaje- por reacetilación de los sitios desulfatados.

Teniendo en cuenta que la N-desulfatación implica la aparición de una carga positiva,

mientras que la rcacetilación 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. Además los dominios involucrados en la adsorción 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 podían inhibir selectivamente la unión de virus gC' a las células, pero no

tenían efectos inhibitorios importantes sobre la unión de l-lSV-l gC'. La desulfatación de la

posición 6 dc la heparina redujo marcadamente la actividad antiviral frente a la cepa salvaje y

gC', lo cual sugirió que esta posición constituía un factor determinante para las interacciones

entre el virus y el heparán sulfato. La desulfataeión de las posiciones 2 y 3, tanto de

galactosamina libre o acetilada, retuvo cierta actividad contra la cepa salvaje, pero no contra

la cepa deficiente en gC. Dado que gC predomina en la adsorción de la cepa salvaje a la

célula, mientras que en la cepa gC' median las interacciones entre gB y heparán sulfato, el

efecto diferencial observado sugiere que la sulfatación de las posiciones 2 y 3 son

determinantes para la unión de gB al heparán sulfato de la superficie celular. De ser cierto, gC

y gB interactuarían con esquemas estructurales distintos y quizá solapados. Por otra parte, la

reducción del grupo carboxilo suprimió la actividad de la heparina frente al virus deficiente en

gC, pero la mantuvo en las cepas salvaje y deficiente en gB. Esto indicaría que la heparina

con los grupos carboxilos reducidos competían por porciones estructurales del heparán sulfato

capaces de unirse a gC, pero no a gB. La sustitución del grupo carboxilo por uno

amidometilsulfonato restableció la actividad, lo cual demostró que es importante la presencia

de una carga negativa, más que la composición química de dicha carga.

En resumen, el estudio se llevó a cabo partiendo de la premisa que las heparinas

modificadas que retuvieran los motivos estructurales del receptor (o de los receptores) del

heparán sulfato inhibirían la unión viral. Se encontraron posiciones específicas de sulfatación

(N-sulfatación y ()-sulfatación en la posición 6) que eran importantes para la adsorción de

cepas virales salvajes y mutantes de llSV-l sobre la superficie celular. Por el contrario,

regiones menos sulfatadas, ricas en N-acetilgalactosamina del heparán sulfato no serían

importantes para la unión al virus, pues las modificaciones efectuadas sobre estas regiones no

alteraron la actividad antiviral de la heparina.

Aquellos polisacáridos cuya distribución de sulfatos se asemeje estructuralmente a la

distribución de cargas negativas de los sitios de unión del heparán sulfato podrán inhibir
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competitivamentc la unión viral. La presencia de grupos 2- y 6-sulfato parece ser importante

para que exista actividad antiviral, pero también se requiere su distribución adecuada en

dominios, que imiten el sitio de unión anióníco del heparán sulfato. En este sentido, cl

manano F6', con alto contenido de sulfato distribuido tanto en la posición 2 como en la 6

(Tabla 3.23), es cl que reproduciría mejor el dominio correspondiente a la unión viral. El

xilomanano F2', con el menor contenido total de cargas aniónicas y, simultáneamente, la

mayor sustitución con ramificaciones simples de xilosa (Tabla 3.23), puede ser considerado

como un inhibidor aceptable de la adsorción viral. En este último caso no queda claro cómo

influenciaría la presencia dc xilosa sobre la conformación del polisacárido y cómo se vería

afectada la distribución de cargas cn la cadena central, aunque también existen grupos sulfato

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 sulfatación. Como regla general se acepta que la

actividad antiviral de los polisacáridos sulfatados aumenta con el peso molecular y la

sulfatación”. Esto es cierto dentro de ciertos límites, como fuera demostrado por la

evaluación de la actividad anti-HSV de carragenano kappa comercial [con unidades

repetitivas de —)3)-B-D—galactosa4-sulfato-(l—)4)-3,6-anhidro-a-D-galactosa-(l—) ] sometido

a sulfatación: la sustitución completa con sulfato de la posición 6 de las unidades de B-D­

galactosa disminuyó la actividad antiviral. Esto sugirió que un grupo sulfato en esta posición

no determina la actividad y que la sustitución elevada en posiciones no activas dificultaría la

formación del complejo virus-polisacárido, disminuyendo la actividad“. Como fuera

descripto en el trabajo de Herold el aL, probablemente la sustitución en la posición 2 sea una

condición necesaria —pero no suficiente- para mostrar actividad, otro requisito estaría

vinculado con una distribución tridimensional adecuada de cargas negativas. El manano F5',

el menos activo de la serie, carece prácticamente de sustitución en la posición 2, ya sea con

grupos neutros (xilosa) o aniónicos (sulfato), y posee el menor peso molecular.

La actividad anticoagulante de la heparina es el resultado de su unión y activación sobre la

proteina anticoagulante: la antitrombina. La interacción involucrada es de alta afinidad y

especificidad, relacionada con una secuencia pentasacarídica particular. El residuo de

glucosamina en el centro de este pentasacárido presenta una sulfatación inusual en la posición

3, que junto con otras posiciones sulfatadas y características estructurales son esenciales para

la unión a la antitrombina. Aproximadamente dos tercios de las cadenas de heparina presentes

en una preparación típica carecen de la secuencia específica y por lo tanto carecen de

actividad anticoagulante“. Los polisacáridos sulfatados suelen poseer propiedades

antícoagulantes, sin embargo, los xilomananos estudiados resultaron inactivos. Como fuera
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previamente determinado para heparinas modificadas quimicamente‘l’z'65 y para

carragenanosóó, los datos obtenidos para las fracciones estudiadas de N.fastigiala confirman

que no hay correlación entre las actividades anticoagulante y antiviral. Este hecho constituye

una ventaja para la aplicación de estos polisacáridos sulfatados como agentes antivirales, al

menos para formulaciones dc aplicación local, con menores efectos secundarios adversos.

Con un fin similar, a partir del año 2003 se llevará a cabo la evaluación de un microbicida

vaginal, conteniendo un carragenano como principio activo, contra la infección con l'llV y

otras enfermedades de transmisión sexual sobre una población de 6000 mujeres lllV­
. ‘ I - 7

negativas, no embarazadas, en Sudafrica y Botswana6 .
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CAPÍTULO 4

ANÁLISIS POR ESPECTROMETRÍA DE MASA UV-MALDI­

TOF DE POLISACÁRIDOS DE NOTHOGENIA FASTIGIA TA

4.1. INTRODUCCIÓN

La amplia variabilidad estructural de los hidratos de carbono hace que el análisis por

espectrometría dc masa (EM) dc estos compuestos abarque un gran número de técnicas, sin

que haya un método ideal para todos. La ionización por impacto electrónico, por ejemplo.

sólo es aplicablc a las moléculas más pequeñas, previa derivatización. Por otra parte, EM

MALDI (matrix-assisth laser desorption/ionization, desorción/ionización por láser asistidas

por la matriz) es una alternativa más versátil, ya que la mayoría de los compuestos dan señal

en su estado nativo, proporcionando información sobre varios aspectos del análisis estructural.

Esta técnica fiJe desarrollada en la segunda mitad de la década de 1980 para el análisis de

biomoléculas de alto peso molecular por el Dr. K. Tanaka”, quien recibió el premio Nobel en

el año 2002 por este motivo, y por los Dres. M. Karas y F. Hillenkamp“. El analito se mezcla

con un compuesto usado como matriz, generalmente una molécula orgánica pequeña, se deja

cristalimr por evaporación del solvente y se somete a un pulso de láser, a fin de obtener una

señal. La mayor parte de la energía del láser, usualmente en la región del ultravioleta (UV), es

absorbida por la matriz y transferida al analito, que se ioniza por procesos tales como unión a

un protón o a un catíón de un metal alcalino (Fig. 4.1). La absorción en el UV de las matrices

más comunes fueron estudiadas5 y resultaron similares a las registradas para estos compuestos

en solución.

La técnica fue desarrollada inicialmente para el análisis de proteínas, pero en términos

generales es capaz de producir iones moleculares intactos a partir de compuestos muy polares

como proteínas, oligosacáridos, oligonucleótidos y polímeros sintéticos (polietilenglicol,

polimetacrilato de mctilo, etc.).
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Fig. 4.1. Desorción/ionización en EM MALDI
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El estudio de polisacáridos por espectrometría de masa con técnicas de ionización “suaves”

como ESI (electrospray ionization) o MALDI es más complejo, con respecto a la situación de

las proteinas, debido a la existencia simultánea de varias distribuciones, a saber:

i) como resultado de la bíosíntesis del polisacárido no hay un peso molecular único, sino

una distribución de pesos moleculares;

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

diferentes, lo que genera una distribución de grupos terminales;

iii)la composición de las moléculas del polisacárido tiene cierta variabilidad estructural, a

pesar del proceso de fraccionamiento que pueda haber dado lugar a la muestra, dando

origen a una distribución de unidades monoméricas y a una eventual distribución de

bloques constituyentes del polisacárido.

La sensibilidad de EM MALDI resultó 10-100 veces mayor que la espectrometría FAB

(fast atom bombardment) para el análisis de glicoproteínas, oligosacáridos y glucanos

cíclicos. Sin embargo, la ionización en EM MALDI de los hidratos de carbono como especies

cargadas (principalmente [M+Na]+) no es tan sensible como la ionización de péptidos, donde

la especie predominante es [M+H]+. En consecuencia, es necesario emplear mayores

potencias de láser, lo que a su vez lleva a que las muestras depositadas se evaporen más

rápidamente que en el análisis de péptidos. Por lo tanto, el punto de incidencia del láser debe

moverse a través de la superficie de la muestra a fin de mantener la señal. Este efecto es

relativamente insignificante para la adquisición de la señal de un ion molecular en un

llO
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instrumento de tiempo de vuelo (TOF, time-of-flight), aunque adquiere importancia para el

enfoque del instrumento y para la adquisición de los espectros de fragmentación.

Los láseres de nitrógeno que emiten a 337 nm (UV) son utilizados universalmente para el

análisis por EM MALDl, aunque los láseres de infrarrojo tienen cierta aplicación en el

análisis de glicoproteínas y glicanos.

El alto grado de desarrollo de EM UV-MALDI como método analítico presenta un

contraste notorio con el escaso entendimiento sobre el mecanismo teórico del proceso de

desorción/ionización. Los iones pueden formarse en el estado sólido, o bien en fase gaseosa

por reacciones ion-molécula inmediatamente después de la desorción por el láser. Es probable

que ocurran ambos procesos en proporciones diferentes según la matriz y la muestra. Lehman,

Knochenmuss y Zenobi6 sugirieron que la mayor parte de la ionización está presente en el

estado sólido para muestras que contienen complejos de metales de transición, mientras que

otras muestras, por ejemplo aquellas que contienen poliestireno, están ionizadas en forma

predominante en la fase gaseosa. Knochenmuss et al.7 también apoyaron la ionización rápida

en fase sólida y propusieron un mecanismo que incluye protonación, formación del catión y

efectos de supresión de matriz que involucran a moléculas de matriz excitadas

fotoquímicamente, pero no ionizadas, como las especies reactivas induetoras.

Recientemente Knochenmuss e! a1.a propusieron que las reacciones secundarias ion­

mole'cula, en particular las reacciones de transferencia de carga y de protón entre ion y

molécula, que tienen lugar en la pluma de desorción son los determinantes principales de los

espectros de masa observados. El alcance de las reacciones secundarias de ionización puede

ser tan amplio que los complejos eventos primarios de ionización no necesariamente quedan

reflejados en el espectro. Se postula una ionización primaria de la matriz, seguida de

reacciones secundarias entre matriz ionizada y analito neutro. Por supuesto, al mismo tiempo

las reacciones matriz ionizada-matriz neutra son igualmente probables.

Los espectros de masa UV-MALDI registrados en modo de detección positivo presentan

tres características generales a tener en cuenta:

i) Los espectros consisten fundamentalmente en iones monocargados.

ii) Existe un fenómeno denominado efecto de supresión de la matriz (MSE, matrix

supression effect) por el cual los analitos de peso molecular bajo a medio, en

concentración suficientemente elevada, pueden suprimir fuerte o completamente las

señales de la matriz en el espectro. Esto constituye una evidencia de la saturación de las

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

implican reacciones secundarias similares.

iii)Se requiere una mezcla eficiente de matriz y analito antes de la desorción, de modo de

promover colisiones o interacciones adecuadas entre matriz y analito, minimizando las

regiones ricas en matriz.

Si la pluma de UV-MALDl llegara a alcanzar un estado de equilibrio completo, no habría

iones (excepto las cargas netas positivas generadas por pérdidas de electrones) debido a

reacciones de neutralización 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 información útil 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 sí alcanzan o se aproximan a una distribución iónica

delimitada termodinámicamente. 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 protón pueden explicar tanto el predominio

de iones monocargados, como los efectos MSE y ASE. La temtodinámica de las reacciones

ion-molécula es tal que los iones altamente cargados son reducidos rápidamente, aunque los

iones monovalentes no se neutralizan por el mismo camino. Si existen colisiones en la pluma

en cantidad suficiente, el espectro UV-MALDI consistirá predominantemente de iones con

carga simple, o eventualmente de aquellos donde los múltiples sitios monovalentes estén

separados. Las reacciones secundarias ion-molécula en la pluma estarían frecuentemente bajo

control termodinámico, más que cinético. Si los valores de los parámetros

termodinámicamente relevantes fueran conocidos y las condiciones experimentales se

eligieran adecuadamente, sería posible planear y predecir muchos experimentos UV-MALDI.

Las condiciones básicas parecen ser una mezcla eficiente de la matriz y los analitos antes de

la desorción de la muestra y una incidencia suficiente del láser como para generar una pluma

rica en colisiones.

La naturaleza pulsada de la fuente de ioniyación por laser y su capacidad para ioni7ar

moléculas grandes hacen que la aplicación de un analizador TOF sea ideal. líste analizador se

basa en la separación de iones de acuerdo con su relación masa/carga (rn/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 mayoría de los iones generados en la fuente llegan a ser registrados por

el detector. Los iones producidos pueden ser analizados en modo de extracción continua, o
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bien en modo de extracción demorada (delayed extraction). Cuando los iones son acelerados

tienen una amplia dispersión 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 dispersión energética, disminuye el ancho del pico

detectado, y mejoran la resolución y la exactitud.

Amplias diferencias de energía cinética entre los iones producidos hacen que los

analizadores TOF lineales (Fig. 4.2) no produzcan señales con alta resolución para masas

elevadas, ya que no hay un mecanismo de compensación para la distribución inicial de

energía cinética (esta distribución es más amplia a masas mayores). El analizador TOF en

modo reflectrón está compuesto por dos regiones lineales, libres de campo, y un espejo iónico

(Fig. 4.2) que compensa las diferencias de energía cinética en iones de igual m/z.

Fig. 4.2. Esquema de un espectrómetro de masa MALDl-TOF con modo de detección lineal

y reflectrón
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Cuando dos iones (1 y 2) de igual m/z pero diferente energía cinética inicial (E1 > E2) se

desorben de una superficie y analizan en modo reflectrón ocurren los procesos que se indican

a continuación. Ambos iones atraviesan la primera región libre de campo (L1), pero el ion l lo
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hará más rápidamente ya que tiene una enegía cinética mayor que el 2. En Ia región de

reflexión (R), el ion con mayor energía cinética avanzará más internamente en la región del

espejo iónico pues la distancia que recorra dentro del espejo, proporcional al tiempo de vuelo,

depende de su energía. Por lo tanto el ion l entrará a mayor profundidad dentro del campo y

estará más tiempo dentro de la región R. Cuando los iones dejan el campo de reflexión entran

en una segunda región libre de campo (L2) y finalmente chocan con el detector. A la salida del

espejo iónico, el ion 2 está adelante del l a pesar de seguir teniendo menor energía cinética. El

enfoque de los iones se logra cambiando R (la longitud de la región de reflexión), mediante

variaciones del voltaje del espejo iónico, ya que experimentalmente no es posible cambiar las

longitudes de L. y L2. Mientras los iones viajan a través de Lz, se enfocan temporalmente en

el plano del detector porque el ion l alcanza al 2 gracias a su energía cinética mayor. Este

fenómeno de enfoque que opera en el modo reflectrón tiene varias ventajas: (i) filtra

moléculas neutras; (ii) corrige díspersiones en el tiempo debido a distribuciones de energía

cinética inicial; y (iii) mejora notablemente la resolución y exactitud de masa.

El objetivo final de la elección de matriz, solvente y preparación de la muestra en un

experimento MALDl es la cocristalización homogénea de las moléculas de muestra y matriz,

para obtener señales intensas a partir de hidratos de carbono. A continuación se describen las

matrices más utilizadas según los hidratos de carbono analizados (Sección 4.1.1, Tabla 4.1) y

las técnicas más frecuentes para la preparación de muestras (Sección 4.1.2).

4.1.1. MATRICES

l. MATRICES PARA HIDRATOS DE CARBONO NEU'IROS

l.l. Ácidos benzoicos sustituidos

COOH

COOH COOH

OH OH

Q N
NH2

H0 CH30

OH OH

l 2 3 4

La primera matriz diseñada específicamente para el análisis por lÉMMALDl de hidratos de

carbono fiJe el ácido 3-amino-4-hidroxibenzoico (l)9. El ácido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5­

DHB, ácido gentísico, 2) pronto desplazó al compuesto anterior"). Los iones mayoritarios
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producidos corresponden a [M+Na]+, que suelen estar acompañados por iones [M+l(]+ menos

intensos. Por adición de las sales inorgánícas adecuadas es posible generar otras especies,

como [M+Li]+. Esta última matriz cristaliza de mezclas de acetonitrilo o etanol y agua como

cristales largos, con forma de aguja, que se originan en la periferia del portamuestras y se

proyectan hacia el centro. La región central suele contener una mezcla amorfa de azúcares,

contaminantes y sales. Stahl el al.” encontraron evidencias del fraccionamiento de

constituyentes de la muestra en 2,5-DHB: en una mezcla de azúcares y glicoproteínas, los

azúcares se obtenían de la región amorfa central y los espectros de las glicoproteínas

provenían de los cristales periféricos.

Otros isómeros de 2,5-DHB produjeron señales relativamente pobres para hidratos de

carbono, excepto aquellos que contenían un grupo hidroxílo en posición orto”. Para

comportarse como una matriz, los compuestos deberían ser capaces de sufrir una transferencia

de hidrógeno entre los grupos fenólico y carboxílico. De todas las matrices ensayadas, el

ácido 2,5-dihidroxibenzoico fue el más efectivo dentro de los compuestos orto-sustituidos. Su

efectividad estaría relacionada con su descomposición fotoquímica”: los ácidos benzoicos

tienden a eliminar C02 como respuesta a la luz UV, una oxidación posterior produciría la p­

benzoquinona, relativamente estable.

Tabla 4.]. Matrices utilizadas para el análisis de hidratos de carbono.

Matriz Ref Observaciones

Acidos benzoicos sustituidos

ác. 3-amino-4-hidroxibenzoico (l) 9 Primera matriz utilizada para hidratos de carbono.

ác. 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB, 2) lO Aplicación general a oligosacáridos neutros,

detección en modo positivo.

23 Aplicación a dextranos de PM 7500 Da, detección

en modo negativo.

30 Aplicación a oligosacáridos con l2 residuos de ác.

galacturónico, detección en modo positivo.

super 2,5-DHB: mezcla 2,5-DHB-ác. 2- l4

hidroxi-S-metoxibenzoico (3)

mezcla 2,5-DHB-l-hidroxiisoquinolina l5

(HÍQ, 4)

mezcla 2,5-DHB-spermina (18) 35 Aplicación a glicanos sialilados, detección en modo

negativo
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3-aminoquinolina (5) l6 Aplicación a inulinas (PM s 6000 Da).

Aplicación a azúcares sialilados.

|7 Aplicación a fructanos.

mezcla 3-aminoquinolina-ác. a-ciano-4- |8

hidroxicinámico (4-HCCA, 6)

5 cloro 2 r‘ L " ' (CMBT, 20 Aplicación a N-glieanos con alto contenido de

7) manosa.

,B-carbolinus

nor-harmano (8), harmano (9), harmina 2| Aplicación a cielodextrinas (PM «lOOO Da) y

(10), harmol (ll), harmalina (12), oligosacáridos acíclicos (PM 342-828 Da),

harmalol (13) detección en modos positivo y negativo.

nor-harmano (8), harmano (9) 34 Aplicación a oligosacáridos sulfatados de

carragenano lambda (PM 549-I733 Da), detección

en modo negativo.

arabinosazona (14) 24 Aplicación a laminarano, detección en modo

positivo.

25 Aplicación a oligosaeáridos con ácido siálico,

detección en modo negativo.

2,5-dihidroxiacetolenona (DHAP, 15) l2 Detección en modos positivo y negativo.

mezcla 2,4,6-trihidroxiacetofenona 3| Aplicación a oligosacáridos sialilados.

(Tl lAP, 16)—citratode amonio

6-aza-2-tiotimina (l7) 3| Aplicación a oligosaeáridos sialilados.

7-amino-4-metilcumarina (19) 36 Aplicación a disacáridos monosulfatados.

mezcla 7-amino-4-metilcumarina-ó-aza- 36 Aplicación a oligosacáridos monosulfatados.

2-tiotimina

ácido sinapínico (21) y formación de par 37, Aplicación a oligosacáridos sull'atados derivados de

iónico con bases 38 heparina.

Mezclas de otros compuestos con 2,5-Dl-lB mejoraron la sensibilidad o la resolución. Así,

Karas e! al.H agregaron pequeñas cantidades de otros ácidos benzoicos sustituidos o

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

desorción más suave. El mejor aditivo fue el ácido 2-hidroxi-5-metoxibcnzoieo (3) al 10 %,

formando una mezcla que se conoce como “super 2,5-DllB”. La adición de las eo-matrices

parecen mejorar la homogeneidad de los cristales más que cambiar su estructura morfológica.
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Mohr e! al.IS encontraron que una mezcla de 2,5-DHB y l-hidroxiisoquinolina (HIQ, 4), en

una relación molar cercana a 3:], era muy efectiva en la ionimción de hidratos de carbono. La

hidroxiisoquinolina en sí era una matriz pobre para este fin, pero su presencia en 2,5-DHB

causó la formación de cristales mucho más finos con respecto al 2,5-DllB solo. Al ser menos

soluble en la mezcla aguazacetonitrilo empleada como solvente, HIQ cristalizaba primero y se

pensó que inducía la cristalización de 2,5-DHB. El espectro resultante carecía de picos

correspondientes a 2,5-DHB, aunque aparecían otros provenientes de HlQ. Esta matriz toleró

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

©©T OKI/H
S 7

l.2. 3-Aminoquinolina

Metzger e! al.16aplicaron exitosamente 3-aminoquinolina (5) para la ionización de inulinas

de plantas con masas hasta 6000 Da, con una línea de base y una resolución mejores que las

obtenidas para 2,5-DHB. Stahl et al.” informaron que era superior al 2,5-DHB para azúcares

sialílados, pero esta matriz era más sensible que 2,5-DHB a la presencia de contaminantes”.

Kolli y Orlandola mezclaron 3-aminoquinolina con ácido a-ciano-4-hidroxicinámico (4­

HCCA, 6) para obtener una matriz líquida que fue capaz de dar señales de larga duración a

partir de un disparo de láser. Sin embargo, la aplicación de 3-aminoquinolína para el análisis

de hidratos de carbono parece limitada ya que Harvey y Hunter19observaron que los azúcares

reductores pueden formar bases de Schiff con esta matriz, especialmente en el entorno acidico

creado por la presencia de 4-HCCA.

l.3. Mercaptobenzotiazoles

1.20, sólo 5-cloro-2­De los cinco mercaptobenzotiazoles examinados por Xu et a

mercaptobenzotiazol (CMBT, 7) file efectivo para el análisis de N-glicanos con alto contenido

de manosa, aislados de glicoproteínas. Sin embargo, si bien se observaron señales para

dextrano 5000 correspondientes a compuestos con masas hasta 5500 Da, se encontró cierta

discriminación en desmedro de los iones de masa elevada.
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Las B-carbolinas (9H-pirido[3,4-b]indoles): nor-harmano (9H-pirido[3,4-b]índol, 8),

harmano (l-metil-9H—pirido[3,4-b]indol, 9), harmina (7-metoxi-l-metil-9H-pirido[3,4­

b]indol, 10), harmol (l-metil-9H—pirido[3,4-b]indol-7-ol, ll), harmalina (3,4-dihidro-7­

metoxi-l-metil-9H—pirido[3,4-b]indol, 12) y harmalol (3,4-dihidro-l-metil-9H—pirido[3,4­

b]indol-7-ol, 13) demostraron ser matrices útiles para hidratos de carbono cíclicos

(ciclodextrinas en la región de 1000 Da) y acíclícos (PM 342-828)“. Dieron señales

comparables en intensidad a las obtenidas con 2,5-Dl-IB, pero con iones [M+H]+ en vez de

[M+Na]+ para ciclodextrinas en modo positivo. Sin embargo, cuando estas matrices se

aplicaron a maltooligosacáridos y otros oligosacáridos22 produjeron iones [M+Na]+, junto con

un fragmento originado por pérdida de agua de intensidad elevada. Además se informó2| que

estas matrices producían iones [M-H]' para azúcares neutros pequeños, lo cual representa una

ventaja con respecto a matrices tradicionales para azúcares neutros —com02,5-DHB- que no

son eficaces en la ionización en modo negativo. La eficiencia de estas matrices estaría

asociada con la presencia simultánea de un grupo dador de protón (N-l'l indólico) y uno

aceptor (N piridínico), así como su orientación relativa en la molécula. Ilao el al.23 también

encontraron espectros de iones negativos a partir de azúcares neutros, pero en este caso los

compuestos eran dextranos con peso molecular mucho mayor (7500 Da). Estos iones fueron

obtenidos con 2,5-Dl-ll3, hecho que llevó a los autores a concluir que los procesos MALDI

para polisacáridos debían diferir en ciertos aspectos de los que operan para hidratos de

carbono más pequeños.

1.5. Osazonas

Chen, Baker y Novotny24 hallaron que la arabinosazona (14) era una matriz adecuada para

el análisis de laminarano, un D-glucano lineal de algas pardas, que mostró picos más intensos

para la región de masas mayores con respecto al espectro registrado con 2,5-Dl'lB. lïstc efecto
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se atribuyó a una menor fragmentación, resultante de la energía menor del láser necesaria para

obtener señal con arabinosazona. Wheeler y Harvey” encontraron que arabinosazona produce

espectros intensos de iones negativos (con iones moleculares [M-H]') a partir de

oligosacáridos pequeños que contienen ácido siálico, y que la posición de unión de este

residuo puede ser deducida a partir de fragmentos iónicos característicos.

H0 OH

H0

NHcN//“‘­

:H20H

1.6. Hidroxiacetofenonas

Varias acetofenonas sustituidas demostraron ser matrices eficientes para péptidos”, y

también podría aplicarse su uso a hidratos de carbono. Análogamente a lo observado para los

ácidos bcnzoicos sustituidos, sólo aquellos compuestos con grupos hidroxilos en posición orto

fueron efectivos en la ionización de péptidos, pero a diferencia de los ácidos bcnzoicos, las

acetofenonas resultaron más eficientes en la producción de iones negativos. El compuesto más

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 utilización de cationes, generalmente de metales alcalinos, como aditivos para las

matrices es bastante común y ya fue introducido más arriba (inciso 1.1). Mohr, Bómsen y

Widmer's estudiaron la afinidad relativa de distintos iones 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

más eficiente para la formación de iones, no es capaz de ionizar hidratos de carbono

pequeños". Los metales di- y trivalentes también son capaces de producir ionización, pero

solamente se forman iones moleculares monocargados”.
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Por otra parte, el empleo de aniones como dopantes es muy poco común. Wong e! al.23

informaron el agregado de ácido sulfúrico a harmano; 2,5-DHAP; 2,4,6-trihidroxiacetofenona

(THAP, 16) y 3-aminoquinolina. Las señales más intensas se registraron para harmano,

observándose dos productos: (i) a una concentración de sulfato de l x lO"3 M los

oligosacáridos formaron un aducto [M+HSO4]', mientras que (ii) a concentraciones mayores

de sulfato, l x 10'2 M, hubo reacción para dar el derivado [M+llSO4-l-l20]'. 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. Sólo los

oligosacáridos neutros dieron aductos con sulfato, proporcionando un me'todo para detectar

simultáneamente hidratos de carbono neutros y ácidos en modo negativo. Los neutros daban

naturalmente iones [M-H]' y los ácidos daban [M+HSO4]'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 señales débiles o inexistentes para azúcares

neutros: 2-amin0-5-nitropiridina; ácido antranílico; ácido 3-hidroxipicolínico y su amida;

ácido ferúlico; ácido salicílico's; ácido 2,3-dihidroxibenzoico; ácido 2,4-dihidroxibenzoico y

ácido sinapínicoms.

2. MA'l'RlCES PARA HlDRATOS DF.CARBONO CON GRUPOS AClDOS LIBRES

Los hidratos de carbono acídicos, como los azúcares sialilados, en general dan espectros

MALDI pobres cuando se utilizan matrices como 2,5-DHB. Se obtienen iones positivos

[M+Na]' y negativos [M-H]', con la presencia de varios picos debido a la formación de sales

de sodio y potasio. La fragmentación de los azúcares sialilados o de algunos compuestos

sulfatados por pérdida de ácido siálico, C02 o sulfato también suele ser un problema. En

cambio, los ácidos urónicos parecen ser estables en las condiciones experimentales

habituales”. Oligosacáridos conteniendo hasta 12 residuos de ácido galacturónico dieron

señales intensas en modo positivo con 2,5-DllB como matriz”.

Algunas matrices adecuadas para carbohidratos sialilados ya fueron comentadas más

arriba. Papac, Wong y Jones3| encontraron que 6-aza-2-tiotimina (17), previamente informada

como matriz para gangliósidosn, dio un aumento significativo de la sensibilidad para

oligosacáridos ácidos con respecto a las matrices comunes, como 2,5-Dl'lB. Sin embargo, se

vieron fragmentaciones por pérdida de ácido fórmico y, a veces, de ácido siálico a partir del
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ion [M-H]' cuando se registraron espectros en modo lineal negativo. Cuando se operó en

modo reflectrón, apareció un incremento en la pérdida de ácido siálico y algo de C02.

OH

CH3 HN/ /\/\ /\/\/N NH:I HzN N \/\/
\ N H

HS N/
l7 l8

Otra matriz adecuada para el análisis de hidratos de carbono sialilados fue una mezcla de

THAP y citrato de amonio“. El citrato de amonio se agregó para impedir la formación de

sales a partir de la muestra. Las condiciones de preparación de la muestra fueron cruciales

para maximizar la sensibilidad y evitar fragmentaciones. Otras desventajas de esta matriz son

la formación de aduetos con citrato [M+l9l]', registrada en ocasiones”, y su ineficacia para

la ionización de hidratos de carbono sulfatados“.

Meehrcf y Novotny” utilizaron la base spermina (18) como co-matriz de 2,5-DI-lB para el

análisis de glicanos sialilados en modo negativo.

3. MATRICES PARA l-llDRA'l'OS DE CARBONO SULFATADOS

El estudio por EM MALDl resulta particularmente dificil en muchos polisacáridos

sulfatados, en parte debido a la labilidad de los grupos sulfato en ciertas posiciones. Si bien es

posible obtener señales con las matrices empleadas normalmente para los compuestos neutros,

los resultados pueden ser crráticos y varios laboratorios intentaron desarrollar métodos

alternativos. Así, Nonami, Fukui y Erra-Balsells34 demostraron que B-carbolinas como nor­

harmano (8) y harmano (9) producían iones negativos a partir de oligosacáridos de

carragenano lambda (PM 549, 712, 1570, 1733). Dai e! al.36 encontraron que el compuesto

básico 7-amino-4-metilcumarina (19) era una buena matriz para disacáridos monosulfatados.

Los iones moleculares también pudieron obtenerse con ácido 2-(p-hidroxifenilazo)benzoico

(HABA, 20) y ácido sinapínico (21), pero la presencia de iones provenientes de la matriz en la

región del ion molecular interfirieron con la detección. Se encontró que la eficiencia de la

ionización dependía de la naturaleza del analito. Por ejemplo, los tri- y tetrasacáridos

monosulfatados y aquellos que contenían ácido siálico 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,
coo“ H3C0

\ / COOHN= OH

HzN 0 0

l9 HJCO

Otra aproximación para la ionización de hidratos dc carbono sulfatados involucra la

formación de pares iónicos con bases. Los glicosaminoglicanos, altamente sulfatados y con

pesos moleculares entre 5 y 40 kDa, son dificiles de ionizar por MALDl y tienden a dar

fragmentaciones por pérdida de sulfato. Juhasz y Biemannn'” obtuvieron espectros

excelentes para fragmentos provenientes de heparina por neutralización de los grupos ácidos

por formación de complejos iónicos l:l con péptidos básicos o una proteína básica. Fue

posible obtener espectros de los complejos, para muestras homogéneas hasta 6 unidades

sacarídicas y 8 grupos sulfato, por ionización con láser UV e lR, correspondiendo los mejores

resultados a ácido sinapínico (21) como matriz y láser UV como fuente de excitación.

3.1. COMPUESTOS lNEFlCACES

Las siguientes matrices dieron resultados negativos para los hidratos de carbono

sulfatados: ácido antranílico, varias hidroxiacetofenonas, harmalol, carbazoles sustituidos y

ácido indolacrílico“.
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4.1.2. PREPARACIÓN DE MUESTRAS

La relación molar analito/matriz en la preparación de la muestra a analizar determina si el

espectro de masa será obtenido o no. El aumento excesivo de la proporción de matriz puede

producir la formación no deseada de cluslers de matriz, registrados en la región de masas

mayores, que pueden ser fuente de error en la determinación de distribuciones de peso

molecular.

Existen varios procedimientos para transferir la mezcla analito/matriz al portamuestras. El

procedimiento más antiguo es el denominado de la gota seca 0 dried-droplel“, según el cual

las soluciones de analito y de matriz se mezclan primero y aproximadamente 0,5-l ul de

mezcla se aplica sobre el pocillo del portamuestras, dejando secar al aire a temperatura

ambiente. La cristalización es relativamente lenta, aumentando el riesgo de segregación entre

la matriz y cl analito, o bien de fragmentación siguiendo alguna de las distribuciones posibles

para la muestra (pág. l 13). Más tarde se introdujo el método de cristalización rápida”, donde

el portamuestras se introduce en una cámara de vacío para promover la velocidad de

cristalización. Como resultado se obtienen cristales más pequeños, con menor segregación,

mejorando la rcproducibilidad, intensidad de la señal y resolución. Altemativamente, puede

emplearse una corriente de nitrógeno de alta pureza.

En el método de capa delgada (thin layer), se prepara una capa de matriz que se deja

cristalizar, para luego añadir una solución de muestra y evaporar el solvente (con disolución

parcial de la matriz), sobre este depósito se coloca finalmente más solución de matriz y se

seca el sistema. Esta manera de preparación de muestra tiene la ventaja de requerir menor

cantidad de analito.
40 . . . . , . .l. intentaron realizar un estudio Sistematico de la estructura de los cristales deNonami e! a

la matriz en Ia muestra y su correlación con el análisis por MALDI. Encontraron que ciertas

matrices presentaban el mismo comportamiento cristalino con muestras de proteínas y de

ciclodextrinas, pero no se registraron señales para las muestras proteicas y sí hubo buenas

señales para las ciclodextrinas trabajando en modo lineal positivo. Por lo tanto, una

cristalización similar para una matriz dada no sería suficiente para esperar un comportamiento

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 producía mayor

número de sweet spots (regiones de muestra que producen buenos espectros), de mayor

tamaño y distribuidos homogéneamente en la superficie de la muestra, en comparación con el
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método de la gota seca. En estas condiciones se obtenían señales más intensas y picos más

agudos, tanto en modo positivo como negativo.

4.1.3. FRAGMENTACIÓN

La espectromctría de masa MALDI se caracteriza por la suavidad del método de

ionización, por lo que generalmente no se observan fragmentaciones pronunciadas en los

experimentos. Sin embargo, bajo condiciones experimentales e instrumentales específicas, es

posible registrar fragmentos en EM MALDI-TOF. Con potencias de láser elevadas puede

ocurrir fragmentación en la región de la cámara de ioni'zación, a la que suele denominarse

prompl fragmenlalion. Adicionalmente, en fuentes de ionización con extracción retrasada

(delayed extraction) de iones puede ocurrir fragmentación rápida de iones metaestables

durante el tiempo de espera antes de la extracción, en una escala de tiempo del orden de |00­

1200 ns, que se denomina decaimiento en la fuente (ISI), in-sourcc decay). El aumento de la

fragmentación ISD con la energía del láser a un tiempo de espera fijo es causado por un

mayor número de colisiones en la pluma en expansión, llevando a una activación colisional

mayor en la fuente de ionización. Las fragmentaciones prompl e lSl) producen fragmentos

iónicos que se detectan tanto en modo de detección lineal como rellectrón. lïn contraste, la

fragmentación metaestable en la región libre de campo, llamada “decaimiento posterior a la

fuente” (PSD, post-source decay), ocurre en una escala de tiempo de «lO us y produce

fragmentos iónicos que sólo se detectan con el detector operando en modo rellectrón.

Los fragmentos prompl, ISI) y PSD suelen observarse en un mismo espectro en

instrumentos TOF con delayed extraction operando en modo reflectrón. Los iones originados

por lSD aparecen como picos finamente enfocados, acompañados por otras señales más

anchas y difusas, a masas aparentes mayores, generadas por los iones PSD desenfocados. La

relación de intensidades entre ambos tipos de señales varía con el tiempo de espera, con el

pico PSD disminuyendo en intensidad a medida que aumenta cl tiempo de espera. Harvey el

al.4| encontraron una ecuación que correlaciona las masas de los iones padre, fragmento y

metaestable, de modo que permite calcular la de uno de los tres conociendo la masa de

los otros dos. l.a apariencia de estos conjuntos de iones en un espectro es de valor diagnóstico

en el espectro de un carbohidrato porque la diferencia de masa entre ellos y su abundancia

relativa reflejan el tipo de fragmentación involucrada. La perdida de grupos acídicos, ácido

siálico y sulfato, producen iones metaestables particularmente abundantes.
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Es posible obtener un espectro PSD EM/EM, para determinar la “secuencia genética” de

formación de iones, si se cuenta con un selector adecuado de iones precursores en la región

libre de campo del camino lineal y con la posibilidad de hacer un barrido de voltaje en la

región del reflectrón. A pesar de la baja energia interna de los iones y la baja eficiencia de la

fragmentación, un experimento MALDI PSD puede ser muy útil para lograr una

fragmentación controlada en secuenciación de péptidos u oligosacáridos. Otro dispositivo

instrumental adicional que puede montarse en la zona libre de campo de un sistema MALDI­

TOF es una celda pulsada para colisión con gas, de esta manera se pueden lograr colisiones de

alta energía (dcl orden de keV) que dan fragmentos adicionales. Este proceso se conoce como

descomposición inducida por colisiones (CID, collision-induced decomposition).

En términos generales, los tipos de fragmentaciones observadas para los hidratos de

carbono bajo condiciones de ionización diferentes (FAB, ESI, MALDI) son similares y

dependen de factores tales como el tipo de ion formado ([M+H]+, [M+Na]+, etc ), la carga

neta, la energía depositada en el ion y el tiempo disponible para la fragmentación. En general,

los caminos de fragmentación pueden clasificarse en dos tipos: (i) rupturas a través del enlace

glicosídico, resultantes de la escisión de una unión entre dos monosacáridos, o bien (ii)

rupturas a través de un mismo ciclo monosacarídíco, que implican la escisión de dos uniones.

En general, la ruptura glicosídica proporciona información sobre secuencia y ramificaciones,

mientras que las fragmentaciones a trave's del ciclo revelan información sobre las posiciones

de unión”.

El tipo de ion padre producido a partir de la molécula de carbohidrato tiene un efecto

significativo en su fragmentación, aunque el espectro resultante parece ser relativamente

independiente de la manera en que fue formado dicho ion padre. Ngoka, Gal y Lebrilla‘12y

Cancilla er al. 2°encontraron que las especies protonadas descomponen más fácilmente que las

especies asociadas a metales, el orden de descomposición vinculado a estas especies es Li+ >

Na+ > K+ > Cs+. El carácter exotérmico de la unión al catión también sigue este orden,

sugiriendo que los iones litiados y protonados se forman con energía en exceso que promueve

su fragmentación. Más aún, se encontró que los hidratos de carbono lineales tienden a

fragmentarse más que los ramificados. Este hecho fue atribuido a la coordinación del catión

con el azúcar; los cationes más voluminosos, como el cesio, no inducen ionización en las

moléculas más pequeñas.

La fragmentación PSD dependiente de la matriz puede disminuir la resolución y la

precisión de la determinación de la relación m/z en el análisis de glicoproteínas, debido a un

aumento en la distribución de velocidades de los iones. Estas fragmentaciones serían
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producidas por colisiones bimoleculares en la pluma de la matriz, con transferencia de un

protón de la matriz al analito". La matriz que produce fragmentaciones más intensas es 4­

HCCA, que es a su vez el ácido más fuerte en fase gaseosa entre las matrices más comunes;

este hecho es consistente con la teoría propuesta anteriormente. En general, las matrices con

menores afinidades protónicas, como 4-HCCA, son las más efectivas en el proceso de

ionízación y también producen fragmentaciones intensas”.

Muchos de los caminos de fragmentación presentados por los hidratos de carbono, en

especial la formación de iones que contienen al extremo terminal reductor de la molécula,

producen especies que coexisten con los iones moleculares. Por lo tanto, si cstos iones son el

resultado de fragmentaciones en la fuente de ionización, serán enfocados junto con los iones

moleculares de los carbohidratos intactos y resultarán indistinguibles unos de otros. Esto

representa un problema significativo para el análisis de mezclas, donde es importante asegurar

que el espectro sea representativo del perfil original de los carbohidratos componentes. Los

fragmentos iónicos formados por reacciones PSD no ocasionan problemas en espectros

registrados en modo lineal, pero pueden llevar a resultados erróneos cuando se emplea el

modo reflectrón.

4.1.4. ANÁLISIS POR EM UV-MALDl-TOF DE CARBOHIDRATOS

En esta sección se presentan algunos ejemplos del análisis de hidratos de carbono por EM

UV-MALDl-TOF, relevantes para el estudio de los polisaeáridos de Not/wgeniafirstigiata.

l. CARBOHIDRATOSNEUTROS

Los polisacáridos de alto peso molecular suelen ser demasiado grandes como para poder

hacer un análisis directo por espectrometría de masa y usualmente son degradados a

moléculas más pequeñas por tratamientos químicos o enzimáticos antes de su análisis.

l.l. FRUCI‘ANOS

Las inulinas, que junto con el almidón constituyen los polisacaridos de reserva de las

plantas superiores, son un tipo especial de fructanos con enlaces [HZ-H). Los fructanos de

Dahlia variabilis, consistentes fundamentalmente en inulina, ñieron estudiados por MALDIl7

empleando 3-aminoquinolina como matriz en un equipo TOF operando en modo reflectrón. Si

bien se encontraron picos correspondientes a unos 50 compuestos, con masas hasta 10000 Da,

sólo pudieron resolverse adecuadamente aquellos hasta 7000 Da. Los fructanos de Allium
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cepa L. (cebolla) son más variables en estructura pero de menor peso molecular. Cuando

fueron analizados por MALDI con 2,5-DHB, los iones principales correspondían a [M+l(]+

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

1.2. PECTINAS

Las peetinas son polisacáridos de alto peso molecular pertenecientes a las paredes celulares

de las plantas superiores. Están compuestas por cadenas parcialmente esterificadas (como

metilésteres) de ácido galacturónieo (regiones suaves) separadas por cadenas con L-ramnosa

ramificadas (regiones “con pelos”). Kómer el al.44 utilizaron una digestión parcial con

peetina-liasa para reducir los pesos moleculares, de modo de poder ser examinados por

espectrometría 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 polimerización hasta 45 (8000 Da).

1.3. XlLANOS

Los xiloglucanos son polisacáridos hemicelulósicos presentes en las paredes celulares de la

mayoría de las plantas superiores y en algas. Están vinculados estructuralmente a la celulosa,

pero poseen ramificaciones adicionales en la posición 6 de los residuos de glucosa. York el

al.“ estudiaron la ubicación de las ramificaciones en plantas solanáceas usando una

combinación de cromatografía, EM MALDl y FAB y espectroseopía RMN. Los polisacáridos

fueron degradados con una endo-B-(l—>4)-D-glucanasaa oligosacáridos con masas cercanas a

1000 Da. Rydlund y Dalman46 estudiaron la composición de la pulpa de árboles 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 MALDl. De manera

similar fueron tratados los xiloglucanos de Acer pseudoplatanus en fragmentos que contenían

17-20 residuos glicosídicos, cuyo análisis se llevó a cabo por MALDI, FAB y RMN (a partir

de los productos reducidos previamente con borohidruro de sodio) y reveló que las cadenas

laterales contenían xilosa, galactosa y fiicosa. La unidad repetitiva heptasacarídica de los

xiloglicanos de las semillas de tamarindo fue estudiada por PSD, luego de un tratamiento con

galactosidasa y glucosidasa". Este glicano poseía cuatro unidades de glucosa con uniones [3­

(l—>4),tres de los cuales tenían xilosa enlazada en la posición 6. Los fragmentos observados
, . . . . . . . . 43.49

provenían preferencralmente de perdidas de resrduos unidos por la posmon 6 .
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1.4. GLUCANOS

Stahl el al.lo utili7aron EM UV-MALDl-TOF como herramienta para determinar masas

moleculares y su distribución en muestras complejas de maltodextrinas —glucanos con

enlaces a-(l—+4)- con pesos moleculares entre 500 y 3500 Da y dextranos —glucanos

con enlaces a-(l—)6)— de peso molecular hasta 7000 Da. Para cada glucano se obtuvieron

señales correspondientes a iones [M+Na]+ y [M+K]l, sin que se apreciaran iones moleculares

protonados ni fragmentaciones de ningún tipo. En el rango de masas analizado no se registró

discriminación de iones dependiente de la masa.

Garozzo e! ¿11.50analizaron muestras comerciales de dextranos extendiendo el rango de

pesos moleculares. El espectro de masa UV-MALDl-TOF del dextrano de peso molecular

12000 no reflejó la distribución obtenida por métodos cromatográficos tradicionales. Si bien

detectaron una serie de picos separados por 162 uma, con buena resolución hasta algo mas de

l0000 Da, la intensidad de las señales en función de m/z no coincidía con la distribución

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 matrizzanalito y en la potencia del láser. Las muestras permetiladas

dieron resultados similares. Se supuso entonces que existía una desorción y ionización

preferencial de los componentes más livianos en el proceso UV-MALDl, que suprimía la

desorción/ionización de las moléculas mayores. Esta hipótesis fue verificada por

fraccionamiento por cromatografía de exclusión por tamaño (SEC, size exclusion

chromatography) y análisis por EM UV-MALDI de las fracciones aisladas. De esta manera, a

panir del dextrano 50000 detectaron picos a m/z 34000, 42000 y 50000 para tres de las

fracciones, junto con señales menores correspondientes a iones moleculares doblemente

cargados y a dímeros con carga simple. Los autores concluyeron que era posible obtener

espectros de masa UV-MALDI-TOF de polisacáridos con peso molecular promedio

numérico, Mn, hasta 100000 Da para muestras monodispersas con índice de polidispersión —

cociente entre peso molecular promedio en masa (MW)y Mn—menor que l,l.

Recientemente Broberg et al.5| estudiaron la distribución de longitudes de cadena de

amilopectinas (componente principal del almidón) de trigo y de papa. Los perfiles

determinados por UV-MALDl-TOF y cromatografia de intercambio aniónico con detección

amperométrica de pulsos (HPAEC-PAD, high-performance anion-exchange chromatography

with pulsed amperometric detection) fueron similares: se detectaron cadenas con grado de

polimerización de 6 a 6], con máximos en 12-16. Los espectros de masa UV-MALDI-TOF
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presentaron resultados rcproduciblcs en base a las áreas relativas de cada pico medidas en

forma directa. En cambio, los datos de HPAEC-PAD requirieron la aplicación de correciones

(determinadas previamente) debido a la respuesta del detector, ya que esta respuesta

disminuye con la longitud de las cadenas poliméricas. Este hecho constituye una ventaja para

extender la aplicación de la técnica MALDI a otros polisacáridos cuyos factores de respuesta

para HPAEC-PAD sean desconocidos.

2. CARBOHIDRA'IOS DE ALGAS

2.1. XILANOS

Yamagaki et (¡1.52demostraron que los xilanos del alga marina Caulerpa brachypus están

formados por un polisacárido lineal con más de 25 residuos de xilosa con enlaces B-(l—)3).

Estos compuestos fueron extraídos del alga con agua caliente, sometidos a hidrólisis parcial

en medio ácido y fraccionados por SEC antes de ser examinados por EM MALDI con super­

DHB. La fracción correspondiente a los compuestos de mayor peso molecular contenía

oligosaeáridos con DP ¡3-25. con máximo en 15-17.

2.2. CARRAGENANOS

Nonami, Fukui y Erra-Balsells"1 llevaron a cabo un análisis de oligosaeáridos derivados de

carragenano lambda, de pesos moleculares conocidos (549, 712, 1570, 1733 Da), utilizando

matrices clásicas y fl-carbolinas. Dentro de las matrices clásicas, los mejores resultados se

obtuvieron con 2,5-DllB y 6-aza-2-tiotimina; todas las ,B-carbolinasensayadas (compuestos

8-13) dieron buenos espectros. En todos los casos, los oligosaeáridos sulfatados se detectaron

como aniones [M-H]' en modo negativo, lo cual sugirió que la presencia de grupos sulfato

podía cstabilimr la forma aniónica.

Muy recientemente, lïukuyama et al.53 estudiaron por UV-MALDl-TOF siete

oligosaeáridos de neocarrabiosa, de 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 observaron abundantes iones provenientes de clusters de matriz, tanto en modo

positivo como negativo, que interfirieron con la detección del ion molecular del compuesto de

peso molecular 1345 Da (neocarrahexaosa tetrasulfato). Esta matriz fue especialmente

adecuada en modo positivo de detección, 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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detección negativo, todos los oligosacáridos dieron solamente el ion molecular [M-Na]', a

excepción del compuesto de peso molecular 2468 Da (neocarradodecaosa hexasulfato) que

presentó un ion muy intenso correspondiente a la pérdida de un grupo sulfato. Por otra parte,

se observó una baja eficiencia de desorción/ionización con nor-harmano en modo positivo;

mientras que en modo negativo se registraron buenos espectros pero con numerosas señales

correspondientes a desulfatación, originadas por fragmentación prompl. Además pudieron

correlacionar los fragmentos PSD con la secuencia de monosacáridos componentes.

2.3. B-GLUCANOS

Los laminaranos son B-glucanos encontrados en algas pardas, consistentes en residuos de

B-D-glucopiranosa enlazados por la posición 3, con algunos enlaces l—>6, y con

ramificaciones sobre la posición 6 de la cadena central. La mayoría de los laminaranos

contienen cadenas de dos tipos: cadenas G conteniendo sólo unidades de glucosa, y cadenas

M que terminan con un residuo de D-manitol. Las variaciones estructurales de estos

polisacáridos surgen de distintas relaciones MzG, de proporciones variables de uniones l—>3y

1-)6, del grado de ramificación y del grado de polimeri7ación (hasta 50 unidades
I ° \ ‘ 4

monomericas, generalmente el DP es cercano a 25). Chizov el al.S compararon los resultados

de EM FAB y MALDI para el análisis de laminaranos extraídos de diversas algas.

Concluyeron que la espectrometría MALDl presenta ventajas ya que no se observó el mismo

grado de pérdida de señal para masas superiores que apareció en l’AB. Estudiaron los

laminaranos de ocho especies y mostraron que poseían perfiles diferentes, en particular en la

distribución de pesos moleculares de los oligómeros mas abundantes. Los espectros de los

laminaranos nativos generalmente dieron iones desde m/z 800 hasta 6000, correspondientes a

grados de polimerización entre 5 y 40, con señales intensas correspondientes a [M+Na]+

acompañadas de señales menores atribuidas a [M+K]+. Los autores no hicieron comentarios

sobre discriminación de iones dependiente de la masa en las condiciones experimentales

utilizadas. Aplicaron la permetilación de los polisacáridos para aumentar la diferencia de 2 Da

entre las cadenas G y M a 16 Da.
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4.2. ANÁLISIS POR EM UV-MALDl-TOF DE LOS XILOMANANOS SULFATADOS

Y LOS XILANOS DE NOTIIOGENIA FASTIGIA TA

La utilidad de la técnica de EM MALDI para determinar las distribuciones de pesos

moleculares fue demostrada recientemente para laminaranos”, fructanos's, dextranos6 y

maltodcxtrinas. operando en modo positivo. En este modo iónico, los polisacáridos que

contienen ácido siálico generalmente dieron iones [M+Na]+ ó [M+K]+ correspondientes al

ácido libre y también aductos con sodio o potasio de las sales de sodio o potasio del ácido

siálico”, dando señales mucho más débiles que los azúcares neutros. La permetilación de

estos compuestos simplilicó el esquema a iones [M+Na]+ solamente.

Al comenzar esta etapa del trabajo de investigación solamente se habían encontrado tres

antecedentes bibliográficos de aplicación de EM MALDI a hidratos de carbono sulfatados:

oligosacáridos sulfatados derivados de heparina”, de oligosacáridos derivados de carragenano

lambda34y oligosacáridos monosulfatados”, todos ellos con pesos moleculares inferiores a

2000. Estos compuestos fueron detectados en modo negativo y se sugirió que la presencia de

grupos sulfato en la molécula estabilizaba la forma aniónica”. En el año 2002 apareció

publicado un estudio de oligosacáridos derivados de carragenano kappa53donde se mantiene

esta hipótesis.

El análisis de los pesos moleculares de las fracciones aisladas de N.fastigiata fue motivado

por:

l- el interés dc comparar los resultados de EM UV-MALDl-TOF con los pesos

moleculares promedio numérico determinados por un método químico (cuantificación

de extremos terminales reductores“), en el caso de los xilomananos sulfatados, y por

espectroscopia RMN IH, en el caso de los xilanos tipo “uniones mixtas”;

2- la ausencia de experimentos realizados sobre polisacáridos sulfatados de peso

molecular tan elevado.

No fue posible la comparación de los resultados con determinaciones de pesos moleculares

por métodos cromatográficos, como cromatografia de exclusión por geles (SEC) por no

disponer de un equipo adecuado con detector por dispersión de luz (light scattering), o bien de

polisacáridos sulfatados similares estructuralmente y de peso molecular conocido, que

pudieran ser utili7ados como agentes calibrantes.

Los polisacáridos de N.fastigiata fueron analizados por UV-MALDI-TOF en colaboración

con la Dra. Rosa Erra-Balsells, del Departamento de Química Orgánica, Facultad de Ciencias
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Exactas y Naturales, UBA, y el Dr. I'liroshi Nonami, Plant Biophysics / Biochemistry

Research Laboratory, College of Agriculture, Ehime University, Japón.

Los xilomananos sulfatados se analizaron en un espectrómetro de masa Shimadzu Kratos,

Kompact MALDl lIl. Se diseñaron experimentos empleando diferentes matrices: ácido

sinapínico (2]); 4-HCCA (6); 2,5-DI-lB (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 según tres métodos. Los espectros se

registraron en modos lineal y reflectrón, tanto positivo como negativo, sobre un promedio de

50 disparos de láser. También se analizaron las muestras preparadas justo antes de introducir

al espectrómetro, a fin de ver la influencia de los polisacáridos sulfatados sobre la

cristalización de la matriz.

Los xilanos neutros tipo “uniones mixtas” —Xl, X2, X3 y X1;pertenecientes a las muestras

analizadas por espectroscopía RMN” (sección l.4.l)— fueron analizados en dos equipos con

analizador TOF: (i) Shimadzu Kratos, Kompact MALDI 4, y (ii) Applied Biosystems

Voyager DIE-STR, ambos equipados con láser pulsado de nitrógeno Ot=337 nm). En todos los

casos, los espectros se registraron en modo lineal y reflectrón, tanto en modo iónico positivo

como negativo, con un promedio de 100 disparos de láser. Se emplearon como matrices nor­

harmano y 2,5-DHB, y dos métodos distintos de preparación de muestras.

4.2.1. XILOMANANOS SULFATADOS

La evaluación de los espectros registrados se hizo en términos de: (i) intensidad de la

señal de analito, en valor absoluto y teniendo en cuenta la relación señal/ruido; (ii) ausencia

de señales interferentes originadas por la matriz y (iii) ausencia de fragmentaciones a partir

del ion molecular. De todos compuestos ensayados, solamente las mezclas 2,5-DllB-HlQ y

2,5-DHB-n0r-harmano funcionaron como matrices adecuadas. lïn particular, se obtuvo

mayor número de espectros, y por lo tanto mayor representatividad estadística sobre la

composición de la muestra, cuando se empleó la mezcla 2,5-Dl-lB-lllQ, por lo que sólo se

presentan estos resultados. Aunque se hicieron experimentos en modo lineal y reflectrón, con

detección de iones tanto negativos como positivos, las muestras sólo fueron detectadas en

modo lineal positivo.

En la Tabla 4.2 se indican las intensidades normalizadas (alturas de las señales, 1,.) de

todos los picos observados en los espectros registrados para cada fracción usando 2,5-Dl-lB­
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HIQ como matriz. Además se incluyen las intensidades corregidas (lc) considerando la

contribución en masa de cada fracción a la “muestra total”. Se definió como muestra total a la

masa total de las fracciones sulfatadas precipitadas con cetrimida (F2-F6). Dichas

intensidades se calcularon mediante las siguientes ecuaciones:

[RIP/I,
1,.=In><X

_ mir.er.
donde: In, intensidad normalizada de la señal;

Ip, intensidad de la señal (en mV);

1,, intensidad total del espectro (en mV);

lc, intensidad corregida;

X, contribución en masa de la fracción a la muestra total;

m F, , masa de F¡' recuperada luego de tratar a F¡ con solución de NaCl;

sz', sumatoriasobre i (2-6) de las masas de las fraccionesF, aisladas inicialmente.

En el caso de F3, que no fue redisuelta en solución de cloruro de sodio, m F corresponde a

m F‘ , la masa de F3 recuperada.

Los espectros individuales registrados no dieron una distribución unimodal de pesos

moleculares, como era de esperar para una muestra de polisacáridos de origen vegetal,

posiblemente debido a la escasa intensidad de las señales. Los picos en general mostraron un

máximo pronunciado, rodeado por señales satélite de menor intensidad que sugerían una

envolvente asimétrica. Si bien los picos aparecieron al azar, cada fracción dio siempre el

mismo conjunto de señales. Este esquema es consistente con la obtención de intensidades de

señales que no son representativas de su concentración en la muestra, y estaría relacionado

con procesos erráticos de desorción/ionizaeión. Dicho en otras palabras, cada uno de los

espectros sería el resultado de una discriminación de masas moleculares, pero no de carácter

sistemático sino al azar. A fin de ilustrar este punto, en la Fig. 4.3 se muestran dos espectros

típicos de F4' realizados en condiciones experimentales idénticas.
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Fig. 4.3. Espectros de masa UV-MALDl-TOF típicamente obtenidos para F4', registrados en

idénticas condiciones experimentales (matriz 2,5-DHB-HIQ, l 337 nm)



UV-MALDl-TOF

Tabla 4.2. lntensidades normalizadas y valores corregidos de m/z para las señales registradas en los

espectros UV-MALDl-TOF de las fracciones de N.favligiata

Pico m/z Fracción In lc Pico m/z Fracción ln lc

¡ 45270 3 0,0229 0,776 30 ¡2275 2' 0,0587 0,740

2 45000 3 0,0200 0,678 3l ¡2 ¡37 2' 0,0784 0,988

3 44930 3 0,022] 0,749 32 ¡ ¡633 2' 0,03 ¡2 0,393

4 44200 3 0,0024 0,08l 33 l I568 2' 0,0263 0,33l

5 42000 3 0,0057 0, ¡93 34 l ¡082 2' 0,0¡ 33 0, ¡68

6 4¡70l 3 0,0¡67 0,566 35 ¡0373 6' 0,0376 0,699

7 40400 3 0,0048 0, ¡63 36 9997 3 0,0 I30 0,44 ¡

8 33607 6' 0,0345 0,642 37 9989 4' 0,0870 ¡,4l 8

9 3 ¡270 3 0,0048 0,163 38 9405 2' 0,0 ¡89 0,238

¡0 30790 3 0,0¡64 0,556 39 9302 2' 0,0526 0,663

l ¡ 30750 3 0,07¡4 2,420 40 9250 2' 0,0072 0,907

¡2 29000 6' 0,0179 0,333 4¡ 849] 2' 0,0667 0,844

¡3 25400 3 0,0067 0,227 42 809l 2' 0,005] 0,064

I4 22270 3 0,0023 0,078 43 6602 5' 0,0 ¡85 0,344

¡5 20797 3 0,0] 88 0,637 44 6 ¡90 2' 0,0l 27 0, l60

¡6 20323 4' 0,0l 85 0,302 45 60 ¡6 5' 0,0 I6¡ 0,299

I7 20300 6' 0,0¡ 79 0,333 46 5982 5' 0,0 l79 0,333

¡8 ¡9720 4' 0,085] ¡,387 47 5710 5' 0,0¡ 79 0,333

¡9 ¡9300 2' 0,0048 0,060 48 5600 5' 0,0 ¡45 0,270

20 ¡9237 3 0,0I 96 0,664 49 5500 2' 0,03 ¡3 0,394

2 ¡ ¡7500 2' 0,0080 0, ¡0¡ 50 5260 3 0,0087 0,295

22 ¡7000 3 0,0 l64 0,556 5| 5238 2' 0,0652 0,82 ¡

23 ¡6245 2' 0,0555 0,699 52 4850 5' 0,0¡45 0,270

24 ¡4330 6' 0,0392 0,729 53 4000 2' 0,0070 0,088

25 ¡3673 2' 0,0070 0,088 54 3533 2' 0,0 ¡4| 0, ¡78

26 ¡3600 3 0,0 l03 0,349 55 3300 2' 0,0 l0| 0, ¡27

27 ¡3326 3 0,0l 56 0,529 56 2556 6' 0,0329 0,6l l

28 ¡3 l 80 3 0,0049 0, l66 57 2439 2' 0,0l 75 0,22]

29 ¡2439 2' 0,0266 0,335 58 2| ¡3 2' 0,0093 0,¡ ¡6

Teniendo en cuenta que no se conoce la composición exacta de la molécula o conjunto de

moléculas que dieron origen al valor de m/z más intenso de cada pico, no es posible estimar la

exactitud ni la precisión del método, ni tampoco establecer la naturalem del catión que le dio

origen ([M+H]*, [M+Na]+, [M+Mg]+, [M+Ca]+, etc.). Por lo tanto, los valores registrados sólo

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

para cada una de las fracciones de xilomananos sulfatados según:

ZM ,1m
M"='——El".

donde: I,.¡, intensidad nomializada del pico i (conjunto de espectros registrados para una

fracción dada);

M,-,valor de m/z correspondiente al pico i.

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

TOF y cuantificación de grupos reductores de las fracciones de N.firstigiala

Fracción M"

UV-MALDl-TOlTa Extremos

reductores"

2' 9808 ¡2000

3 29234 39 l00

4' I S337 2 I900

5' 5833 6400

6' l7099 30000

l’Calculado a partir de los valores de m/z y las intensidades normalizadas

correspondientes.

bCalculado por determinación de extremos terminales reductores.

Las mayores coincidencias entre ambos métodos para determinar el peso molecular se dan

en las fracciones F2' y FS'.

En la Fig. 4.4 se reconstruye un espectro total de F2' mediante los 23 picos hallados en

todos los espectros registrados para esta fracción (Tabla 4.2). El espectro reconstruido sugiere

una función unimodal de distribución de pesos moleculares para FZ'. La distorsión de la

envolvente es consistente: (i) con su formación a partir de señales que no reflejan fielmente su

concentración en la muestra —error,al azar, de la técnica- , (ii) con el hecho de que la muestra

es sólo una pequeña parte de F2'—error inherente a la reconstrucción de un todo a partir de

cada uno de sus componentes- y (iii) con la composición intrínseca de la muestra —un

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

que fuera representativo estadísticamente.

Fig. 4.4. Espectro reconstruido de F2'

me

' l l
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Considerando que las fracciones de xilomananos fueron obtenidas por un fraccionamiento

con límites arbitrarios, no es correcto considerarlas como xilomananos sulfatados diferentes

sino como integrantes de una familia o un sistema de estos polisacáridos. Sobre esta base se

reconstruyó un espectro para el total de las fracciones a partir de las intensidades

normalizadas y sus m/z de los 58 picos que aparecieron en los espectros registrados,

considerando además la contribución en masa de cada fracción al sistema total de

xilomananos (Tabla 4.2, Fig. 4.5). Nuevamente, el espectro reconstruido insinuó un perfil

estadístico de distribución de pesos moleculares, aunque con mayor representación 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 WidmerIS informaron que el cloruro de cesio inducía un aumento en la

formación de cationes a partir de carbohidratos. En los experimentos realizados en el presente

estudio no se apreciaron efectos importantes causados por la adición de esta sal como dopante

de la matriz.

Los cristales de los sólidos listos para analizar fiieron inspeccionados con un microscopio

con una magníficación de 400 x y se registraron imágenes digitales con un microscopio de

alta resolución digital con magnificación de 150 x. Las imágenes (Figs. 4.6-4.9) muestran

que:

l- Cuando se deposita sólo 2,5-DHB, se observan grandes cristales blancos con

cristalización preferencial desde los bordes del depósito (Fig. 4.6.a).

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

más pequeños distribuidos en la zona central (Figs. 4.6.b y 4.6.c).
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3- Se observa cristalización preferencial de 2,5-DHB a partir de los bordes del depósito

de polisacárido y aparecen cristales blancos pequeños (Fig. 4.5.a).

4- Después de cargar la matriz en el portamuestras, el harmano se apreció como una

emulsión blanca que luego pasó a ser transparente, dando cristales bastante uniformes

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

.A . . ¿t hi"-

Fig. 4.7. Imágenes de sistemas analito-matriz: (a) Fracción F4’—2,5-DHBy

(b) Fracción F4 '-harmano. Magnificación 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 depósito al comparar con el sistema

constituido por la matriz dopada y el polisacárido, 2,5-DHB-HIQ-polisacárido y 2,5-DHB—

harmano-polisacárido (Fig 4.9).

Fig. 4.8. Imágenes de matrices dopadas: (a) 2,5-DHB-HIQ y

(b) 2,5-DHB-harmano. Magnificación 150 x. Método C.

A _ _7_ u ha ‘ Á' '4 ’ ‘ \ ‘

Fig. 4.9. Imágenes de sistemas analito-matriz dopada: (a) Fracción F4 '—2,5-DHB—HIQy

(b) Fracción F4 '-2,5-DHB—harmano. Magnificación ISO x. Método C.

x. »
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En conclusión, la cristalización de 2,5-DllB mejoró no solamente por adición de la co­

matriz dopantc (HlQ, nor-harmano, harmano) sino también por el agregado del xilomanano.

4.2.2. XILANOS

La evaluación de los espectros registrados sc hizo cn términos de: (i) intensidad de la señal

de analito, en valor absoluto y teniendo en cuenta la relación señal/ruido; (ii) ausencia de

señales interferentes originadas por la matriz y (iii) ausencia de fragmentaciones a partir del

ion molecular. Los mejores resultados se obtuvieron en cl espectrómetro Kompact MALDl 4,

operando en modo lineal, con nor-harmano como matriz. Los resultados que se presentan a

continuación corresponden a una selección de los mejores espectros obtenidos para las

fracciones analizadas. Las señales correspondientes al modo reflectrón fueron muy poco

intensas, con señales de intensidad máxima menores a l mV, por lo que no se intentaron

experimentos PSD.

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

de ordenadas correspondiente a la intensidad normalizada (In), según:

In =I,,/I,

1, =ZIP

donde: 1,,,intensidad normalizada de la señal;

I,,, intensidad de la señal (en mV);

1,, intensidad total del espectro (en mV).
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La fracción X1 (Fig. 4.10) dio espectros intensos solamente al registrar en modo iónico

positivo. Cuando la relación analito/matriz fue de 1:4 (Fig. 4.lO.a) se observó una distribución

unimodal de picos consistentes con oligómeros de xilosa con un máximo 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 se encontraron señales a m/z

1554, ¡798, 2040, 2282, 2524, 2766, 3010 (separadas en 242-244 uma, marcados con * en la

figura) que derivarían de la matriz. Se registraron algunos espectros con relación

analito/matriz 1:8 donde estas señales eran las predominantes, sin que se apreciaran iones

originados por moléculas de carbohidratos (Fig. 4.] l). El espectro con relación analito/matriz

1:8 (Fig. 4.l0.b) también mostró una distribución unimodal de pesos moleculares originadas

por iones [M+Na]' con grados de polimerización que van desde 8, con un máximo en DP 17.

Además aparecen señales menores correspondientes a [M+H]+ y [M+K]+, indicadas con x y V

respectivamente en la l"ig. 4.lO.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 además las contribuciones de los iones

[M+H]+ y [M+K]+ (Tabla 4.4). Para obtener el peso molecular promedio partiendo de iones

[M+Na]+, [M+I'I]+ y [M+K]+ se hizo primero el cálculo del grado de polimeri7ación

promedio, a partir del cual se calculó el peso molecular (M = 132 DP + 18). El número así

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 analitozmatriz

(a) 1/4 y (b) 1/8
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Fig. 4.1]. Espectro registrado en modo lineal positivo, empleando relación Xl/matriz 1:8, donde se

observa el predominio de señales derivadas de la matriz
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En la Tabla 4.4 se indican además los pesos moleculares promedio en masa, MW,y los

índices de polidispersión, D, para cada experimento analizado:

ZMJ," 20121",
Mu“ :1" DPn_

ZMÏIM 2131931",

M”¿ML DP“:0me
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Tabla 4.4. Pesos moleculares promedio numérico obtenidos por EM UV-MALDl-TOF y por

espectroscopía RMN 'H de los xilanos de N.fasligiala

Fracción UV-MALDl-TOF RMN 'H

espectro" DFM," DP,,° M,d MW" D DP,,° M,,

x1 + (1:4) 17 21,0 2790 3005 1,07 22 2922

+(1;8) 17 2|,8 2890 3345 1,15

Suma’ 17 22,5 2989 3546 1,19

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

x3 + (1 :4) 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 iónico de detección, entre paréntesis: relación analito/matriz.

bGrado de polimerización correspondiente a la señal más intensa del espectro.

cCalculado a partir de los valores de DP y las intensidades normalizadas correspondientes,

considerando todos los iones.

dCalculado a partir de los valores de m/z y las intensidades normalizadas, considerando todos los

iones. Corresponden a valores de iones “desnudos”.

eRef. 57.

rDatos calculados a partir del espectro suma.

Los espectros registrados para X2 (figuras no incluidas) presentaron señales consistentes

con xilanos, pero no mostraron una distribución unimodal sino que todos los picos tuvieron

intensidades similares, con una relación señal/ruido muy baja. Por lo tanto no fue posible

calcular un peso molecular promedio confiable.

La fracción 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 relación

analito/matriz ¡:4 dio una distribución unimodal simétrica, con grados de polimerización

entre ll y 32, con máximo de intensidad para DP 22 (Fig. 4.12.3). Los iones de mayor

intensidad provenían de [M+Na]+, sólo se detectaron dos iones poco intensos que podrían ser

originados por [M+K]+ (DP 16; 31; marcados con V). Se detectaron además picos a m/z 1548;
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1730; 1867 y 2035 (* en la Fig. 4.]2.a), cuyo origen no pudo determinarse. Podrían derivar de

la matriz o de complejos analito-matriz, aunque parece raro que en las muestras con mayor

concentración de analito prevalezca la aparición de este tipo de interferencias. El peso

molecular promedio numérico que surge de considerar todos los cationes en este espectro es

2924 Da (DP 22) (Tabla 4.4). Cuando se utilizó una relación 1:8 la distribución, en el rango

DP 13-35, resultó algo asimétrica con un máximo localizado en DP 24 (Fig. 4.]2.b).

Nuevamente la mayoría de los iones correspondían a [M+Na]+ y sólo se detectaron iones

[M+H]+ y [M+Kjl aislados (indicados con x y V respectivamente). El peso molecular

promedio numérico calculado es 3035 Da (DP 22,9), considerando todos los cationes (Tabla

4.4).

El espectro de X3 en modo negativo con relación analito/matriz 1:4 mostró la distribución

unimodal más simétrica de la serie, consistente con xilanos de grados de polimerización 16­

40, con el máximo dc intensidad ubicado en DP 26 (Fig. 4.13.a). Los iones más intensos

derivan de [M-H]' y se observa una distribución paralela originada por [M+Na-2H]'

(designada con #), además se insinúa una correspondiente a [M+K-2H]' pero no llega a

resolverse completamente. El peso molecular promedio numérico calculado considerando

solamente [M-ll]' es de 3358 Da, prácticamente coincidente con el obtenido al tener en cuenta

además los aniones [M+Na-2H]', 3354 Da (DP 25,3), lo cual confirma que estos aniones

acompañan la distribución de los aniones principales [M-H]'. En cambio, al utilizar una

relación analito/matriz 1:8 el espectro resultó menos intenso en general, compuesto por iones

derivados de xilanos de grados de polimerimción 19-46 y con la señal más intensa en DP 29

(Fig. 4.13.b). Los iones más intensos corresponden a [M-H]'. Otros aniones como [M+Na—

2H]' y [M+K-2H]' aparecen mezclados con el ruido de fondo, aunque se pudieron distinguir

dos iones [M+K-2Il]' correspondientes a DP 35 y 46. El peso molecular promedio numérico

derivado es de 4048 Da (DP 30,7) (Tabla 4.4).

En todos los espectros se observó que la relación señal/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

(a) 1/4 y (b) 1/8
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Fig. 4.13. Espectros registrados para X3 en modo lineal negativo, empleando relaciones

analito:matriz (a) 1/4 y (b) 1/8
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Un análisis global de los espectros de X1 indica que el experimento con mayor proporción

de matriz dio mejores resultados en términos de relación señal/ruido, picos espúreos y

resolución de las señales. En la Fig. 4.14 se muestra un espectro “suma” de la fracción X1,

construido a partir de los espectros de la Fig. 4.10 corrigiendo las pequeñas diferencias en la

escala de m/z, para lo cual se hicieron coincidir los picos máximos de cada espectro

individual. El eje de ordenadas corresponde a la semisuma de las intensidades normalizadas.

Si bien el grado de polimerización promedio numérico obtenido para este espectro suma, DPn

22,5, es concordante el valor determinado por RMN lH (DP,, 22, Tabla 4.4), la asimetría de la

curva de distribución con una rama extendida hacia la región de m/z superiores es similar a las

registradas en experimentos donde se detectó discriminación de iones de masas mayores. Para

discernir si existe este fenómeno sería necesario subfraccionar los xilanos por SEC y analizar

nuevamente por UV-MALDI-TOF las subfracciones aisladas.

Fig. 4.14. Espectro “suma” de Xl

0,002

09....
17

0,0015

s 0,001 DP“
22,5

0,0005

l l , l
l 2

t ‘ y Y _ , I01 .. LALÁLALLLLLLllL
900 1400 1%0 2400 23:50 3400 3900 4400 4900 5400 53X) 6400 6m

La comparación de los espectros de X3 indica que los resultados obtenidos en modo iónico

positivo son similares. Si bien la relación analito/matriz 1/8 dio una distribución más regular

hasta DP 24 con mejor relación señal/ruido, a partir del máximo de la curva parece haber

discriminación de masas en detrimento de los iones más pesados. El espectro en modo
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negativo con relación X3/matriz 1:8 es el menos intenso de la serie y presenta una

distribución más irregular. Por lo tanto, las mejores condiciones experimentales parecen

haberse logrado en el espectro de la Fig. 4.13.a correspondiente a modo iónico negativo y

relación X3/matriz 1:4: el resultado es una curva de distribución unimodal y simétrica, con

resolución de iones [M-H]', [M+Na-2H]', [M+K—2H]'.

Fig. 4.15. Superposicíón de los espectros obtenidos para X3 en modo positivo y negativo
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Los espectros registrados para X3 tienen máximos 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 señales

más intensas en la región de masas menores, con respecto a los espectros de aniones. En la

Fig. 4.15 se muestra una superposición de los cuatro espectros correspondientes a la fracción

X3, registrados en modo positivo y negativo con relaciones analito/matriz 1:4 y 1:8. La

envolvente mantiene una distribución unimodal simétrica de pesos moleculares, con un

máximo en DP 24. Tomando como antecedente esta comparación, se construyó 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 máximos correspondientes a cada grado de polimerización

aunque fueran originados por iones distintos ([M-HÏ y [M+Na]+);
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ii) a cada señal se le asignó la masa correspondiente al oligosacárido que la originó: masa

corregida = DP x 132 + 18;

iii)se graficó la intensidad normalizada, de modo tal que la integral del área bajo el

espectro sea l, versus la masa corregida (Fig.4. 16).

Este espectro suma retiene la distribución simétrica de pesos moleculares, con máximo en

DP 24. Se obtuvo un DP" de 25,3 —equivalente a M,. 3352 Da- bastante cercano a la

estimación del peso molecular obtenida por RMN lH (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

características interesantes:

l- Abarean un rango amplio de valores de m/z (2113-45270 uma). El presente trabajo

constituye el primer antecedente bibliográfico sobre espectros de masa UV-MALDl­

TOF de polisacáridos sulfatados de pesos moleculares tan altos.

2- No muestran la distribución unimodal de pesos moleculares esperada para

polisacáridos de plantas'o‘l7‘54.

3- Están compuestos por pocos picos, y en algunos casos uno único. Además aparecen al

azar, sugiriendo la existencia de procesos de desorción/ionización erráticos y de baja

eficiencia”.

Las fracciones F2’ y FS’, de bajo peso molecular, presentan similitud entre el peso

molecular calculado por espectrometría de masa y el determinado por un método químico

(Tabla 4.3), por lo que la mayoría de los iones observados corresponderían a iones

moleculares. En las fracciones F3, F4’ y F6’ los pesos moleculares calculados a partir de los

espectros son menores que los encontrados por cuantificación de extremos terminales

reductores. La diferencia entre ambos valores es mayor a medida que aumenta el peso

molecular, indicando mayores dificultades en el paso de desorción/ionización y la

consecuente discriminación de masas, con defecto de iones de m/z mayoress’so. En EM

MALDI Ia desviación entre la distribución real y aparente de pesos moleculares se debe

fundamentalmente a la desorción y la ionimción preferenciales de las moléculas más

pequeñas de analito, en desmedro de las moléculas mayores“o , que en algunos casos impiden
. . . ., . - 50

tener un espectro representativo de la dlSll‘lbUClOflreal para muestras polidispersas . La

tendencia constante observada entre los valores de pesos moleculares calculados

químicamente y por espectrometría de masa implica que no se registraron iones

correspondientes a clusters monocargados —eon 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 fiJeron registrados en condiciones experimentales tales que las fragmentaciones

prompt fueran mínimas, tampoco se puede descartar absolutamente la observación de iones de

este origen.
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El análisis de un espectro total de F2’ (Fig. 4.4), construido por adición de los 23 picos

encontrados para esta fracción, revela una distribución unimodal velada, a pesar de la

intensidad dispar de las señales individuales. Además se reconstruyó 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 contribución en masa de cada fracción al sistema total y considerando a

cada una de las fracciones como una parte representativa de este sistema de polisacáridos. El

espectro total resultante sugiere una distribución unimodal de pesos moleculares, incluyendo

distorsiones en la envolvente provenientes de (i) el proceso aditivo de reconstrucción de un

todo a partir de sus componentes individuales; (ii) la naturaleza compleja del sistema,

formado por polisacáridos con alta tendencia a formar agregados; y (iii) las intensidades

normalizadas y corregidas (IC)de los picos no son representativas de la concentración de la

fracción que los origina en el sistema total de xilomananos. Trabajos publicados sobre

muestras de maltodextrinas y dextranos con pesos moleculares relativamente bajos (PM <

6000) no mostraron discriminación 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 polisacáridos estudiados, con pesos moleculares superiores y fuerte tendencia a

formar agregados. Dicha tendencia asociativa puede estar vinculada a características

estructurales de los xilomananos sulfatados, así como a la formación de complejos no

estequiométricos asociados a calcio (Cap. 3).

4.3.2. XlLANOS

Los espectros de Xl y X3 presentan las siguientes características relevantes:

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

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

3- Las señales principales aparecieron bien resueltas, 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, además pudieron identificarse iones minoritarios correspondientes a

[M+H]+, [M+K]+, [M+Na-2l-l]' y [M+K-2H]'.

El nor-harmano resultó una matriz apropiada para el estudio de estas muestras tanto en

modo iónico positivo como negativo. Si bien se detectaron en algunos casos señales
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originadas por la matriz, éstas fueron identificadas claramente como ajenas a la muestra y no

causaron inconvenientes en los cálculos.

La coincidencia entre los pesos moleculares promedio numérico determinados por UV­

MALDI-TOF y por espectroscopía RMN 'H indica que los iones detectados provienen de

iones moleculares, con ausencia de iones derivados dc clusters monocargados de analitos y de

iones policargados. Los espectros se efectuaron en condiciones experimentales de modo de

minimizar las fragmentaciones prompl por lo que no se detectaron iones que pudieran

atribuirse a este origen. Además, la concordancia entre ambos métodos indica que los

experimentos de espectromctria de masa dieron resultados que reflejan en forma confiable la

composición de estas muestras en relación a la distribución de pesos moleculares. El análisis

de las otras distribuciones relacionadas con los polisacáridos —enparticular de los enlaces en

la cadena y de bloques constituyentes del polisacárido- sólo puede efectuarse si existen

fragmentaciones de las moléculas.

Se han informado desviaciones dependientes de la masa en las distribuciones de peso

molecular de dextranos50 con peso molecular mayor que 12000 Da. Para obtener espectros de

masa UV-MALDl-TOF fieles a la concentración de los componentes a partir de polisacáridos

de alto peso molecular es necesario contar con muestras monodispersas, con índice de

polidispersión D menor que l,l. Los pesos moleculares promedio en masa para Xl y X3,

determinados sobre los espectros suma de las Figs. 4.14 y 4.16, son 3546 y 3548

respectivamente (Tabla 4.4). Por lo tanto los coeficientes de polidispersión para estas

fracciones son de 1,2 y l,l y cumplen entonces con la condición propuesta por Garozzo el

al. 5o, además de tratarse de compuestos de peso molecular relativamente bajo.

La fracción X2 y el xilano total XT (no se muestran los datos) no dieron buenos espectros

UV-MALDl-TOF. En particular X2 es la fracción intermedia, con el mayor peso molecular

estimado dentro de la serie. Viendo los resultados de X1 y X3, sería de esperar que esta

fracción tuviera una amplia dispersión de pesos moleculares, provocando la aparición de

fenómenos de discriminación de iones dependiente de la masa. Un efecto de supresión de

analitoa (ASE) donde los iones más livianos inhibieran al menos parcialmente la ionización de

los más pesados —mayoritariosen este caso- resultaría en una disminución importante de las

intensidades de los iones originados por los oligosacáridos de mayor concentración en la

muestra. Por lo tanto. se obtendría una curva poco representativa de la distribución real de los

componentes de la muestra. En una situación como esta, XTtendría una dispersión aún mayor

de oligosacáridos componentes por lo que tampoco daría espectros que reflejen la
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composición real de la muestra. Para corroborar esta hipótesis habría que subfraccionar a X2

por SEC y analizar nuevamente por UV-MALDl-TOF las subfracciones aisladas.

La aplicación de EM UV-MALDl-TOF para la determinación de la distribución de pesos

moleculares de carbohidratos está todavía en desarrollo. lÉlenfoque general de los trabajos

publicados en el tema consiste en la comparación de estos resultados con otros obtenidos por

métodos convencionales, a fin de ajustar y optimizar las condiciones experimentales de la

técnica. Los experimentos realizados sobre los xilanos Xl y X3 y sobre los xilomananos

sulfatados de N. fimigiata demostraron que es interesante su aplicación a polisacáridos de

algas rojas, si se hace una elección adecuada de la matriz, de la preparación de la muestra,

incidencia del láser y demás variables experimentales.
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CAPÍTULO 5

ANÁLISIS ESTRUCTURAL DEL SISTEMA DE

GALACTANOS SULFATADOS DE

GEORGIELLA CONFLUENS

5.1. EXTRACCION, AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO

El alga roja Georgíella confluens (Reinsch) Kylinl fue

recolectada en el verano de 1993 en la Base Jubany

(Antártida). Existe un depósito de un ejemplar

representativo del material en el Museo Argentino de

Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia (N° 35806). El

alga contenía diatomeas epífitasa, identificadas como

Rhoicosphaenia marina, Odontella aurita y Entopyla

australisz, que fiieron removidas por tratamiento del

material seco con etanol 70% y luego por lavado rápido y

vigoroso en un tamiz fino, bajo agua corriente a presión.

La observación del alga al microscopio óptico determinó

que las diatomeas habían sido eliminadas.

El alga seca se extrajo entonces cinco veces con agua

a temperatura ambiente, dando lugar a los extractos El-ES. Luego de comparar su

composición en monosacáridos y contenido de sulfato se decidió juntar estos extractos, dando

lugar a PE con un 16,7% del material libre de diatomeas. Una porción de PE fue redisuelta en

agua para dar CP como producto soluble, con 71,9% de rendimiento. Se procedió a un

fraccionamiento de CP con solución acuosa de cetrimida, a fin de precipitar los polisacáridos

sulfatados. El precipitado se sometió a una solubilización fraccionada en soluciones de

cloruro de sodio de concentraciones crecientes (Esquema A.2). Así se obtuvieron siete

fracciones (Tabla 5.1) con un rendimiento total del 79,2% con respecto a la masa inicial de

CP.

a Algas marinas unicelulares que crecen sobre la superficie de la macroalga, utilizándola como sustrato pero sin
modificar la composición de su pared celular.



Tabla 5.1. Fraccionamiento de los polisacáridos de (1'.confluens

FraCCÍÓ" Concentración de redisolución Rend.a

M NaCl %

01h | l,0

GZ 0,5 60.8

G3 ¡,0 25.2

04 2.0 L8

(¡5 3,0 0,4

G6 4.0 0,3

G7c 4,0 0.5

aRendimientos expresados como porcentajes del total

recuperado (79,2% de CP).

bSoluble en solución acuosa de cetrimida.

"Insoluble en NaCl 4.0 M.

Tabla 5.2. Composición de las fracciones Gl-Gó aisladas a partir de CP

Fracción Sulfato Composición en monosacáridos

(% molar)

(% SOJNa) Xil 2-Mc Gal 6-Me Gal Gal AnGal 2-Me AnGal Man Glc

GI 5.5 4 I 6 34 - lO IS 28

GZ |5.0 l2 I l0 60 2 8 7

G3 21.3 l4 l 26 46 l 8 4

G4 n.d.a 8 7 |9 53 I 5 4 3

GS n.d. 29 9 2 42 17

06 n.d. 20 3 l3 3 3| 30

an.d.: no determinado.

Se decidió llevar a cabo el análisis estructural de las dos fracciones mayoritarias, GZ y G3,

cuyos rendimientos suman el 86% de la masa total recuperada. Fueron redisueltas en

soluciones de cloruro de sodio de la concentración correspondiente, de modo de asegurar un

exhaustivo intercambio dc 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 molecular, el contenido de sulfato y la composición en monosacárídos de CP, 02’ y
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G3’. Resultó notable el contenido elevado de monosacáridos naturalmente mctilados que

aparecía cn estos polisacáridos (33-38%).

Tabla 5.3. Composición de CP, 02', G3'y sus polisacáridos derivados

Fracción Sulfato Peso Composición en monosacáridos

(% SOJNa) molecular (% molar)

Xil 2-Me L-Gal 6-Me D-Gal Gal L-AnGaI 2-Me l.-AnGal

CP ¡2.6 I3SOO l3 7 l9 47 (¡,0)a 2 l2

Cl’l)es 4,5 3200 13 6 23 46 3 9

CPSD 8,7 2700 l 8 25 64 l l

(¡2' ¡2.6 ¡9600 ll 8 ¡8 53 (1,2) 3 7

GZ'Des 4.6 3400 l I 8 22 52 l 6

GZ'SD ¡2,0 4600 2 9 25 S3 2 9

G3' ¡6,3 ¡7800 9 6 22 5| (¡,5) 3 9

G3'Des 6,| n.d. lO 5 2| 58 l 5

“La relación I)-:l,-galactosa se indica entre paréntesis.

La configuración absoluta de 6-()-metil-D-galactosa y la relación D-zL-galactosa se

determinaron por hidrólisis de las muestras y posterior derivatización de los monosacáridos

con l-amino-Z-propanol quiral, para dar los l-desoxi—l-(2-hidroxipropilamino)alditoles

diastereoméricos (Esquema S.l.a) que fueron acctilados y analizados por cromatografia

gaseosa. La asignación de la configuración de 2-0-metil-L-galactosa se efectuó por un

procedimiento análogo, usando l-feniletilamina quiral ya que los derivados obtenidos a partir

de l-amino-2-propanol no se resuelven adecuadamente por cromatogralïa gaseosas. La etapa

de hidrólisis previa a la aminación rcductiva impide la determinación de las configuraciones

absolutas dc las unidades de 3,6-anhidrogalactosa y 3,6-anhídro-2-O-metilgalactosa. En

nuestro laboratorio se ha desarrollado un método químico para determinar la configuración

absoluta de 3,6-anhidrogalactosa4 pero no fue extendido al derivado Z-O-metilado. El escaso

contenido de 3,6-anhidrogalactosa de las muestras no justificó su aplicación, por lo que la

pertenencia a la serie L se realizó en base a los espectros RMN “C (ver sección 5.2.4.2). Las

relaciones globales de unidades D-zL-para las tres muestras resultaron consistentes con una

cadena central de agarano. Este hecho se confirmó también por datos cspcctroscópicos de

RMN l3C.
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Esquema 5.1. Formación de derivados diastereoméricos de monosacáridos por aminación reductiva

(a) CHO OH

H——OH CH3—CH—-CH2——NH2

HO—-——H >

HO______H NaBH3CN,CH30H,AcOH(65°C)

H——-————0H

CHZOH

(b) CHO CH3

H-———0CH3 CH—NH2

HO——-—H ‘

HO_ NaBH3CN,CH30H,AcOH(65°C)

H——-——-—-0H

CHZOCHa

La fracción G2’

(11,55 mg de GZ')

de cloruro de sodio. cuya concentración se aumentó 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 elución, G2' fue fraccionada en escala preparativa (135 mg de muestra) en las mismas

OH

GHz-NH-CH2—CIi|—CH3

H—-————0H

HO————-H

HO——H

H-——OH

CH20H

CH3

CH;—HN—-—CH

H——-OCH3

H0--———H

HO——H

H-——OH

CHZOCH3

fue sometida a una cromatografia de intercambio iónico en escala analítica

en una columna de DEAE Sephadex A-25 (Cl') eluyendo con soluciones

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

Fig. 5.1. Perfil de elución de la cromatografia de intercambio iónico en escala analítica de G2'

masadegalactosa(ug) gaéE
N u‘

162

volumen cluido (ml)

NaCl(M)

i000.0......OOOOOOOOOOOOOOOOOOOCO...OOOOOOOOOOOOOÍ
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Galactanos sulfafados

Fig. 5.2. Perfil de elución de la cromatografía de intercambio iónico en escala preparativa de GZ'

" ‘ G2'D5

02'07 ,.... .. 2

masagalactosa(mg)

NaCl(M)

GZ'DI

volumen eluido (ml)

Las fracciones se separaron según la concentración de la solución de cloruro de sodio

empleada como eluyente, y dentro de la misma concentración se dividieron teniendo en

cuenta el pico principal y el hombro correspondiente. En la Tabla 5.4 se muestran el

rendimiento y la composición de las fracciones obtenidas a partir de G2'. Las composiciones

en monosacáridos 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 pequeñas diferencias cuantitativas en los

contenidos de 3,6-anhidro-2-O-metilgalactosa (8-l4% molar) y xilosa (10-14% molar) que

condujeron a la separación de las fracciones eluidas con NaCl 0,5 (GZ'DS y GZ'D6) y 0,7 M

(G2’D7), con contenidos de sulfato semejantes.



Capítulo 5

Tabla 5.4. Rendimiento. contenido de sulfato y composición en monosacáridos de las fracciones

obtenidas por cromatografla de intercambio iónico de 02'

Fracción NaCl Renda Sulfato Composición en monosacáridos(mol %)

(M) (%) (% NaSO¡) Xil 2-Me Gal 6-Me Gal Gal AnGal 2-Me AnGal Man Glc

02‘b ¡2,6 l l 8 21 45 2 7 2 5

021w 0,0 ¡4.5 4.1 IS 6 ¡2 5| 3 2 3

02m“ 0.3 4.4 ¡2.7 ¡2 5 |6 50 2 6 3 5

G2’D3° 0,3 3,4 ¡9.o ll 4 ¡3 52 2 4 5 7

02’04 0,3 2.2 ¡9,0 ¡5 ¡2 54 2 5 7 5

02‘05 0.5 34.1 14.2 ¡3 5 24 37 2 ¡4 2 3

GZ’Dó 0.5 ¡0.3 ¡4.7 ¡4 5 25 35 2 ¡4 2 2

02'07 0,7 ¡5,2 ¡4.7 ¡0 6 22 48 2 8 2 2

02’D8 0,7 |2,6 17.5 ¡2 6 23 43 3 8 3 2

02’09 ¡.0 3.2 19.8 2| 5 ¡4 3| 4 7 ¡3 5

aRendimiento expresado como porcentaje de la masa total recuperada (84,1%).

l’lncluida con fines comparativos.

°Se detectó además 3-Me (¡al en las fracciones GZ'DI , GZ'DZ y GZ'D3 (3; 2 y 2% respectivamente).

Es notorio que GZ'DS y G2'D6. que suman el 44,4% del total recuperado, eluyeron con la

misma concentración de cloruro de sodio utilimda para redisolver a GZ' a partir de su

precipitación con cctrimida.

Las dos fracciones minoritarias cluidas con NaCl 0,3 M (GZ'D3 y GZ'D4),

correspondientes al hombro del pico principal a esta concentración. exhibieron una

sulfatación mayor a Ia esperada en comparación con GZ'DZ y GZ'DS. La razón de este hecho

no está clara, aunque es posible ver que la composición en monosacáridos de las tres

fracciones eluidas con NaCl 0,3 M muestran un incremento en los contenidos de galactosa y

manosa y una disminución en las unidades de galactosa metilada, que podrían inducir un

cambio conformacional de la cadena y causar el orden de elución observado. Las

discrepancias entre la masa recuperada para estas tres fracciones y el área correspondiente a

cada pico en el cromatograma pueden deberse a que el cromatograma sólo indica masa de

galactosa, independientemente del grado de sulfatación de la muestra, así como a pérdidas de

masa debidas a la subdivisión de la muestra.

¡64



Galaclanos SUÍfUIUdOS

Las fracciones GZ'Dl, GZ'DS y GZ'D7 fueron estudiadas por espectroscopía RMN l3C,

obteniéndose espectros similares a los registrados para CP y G2' (ver sección 5.2.4.2).

El perfil de elución de la cromatografía de intercambio iónico sugiere una función de

distribución unimodal consistente con una muestra polidispersa, de composición homogéneas.

Por lo tanto, la complejidad estructural delineada en los estudios preliminares surge de las

características intrínsecas de estos polisacáridos y no de contaminantes.

El proceso de fraccionamiento previo con cetrimida, aplicado sobre CP, fiJe eficiente y

permitió obtener una fracción G2' polidispersa y homogénea en composición, que fue sujeta a

análisis estructural. Al mismo tiempo se llevó a cabo el análisis estructural del polisacárido

nativo CP.

5.2. ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE CP Y G2'

5.2.1. ANÁLISIS DE LAS POSICIONES DE UNIÓN

Debido al porcentaje elevado de monosacáridos metilados presentes en CP y GZ'. fue

necesario llevar a cabo análisis de metilación (Tabla 5.5) y etilación (Tabla 5.6), a fin de

identificar los residuos con posiciones metiladas inicialmente. Ambos procesos de alquilación

dieron resultados compatibles que indicaron que:

l. las unidades de xilosa se ubicaban como ramificaciones simples sobre la cadena

central;

2. las unidades de 6-0-metil-D-galactosa estaban unidas por la posición 3 y dos tercios de

las mismas permanecían sin sustituir;

3. las unidades de 3.6-anhidro-2-0-metil-L-galactosa estaban enlazadas por la posición 4;

4. las unidades de 2-()-metil-L-galactosa estaban unidas por la posición 4 y dos tercios

permanecían sin sustituir;

5. la presencia de 2,6-di-()—alquilgalactosa podía atribuirse tanto a unidades D- enla7adas

por 3 y sustituidas en 4, como a unidades L- enlazadas en 4 y sustituidas en 3.

El esquema de sustitución que dio origen a las unidades de 2,6-di-()-etilgalactosa se elucidó

mediante el desarrollo de un método para determinar la configuración absoluta de 2,6-di-0­

metilgalactosa ó 2,6-di-()—etilgalactosaobtenidas a partir de polisacáridos peralquilados —por

metilación o etilación—,en colaboración con la Dra. M.I. Errea. En particular, en este trabajo

de Tesis se investigó la configuración absoluta de los residuos de 2,6-di-()—etilgalactosa a

partir de la determinación de la configuración de 2,6-di-0-metilgalactosa como se describe a

|65



(,Ïapílulo 5

continuación. Partiendo del monosacárido 2,6-di-()—metil-D-galaetosa, como compuesto

modelo, se lo hizo reaccionar con (i)-l-feniletilamina en condiciones de aminación reductiva

para dar el par de diastereómeros (l 'S)-l-desoxi-l-(l '-feniletilamin0)-2,6-di-()-metil-D­

galactitol y (l 'R)-l-desoxi-l-(l '-teniletilamino)-2,6-di-()-metil-D-galaet¡tol (Esquema 5.1 b).

que fueron acetilados y analizados por cromatografia gaseosa y cromatografia gaseosa­

espectrometría de masa. lil cromatograma dio dos picos bien resueltos, con un factor de

separación de 1.015. de áreas equivalentes (relación L-:D-:0,9 : l.2-l,0). Ambos picos dieron

espectros de masas idénticos y mostraron las señales esperadas a los siguientes valores de m/z:

481 (M'i'), 438 ([M - chi), 220 ([M - Cl-leMe(CHOAe)3]*), 105 (pico base, [PhCl'ICH3]°)

junto con el esquema de fragmentaciones correspondiente a un residuo de 2,6-di-()­

metilgalactitol acetiladoó. Por comparación de los resultados obtenidos con (S)-(-)-l­

fcniletilamina y la amina racémiea, se determinaron los tiempos de retención relativos a myo­

inositol acctilado para los derivados de ambos enantiómeros (D: 2,450; L: 2,486). Esta

asignación tiene en cuenta que el par (l 'R)-l-desoxi-l-(l’-feniletilamino)-2,6-di-()-metil-D­

galactitol y (l 'S)-l-desoxi-l-(l '-fcniletilamino)-2,6-di-()-metil-L-galactitol son enantiómeros

y por lo tanto eocluyen cuando son analizados por cromatografia gaseosa en columnas no

quirales”. Los polisacáridos CP y 02' permetilados fueron hidroliïados y posteriormente

sometidos al mismo proceso de aminación reductiva, con (S)-l-feniletilamina como reactivo

quiral (Tabla 5.5). Las relaciones finales 2,6-di-()-etil-D- : L-galactosa se calcularon teniendo

en cuenta que los residuos de 2.6-di-0-metil-D-galaetosa en el producto pemietilado se

distribuirían entre 2,6-di-()-etil-D-galaetosa y 2-0-etil-6-()-metil-D-galactosa en el peretilado.

Simultáneamente, fiJe posible determinar la configuración absoluta de las unidades

monometiladas. La combinación de los resultados de metilación, etilación y aminación

reductiva dio lugar a los esquemas de sustitución delineados en las Tablas 5.7 para CP y 5.8

para G2'.

Existe una concordancia general entre los estudios de metilación y etilación. lo cual indica

que las unidades monoalquiladas detectadas —porejemplo. 2-()-metil-L-galaetitol pentaaeetato

de la Tabla 5.5 derivado de L-galaetosa unida por 4 y disustituida- no están relacionadas con

subalquilación de la muestra.
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Tabla 5.5. Análisis por metilación (moles %) de CP, CPDes, GZ', GZ'Des y GZ'SD

CP CPDes 02' oz'Des GZ'SD

2,3,4-MeJ Xil 4 5 8 3 ­

2,3,4,6-Me4 Gal 3 5 7

2,4,6-Mc; Gal 26 30 23 33 33

2,3,6-Mc3 Gal 5 24 l I 27 8

2-Mc AnGaI 4 lO 6 5 8

2,6-MezGal 45' ¡7b 29° 12“ 33°

3,6-MezGal 2 4 2 4

2,3-Me2 Gal 4 2 2

2,4—Me2Gal 2 2 4 l 3

6-Me Gal 5 5 4 1 l

2-Me Gal 4 3 4 - 5

aRelación 2,6-di-()-metil-D- :-I.-ga|actosa 20:25.

l’Relación 2,6-di-()—mctil-I)- : -l.-galactosa ¡2:5.

cRelación 2.6-di-()-metil-l)- :-l,-ga|actosa l4zl5.

dRelación 2,6-di-()-metil-I)—:-I.-ga|actosa 10:2.

cRelación 2,6-di-()-metil-I)- :-I,-ga|actosa 10:23.

Las unidades de 3,6-anhidrogalactosa pueden formarse a partir de galactosa 6-sulfato pero

no a partir de galaetosa 3-sulfato9, debido a que la eiclación ocurre en medio alcalino

mediante una reacción SNZdonde el nuclcófilo ataca del lado contrario al que se encuentra el

grupo saliente. Este hecho se confirmó al efectuar un tratamiento alcalino sobre GZ' con

hidróxido de sodio 3 M a 80°C que dio como resultado constancia en el contenido de 3,6­

anhidrogalactosa (variación 4%). La ausencia de aumento en los contenidos de 3.6­

anhidrogalactosa y 3,6-anhidro-Z-O-metilgalactosa luego del proceso de metilación con

metilsulfinilmetanuro de sodio (por comparación de los resultados de las Tablas 5.5 y 5.6 con

los de la Tabla 5.3. correspondiente a las muestras nativas), junto con el esquema de

sustitución propuesto en las Tablas 5.7 y 5.8, es consistente con la ausencia de unidades

sulfatadas en la posición 6 que pudieran ser precursoras de 3,6-anhidrogalactosa.

La presencia simultánea de grupos sulfato y de ramificaciones simples de xilosa impidió la

asignación directa de la estructura mediante el análisis por alquilación únicamente.
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Tabla 5.6. Análisis por etilación (moles %) de CP, CPDes, CPSD, 02', GZ'Des y GZ'SD

CP CPDes CPSD GZ' G2'Des GZ'SD

2,3,4-Xil 7 7 - 8 7 ­

2,3,4,6-Ga| 2 I 3 2

2,4,6-Gal 8 l6 l7 lO |4 IS

2,4,Vl-Gala l6 ¡6 ¡6 ¡4 IS l5

2,3.6-Gal |3 4 5 l3 4

ll,3.6-Ga| 3 5 3 5 5 4

ll-AnGal 7 3 5

2,6-Gal 39 20 37 28 l8 27

2,Vl-Gal 5 S 3 3 5 5

3.6-Gal 2 5 | 3 4 2

2,4-Gal I 4 5 6

6-Gal 4 2 2 4 2 2

Vl-Gal 3 4 2 l

2-Gal 3 4 5 5

AnGal 2 4

a2,4-di-O-etil-ó-O-mctilgalactosa.



Tabla 5.7. Análisis dc las posiciones de unión (moles %) de CP, CPDes y CPDS

Galaclanos .sulfalados

Posiciones dc unión y CP“ CPDes" CPSD“
de sustitución dcducidas

—)3)D-Gal (1-)

sin sustituir 8 IS l7

4 14 8 8

6 l 2

2,4 4 2 2

—)3)ó-Me D-Gal (1-)

sin sustituir l6 IS l6

4 5 4 3

2.4 3 3

-)4) L-Gal(1-)

sin sustituir ¡7 4

2 2 4 l

3 25 5 29

3,6 3 3 5

-94) Z-Me L-Gal (1-) 3 7 3

—)4) Z-Mc L-AnGaI (1-) 7 lO 5

T-Xil" 7 5

T-Gal" 2 - ­
aBasado cn datos de etilación.

l’Basado en datos de metilación.

cCalculado sobre un total de 93%.

dXilosa y galactosa terminales.
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Tabla 5.8. Análisis de las posiciones de unión (moles %) de 02', GZ'Des y GZ'SD

Posicionesde unión y 02'a GZ'Dc? GZ'SD“
de sustitución deducidas

—)3)D-Gal (1-)

sin sustituir IO ¡6 IS

4 l l 7 4

6 4 l 6

2,4 4 l 2

—)3)ó-Me D-Gal (1-)

sin sustituir l4 l7 15

4 3 3 5

2,4 2

—)4)L-Gal (1-)

sin sustituir 5 20 4

2 3 4 7

3 l7 2 23

6 2

3,6 5

—)4)2-Me 1.-Gal (1-) 5 7 4

—»4)I.-AnGaI (1-) 2 4

—)4)2-Me L-AnGal (1-) 8 5 6

T-Xil" 3 3

T-Gal" 1 7 2

aBasado en datos de etilación.

bBasado en datos de metilacion.

cCalculado sobre un total de 92%.

dXilosa y galactosa terminales.



5.2.2. DESULFATACIÓN

A fin de determinar inequívocamente las posiciones de unión y el esquema de sustitución

sobre la cadena central, era necesario llevar a cabo un análisis de desulfatación-etilación y/o

desulfatación-metilación sobre los polisacáridos. El procedimiento de desulfatación por

metanólisis en medio ácido, que se había aplicado sobre los xilomananos de N. fastigiata.

produciría dcspolimeri7ación de los galactanos con residuos lábiles de 3,6-anhidrogalactosalo

por lo que quedaba descartado en el caso de G. confluens. La primera aproximación fue una

desulfatación solvolítica, que en términos generales implica el calentamiento de la sal de

piridinio del polisacárido sulfatado en dimetilsulfóxido-piridina en presencia de metanol y/o

aguau'” (ver Cap. 6). Sin embargo, no se observó una remoción significativa de grupos

sulfato a pesar de ensayar varias condiciones de reacción (Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Desulfataciones solvoliticas aplicadas sobre 02'a

Solvente ( % v/v) Temp. Tiempo Sulfato Desulfatación

(°C) (h) (% SOaNa) (%)

DMSO-Piridina 98:2 l00 2 9,7 23

DMSO-Piridina 98:2 lOO 4 12,5 0

DMSO-Piridina 98:2 100 6 ¡0,6 I6

DMSO-Piridina 98:2 l00 8 9,6 24

DMSO-Piridina 80:20 ¡00 lO |0.l 20

DMSO-MeOl-l-Piridina 89:I0:l lOO 4 ¡3,0 0

DMSO-MeOlI-Piridina 79:20:! ¡00 5 ¡3,0 0

DMSO-MeOll-Piridina 79:20:] l00 9 ¡2,1 0

DMSO-Hfi-MeOH-Piridina 89:5:5:l ¡00 5 ¡2,5 0

DMSO-HZO-Piridina 89:l0:l 105 4,5 ¡2,3 0

“Contenido de sulfato de GZ': 12,6 % SOgNa.

Teniendo cn mente la dcsulfatación de monosacáridos sulfatados mediada por agentes

sililantes y la ausencia de selectividad informada para clorotrimetilsilano (CTMS)'5, se

desarrolló un me'todo de desulfatación para estas muestras con CTMS en piridina anhidra,

empezando con CP como compuesto modelo (Tabla 5.10). El primer ensayo (Tabla 5.10.

línea l) dio indicios de desulfatación, por lo que se intentaron condiciones extremas de

temperatura y tiempo, aumentando a la vez el exceso de agente sililante (Tabla 5.10, línea 2).

El producto reveló un 52% de desulfatación con 57% de rendimiento (considerando como
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100% a Ia 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, línea 3):

el producto redujo en 60% su nivel de sulfatación, mientras que el rendimiento alcanzó el

78%. A fm de comprobar la reproducibilidad del método se hizo un segundo tratamiento

sobre otra porción de CP (Tabla 5.10, línea 4), dando un 64% de desulfatación y 85% de

rendimiento. Estos dos últimos productos se juntaron, denominándose CPDes, y fueron

destinados a su análisis estructural por métodos químicos y espectroscópieos.

Tabla 5.10. Desulfataciones con CTMS aplicadas sobre CP

Relación molar Temperatura Tiempo Sulfato Desulfatación

sulfato-CTMS (°C) (h) (% sosNa) (%)

I l :90 95 4,5 11,6 8

2 l :470 (i) l00 ll

(ii) l00—)40a I6 6,] 52

3 l :390b 100 8 5,0 60

4 l :380" ¡00 8 4,5 64

“Condiciones de reacción: |00°C durante l l h, luego de l00 a 40°C en l6 h.

l’Lacombinación de estos dos productos dio lugar a CPDcs.

La desulfatación de G2' se hizo con una relación sulfato-CTMS l:470, calentando a 100°C

durante 8 h. El producto desulfatado, G2'Des, se obtuvo con un rendimiento del 60% y

contenía 4,6% de sulfato, equivalente a una desulfatación del 64%. Las composiciones de los

productos originales y desulfatados fueron similares para CP y 62' (Tabla 5.3).

Los polisacáridos Cl’Des y GZ'Des fueron sujetos a análisis por metilación (Tabla 5.5) y

etilación (Tabla 5.6). En ambos productos desulfatados se encontró un aumento considerable

de galactosa sin sustituir unida por la posición 4, acompañado de una disminución

significativa de D-galactosa sustituida en 4 y unida por 3 y/o L-galactosa sustituida en 3 y

unida por 4. Además se detectó un incremento menor de D-galactosa sin sustituir unida por 3.

Por otra parte aparecieron diferencias importantes entre los resultados de metilación y

etilación para dos residuos, tanto en el caso de CPI)es como en G2'Des:

l- los porcentajes de 2,3,6-tri-0-metilgalactosa (24 para CPDcs y 27 para G2'Des) fueron

mayores que los valores calculados para la suma de 2,3,6-tri-()-ctil- y 3,6-di-()-etil-2-()­

metilgalactosa (18 para ambos);
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2- había 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-0-etilgalactosa y 2-()-etil-6-O­

metilgalactosa (25 para CI’Des y 23 para GZ'Des).

Dado que es poco probable que hubiera una desulfatación selectiva durante la metilaeión. este

hecho sugeriría una subetilación selectiva en la posición 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 hipótesis es consistente con el orden de selectividad

semejante informado para la bencilación de metil 2,6-di-()—-L inpiranósidns, donde el

grupo hidroxilo en 3 resultó menos reactivo que el de la posición 4 para los dos anómeros'ó.

Los productos perrnetilados fueron hidrolizados y sometidos a aminación reductiva con l­

feniletilamina para completar el esquema de sustitución 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 posición 3 de unidades de L-galactosa enlazada por 4 y

con menor porcentaje de sulfatación en la posición 4 de residuos de D-galactosa unida por 3.

5.2.3. DEGRADACIÓN DE SMITH

A fin de confirmar el punto de unión dc las ramificaciones de xilosa, CP y GZ' fueron

tratadas en condiciones de degradación de Smith”, para dar CPSD y G2'SD con rendimientos

de 46,4 y 64,4% respectivamente (Tabla 5.3). Para evitar la degradación por hidrólisis

selectiva de las unidades de 3,6-anhidrogalactosa durante la etapa de hidrólisis controlada, se

modificó la técnica descripta por Usov's agregando al medio de reacción una solución del

complejo 4-metilmorfolina-borano (MMB), en la misma concentración utilizada en la

hidrólisis reductiva desarrollada por Stevenson y Furneaux'g. Los extremos reductores lábiles

de 3,6-anhidro ó 2-()-metil-3,6-anhidrogalactosa, eventualmente liberados en esta etapa, se

redujeron al alditol correspondiente estable en el medio de reacción. Se detectó una

disminución en el contenido de 3,6-anhidro-2-0-metilgalactosa y de grupos sulfato en CPSD

pero no en GZ'SD.

Ambos productos de degradación de Smith fueron etilados y metilados. Se encontró

submetilación para CPSD (no se muestran los datos), por lo que el polisaeárido parcialmente

metilado no fue sujeto a aminación reductiva. La relación D-galaetosa unida por 3 y sustituida

en 4 : L-galactosa unida por 4 y sustituida en 3 se calculó entonces considerando una relación

general 1:] para los residuos D-:L-,típica de agaranos (Tabla 5.7). La aminación reductiva con

l-feniletilamina quiral sí fue efectuada sobre GZ'SD permetilada (Tablas 5.5 y 5.8).
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La presencia de unidades de 2,3,6-tri-()-etilgalactosa en ambos polisacáridos degradados y

etilados podría deberse a oxidación incompleta del material de partida. Un hemiacetal cíclico

entre un grupo aldehído de un residuo oxidado de xilosa y un grupo hidroxilo de una

galactosa enlazada por 4, adyacente pero aún sin oxidar, podría proteger a la unidad de

galaetosa frente a la reacción con periodato. Se ha informado la formación de hemiacetales

inter-residuales para varios polisacáridos”.

El cambio principal detectado en los polisacáridos luego de la degradación de Smith fue el

aumento significativo de D-galactosa unida por 3 y sin sustituir. Esto puede provenir

solamente de Ia pérdida de cadenas laterales de xilosa ubicadas sobre la posición 4 de D­

galactosas unidas por 3. Esta observación es consistente con el esquema de sustitución

deducido para las muestras desulfatadas, donde los residuos que mantienen algún tipo de

sustitución (distinta de sulfato) corresponden a D-galactosa unida por 3 y sustituida en 4

(Tablas 5.7 y 5.8). Los resultados de la degradación de Smith no son concluyentes per se,

pero sí permiten confirmar la deducción realizada a panir de la desullatación.

Todos los resultados deseriptos en las secciones 5.2.l-S.2.3 llevan a la conclusión que las

caracteristicas estructurales fundamentales de los agaranos altamente metilados aislados de G.

confluens son: sulfatación en la posición 3 de unidades de a-L-galactosa, con una proporción

menor sobre la posición 4 de residuos de B-D-galactosa, y la presencia de ramificaciones

simples de xilosa sobre la posición 4 de B-D-galactosa.

5.2.4. ESPECTROSCOPÍA RMN "C

La asignación de los espectros RMN '3C de los polisacáridos de G. confluens que se detalla

en la sección 5.2.4.2 fue realizada partiendo de los datos bibliográficos desarrollados en

5.2.4.1.

5.2.4.].INTRODUCCIÓN

La espectroscopía RMN l3C constituye una herramienta indispensable en el análisis

estructural de los galactanos sulfatados de algas rojas.

Las primeras asignaciones de las señales de los espectros de polisacáridos se basaron casi

exclusivamente en los datos obtenidos de espectros correspondientes a compuestos modelo.
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La interpretación de los espectros de hexosas y metil hexósidos permitieron encontrar tres

zonas en los espectros de estos compuestos: (i) región anome'rica, 6: 105-9] ppm; (ii) región

de los carbonos con hidroxilos secundarios, 6: 67-77 ppm; (iii) región de los carbonos con

hidroxilos primarios. 6: 61-63 ppm.

El cambio de la configuración del carbono anomérico modifica el desplazamiento químico

del C-l de galactosa en varias ppm hacia campos más altos al pasar del anómero [3al a.

Además afecta los carbonos 3 y S por interacción 1,3-diaxial, algo menos al C-2 y se observa

muy poco efecto sobre C-4 y C-ó. Al pasar de los azúcares libres a los glicósidos, el C-l se

desprotege en algunas ppm, permaneciendo aproximadamente constante la diferencia de

despla7amientos entre los anómeros a y B.

Por otro lado, la O-metilación u O-glicosilación de un grupo hidroxilo resulta en un

desplazamiento, generalmente en 8-] l ppm, del carbono más cercano hacia campos más bajos

—efecto0.-, mientras que las señales de los carbonos vecinos se mueven hacia campos más

altos en 2-4 ppm —efecto 8-; los cambios sobre los carbonos restantes son generalmente

menores. Los carbonos con metoxilos axiales se encuentran 3-4,5 ppm a campos más altos

que los ecuatoriales. Si el metoxilo está en posición axial. el efecto sobre cl carbono B es

chicoz'.

Teniendo en cuenta estos resultados, se usaron metil éteres de meti] 3,6-anhidro-a-D­

galactopiranósido22 y de metil a- y [3-D-galaetopiranósido23 como compuestos modelo de

diferentes unidades de polisacáridos.

[.24Honda et a demostraron que para la glucosa 3- y 6-sulfato los efectos a y B causados

por la sulfatación de un grupo hidroxilo son similares, aunque algo menores, que los

producidos por metilación. Archbald el 01.25 realizaron un estudio sobre D-galactosa

monosulfatada en distintas posiciones (Tabla 5.11). En términos generales, la sulfatación de

un hidroxilo desplaza la señal correspondiente al carbono a 6-10 ppm hacia campos más

bajos, mientras que sus vecinos lo hacen l-2,5 ppm hacia campos más altos. Una excepción a

esta regla se encontró para galactosa 4-sulfato, con efectos B menores (O,6-l,0 ppm)

relacionados con la configuración axial del grupo sustituyente.
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Tabla 5.11. Desplazamientos químicos (en ppm) de los espectros RMN "1C de galactosa y sus

derivados sulfatados"

Unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

a-l)-Ga| 93,] | 69,]8 70,0] 70,]4 7|,30 62,00

B-D-Ga] 97,28 72,72 73,63 69,58 75,96 6l,8]

a-l)-Gal 2S 9|,28 76,63 68,02 70,33 7|,I6 6|,88

B-l)-Gal 28 95,67 80,97 72,55 69,66 75,96 6 | ,68

a-t)-Ga| 38 93,09 67,]9 78,52 68,46 7],02 6|,84

[3-0-03] 3S 97,02 70,74 8l,20 67,84 75,52 6],68

a-l)-Gal 48 93,0] 69,28 69,03 78,45 70,66 6 I,9]

B-l)-Gal 48 97,2] 72,77 72,63 77,50 75,] l 6],8l

a-l)-Gal 68 93, |8 69,06 69,75 69,93 69, l4 68,48

[3-D-Ga]68 97,27 72,57 73,39 69,35 73,54 68,]4

ilEspectros registrados en D30, a 30°C; desplammientos químicos relativos a |,4-dioxano.

Posteriormente, se estudiaron los espectros de meti] a-D-galactopiranósidos sulfatadosz",

con las mismas conclusiones en cuanto a los efectos de sulfatación (Tabla 5. l2).

Tabla 5.]2. Desplazamientos químicos (en ppm) de los espectros RMN l"(J de meti] (1-1)­

galactopiranósido y sus derivados sull‘atadosa

Unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-6 O-Me

Me a-l)-Gal |00,67 69,47 70,76 70,50 7| ,99 62,50 56,3]

Me a-l)—Gal28 98.63 76,64 68,67 70,60 7 | ,8] 62,32 56,32

Me a-l)-Gal 3S |00,43 67,39 79,04 68,75 7].63 62,29 56,25

Me a-l)-Gal 48 |00,50 69,53 69,78 78,74 7],35 62,44 56,42

Me a-l)-Gal 68 ¡00,62 69,30 69,30 70,49 69.73 68,83 56,36

“Espectros registrados D20 a 27°C; desplazamientos quimicos relativos a aeetona (3 I,55 ppm).

ljn los espectros RMN l3C de los polisacáridos se observa un ensanchamiento de las

señales, asociado con la fonnación de geles o la alta viscosidad de las soluciones. La

resolución puede mejorarse pero las señales de los polisacáridos son mas anchas que aquellas

de las especies mono u oligoméricas relacionadas. Esto se debe a que en estos espectros se

reflejan las estructuras individuales que conforman el polisacárido. dentro de cuya estructura

promedio pueden existir ciertas variaciones. La resolución de las señales puede mejorarse
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registrando los espectros a temperaturas superiores, de modo que las moléculas estén en una

conformación al azar. Al disminuir la temperatura, la asociación de las cadenas disminuye la

movilidad de algunos segmentos de los polisacárídos y aumentan las interacciones, causando

el ensanchamiento de las señales”. Las señales resultan afectadas por cambios en la

temperatura", tanto en ancho como en desplazamiento químico, especialmente las de los

carbonos involucrados en la unión glicosídica. La reducción en la movilidad de los residuos

produce una disminución en los tiempos de relajación spin-spin (T2) de los núcleos. El

ensanchamiento de las señales puede ser tal que ciertos picos se pierden totalmente en el

espectro”.

La espectroscopia RMN I3C proporciona información valiosa a nivel estructural no sólo

por los valores de los desplazamientos químicos sino también por la integración de las

intensidades de las señales. En términos generales, la intensidad de la señal correspondiente a

cada átomo de carbono depende de su tiempo de relajación (T1) y del efecto nuclear de

Overhauser (nOe), por Io tanto la comparación de las intensidades derivadas de átomos de

carbono con entornos químicos diferentes puede no ser legítima. Sin embargo, bajo las

condiciones usuales empleadas en los espectros de polisacárídos, todos los átomos de carbono

se encuentran completamente relajados y la amplificación de resonancias diferentes debidas al

efecto Overhauser es de la misma magnitud y cercana al valor máximo. Por lo tanto, las

relaciones entre las intensidades de las señales (por ejemplo para carbonos anoméricos)

reflejan las proporciones reales de los diferentes residuos en un polisacárído y pueden usarse

como una aproximación cuantitativa. Esto se confirma por el hecho que los espectros RMN

l3C de galactanos de algas rojas muy regulares conformados por unidades repetitivas

disacarídicas contienen doce señales cuyas intensidades integradas son prácticamente

iguales”.

A partir de 1977 comenzó a aplicarse la espectroscopia RMN I3C de galactanos de algas

3°"'. Los espectros de polisacárídos regulares comorojas para elucidar su estructura primaria

agarosa, carragenano kappa o iota son lo suficientemente simples como para lograr espectros

satisfactorios a 15 ó 22,6 MHz, consistentes en doce líneas que corresponden a doce carbonos

en unidades repetitivas disacarídicas. Las resonancias anoméricas poseen una peculiaridad

interesante: la señal del C-l de la unidad de galactosa ocupa aproximadamente la misma

posición en espectros de agarosa y carragenanos, pero los desplazamientos químicos de C-l

de 3,6-anhidrogalactosa no coinciden para estas dos familias de polisacárídos. Si bien la

posición de esta última señal en cada polisacárído está influenciada además por el esquema de

sustitución de la cadena central, no hay superposición entre las regiones correspondientes a la
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familia de la agarosa y la familia de los carragenanos. El mismo fenómeno se observa para los

residuos de galactosa unidos por la posición 4 que no tienen el anillo 3,6-anhidron. De esta

manera, esta espectroscopía es sensible a la configuración absoluta de las unidades de 0.­

galactosa enlazadas por 4 en estos polisacáridos y proporciona un método Íisicoquímico

directo de análisis que permite atribuir un polisacárido a una de estas dos grandes familias,

inmediatamente después de su aislamiento y sin degradación del mismo”.

1‘ 33Rochas el a describieron las señales de varios oligosacáridos obtenidos por hidrólisis

enzimática con a-agarasa a partir de agarosa. En la Tabla 5.l3 se detallan los desplazamientos

químicos, registrados a temperatura ambiente, del pentasacárido de la Fig. 5.3.

Fig. 5.3. Estructura del pentasacárido liberado por acción enzimática a partir de agarosa

o" OIC

OHON

o" OH o o O
0 OH

PD OH OH 0
OH O

G 'nr A'nr G Ar (ir, al}

Tabla 5.13. Desplazamientos químicos (ppm) del pentasacárido obtenido a partir de agarosa

Unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

G'nr lO3,0 7|,3 73,5 69,5 76,2 6|,9

G ¡02,7 70,6 82,5 69,1 75,8 6|.8

GrB 97,1 7l,9 83,0 69,2 75,6 6l,8

Gra 93,] 68,4 79,8 69,9 7 l ,0 62,0

A'nr 98,8 70,] 80,4 77,7 75,9 69,8

Ar 98,8 70,I 80,4 77,7 75,9 69,8

En la Tabla 5.14 se muestran los desplazamientos químicos de las distintas díadas según

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 'l‘abla se

incluyen los datos más confiables o los más recientes.
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Tabla 5.]4. Desplazamientos químicos (ppm) de las díadas presentes en polisacáridos de la

familia del agar

Unidad Ref. C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-6 OMe

G 341 102.7 70,5 82,5 69,1 75,7 61,8

LAG 98,7 70,1 80,4 77,7 75,9 69,7

G6M 34a 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 34a 102,7 70,2 82,7 68,8 75,3 61,4

LAGZM 98,7 78,9 78,5 77,6 75,7 69,5 59,2

G6M 35b 102,2 69,6 82,2 68,6 73,1 71,4 58,5

LAGZM 98,3 78,3 78,0 77,2 75,3 69,0 58,6

G6s 36c 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 34a 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 23d 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 34a 102,5 70,5 79,8 76,6 75,2 6|.4

LAGZM 98,2 79,1 78,5 77,7 75,7 69,9 59,1

G2s 37b 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 38c 102,1 69,9 79,4 71,5 66,6 65,2

LAG 98,2 69,9 80,0 77,3 75,6 69,3

GóSust 39r 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. Continuación

Unidad Ref. C-I (2-2 c—3 c—4 C-S C-ó OMc

o 40" 103,8 69,9 81,0 68,8 75,6 6|,4

1.o 100,9 69.3 71,0 79,3 72,2 61.2

G 34a 103,7 69,8 81,2 69,1 75,9 61.6

LGóS 101,3 69,2 71,0 79,0 70,2 67,7

023 41b 101,9 77,6 79,3 68,1 75,3 61,7

1-02335 96,2 73,2' 73,7‘ 76,7' 72,4' 60,6

(14s 42" 104,1 71,5 78,0 77,8 75,4 61,6

1.02838 98,9 73,2 73,5 76,7 72,0 60,9

o 43c 103,6 69,8 80,6 68,9 75,6 61,3

[,02M68 100,1 78,0 68,1 78,8 70,1 67,4 57,9

G . . . n . .

As¡gnac10nes tentat1vas, las resonanc1as pueden ser 1ntercambladas dentro de este grupo.

“Espectros registrados en D20, a temperatura ambiente; desplazamientos quimicos relativos a

DMSO (39,6 ppm).

l’[ïspectros registrados en DIO, a 80°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,6 ppm).

"Espectros registrados en Dg(), a 80°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,45 ppm).

dNo se informan datos de las condiciones de adquisición del espectro.

‘l’ispectros registrados en D;O/ll20 (l:l), a 90°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO

(39,47 ppm). Cuando el carbono asimétrico del cetal está en la configuración R la señal del grupo

metilo aparece a 26-27 ppm, cuando posee la configuración S lo hace a |5- I8 ppm. En ambos casos

el carbono carboxílico resuena a l76 ppm y el carbono asimétrico lo hace a l()l ppm.

fUnidad G sustituida en la posición 6 con LG4M (como ramilicación simple) y enlazada a LAG.

[Espectrosregistrados en “30, a 90°C, desplazamientos químicos relativos a 'l‘MS.

“lïspectros registrados en DIO/“20, a 90°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,4

ppm). C-I de LGZS3S también fue informado a 98,9 ppm”.

l'lispectros registrados en D20/ “20, a 90°C, desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,4

ppm).
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Si bien la presencia dc xilosa como cadena lateral se detectó hace bastante tiempo e

incluso sc determinó su posición como ramificación en la estructura de ciertos galactanos

sulfatados por métodos químicos, sólo cn pocos casos pudo determinarse su presencia y

ubicación por RMN I3C, siempre como B-D-xilosa. Generalmente, este monosacárido se

encuentra en bajas proporciones y es más abundante en polisacáridos de estructura muy

compleja, con varios sustituycntes en la cadena central con lo que los espectros resultan de

dificil interpretación.

Usov y Elashvili44 determinaron la estructura de un pentasacárido disulfatado que

contenía xilosa (l’ig. 5.4), obtenido por hidrólisis rcductiva parcial del galactano sulfatado

aislado de Laurencia nipponica. Asignaron los desplazamientos químicos de todos los

átomos de carbono (Tabla 5. l 5).

Fig. 5.4. Estructura del pentasacárido reducido aislado de Laurencia nipponica

OH OH o

0 Ï/\0H
o 0 H

OH OH
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Gnr o”
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Tabla 5.15. Desplammientos químicos (ppm) del pentasacárido obtenido del galactano sulfatado de

Laurencia nipponica’

Unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-6

Gnr lO| ,4 79,7 72,8 69,4 76,0 6l ,9

Anr lOl,4 67,3 73,5 76,2 70,2 67,5

Gr l02,6 70,6 81,2 69,2 75,8 6|,4

Ar 63,5 7 l ,6 84,0 86,1 75,8 73,6

X lO| ,0 73,8 78,9 69,8 65,6

aEspectro registrado en D20 a 30°C, desplazamientos químicos referidos a metanol (50,l5

ppm).
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Los polisacáridos aislados de Corallina ojj'icinalis presentaron una estructura compleja

constituida por una cadena central de agarano, sustituida con grupos sulfato y cadenas

laterales de B-D-xilosa en la posición 6 de las unidades de B-D-galactosa, y en las posiciones 2
- - 45.4(

y 3 de las unidades de a-L-galactosa con grupos metoxrlo y sulfato ’. En los espectros RMN

IJC de las fracciones estudiadas se observaron como señales principales, cinco picos agudos

correspondientes a ramificaciones de B-D-xilosa unidas todas sobre la misma posición —C-6

de B-galactosa- (Tabla 5.16). Posiblemente la movilidad del enlace 1—->6fuera la responsable

de la agude'za de las señales. Se observaron también señales anoméricas a 106,0 y 105,8 ppm,

atribuidas a GóX y GóS, y otro par a 103,2 y 103,0 ppm que deberían corresponder a LG

sustituidas en 3 o sin sustituir. Los carbonos anoméricos de I-G2S y LG2M tenían

desplazamientos químicos a 101,2 y 100,8 ppm.

Takano et al.47informaron que el polisacárido soluble en agua de Jaca/atar maximus tenía

una cadena central de agarano con el 50% de las unidades de l)-galactosa sustituidas con

ramificaciones simples de xilosa unidas a la posición 6 (Tabla 5.16).

Falshaw, Furneaux y Stevenson“ realizaron un estudio comparativo sobre la estructura

química de nueve especies del género Cura'iea. Todas ellas contenían agarosas metiladas en la

posición 6 de galactosa y/o 2 de 3,6-anhidrogalactosa. En tres especies, C. flabelala, C.

irwinii, C. obesa, se encontraron señales que fiJeron adjudicadas a unidades de xilosa y 4-0­

metilxilosa unidas a la posición 6 de los residuos de galactosa (Tabla 5.16). Además

identificaron resonancias a 102,4 y 69,0 ppm que se atribuyeron a C-l y C-ó de galactosa

sustituida con xilosa.

Miller y Blunt49 encontraron evidencias espectroscópicas de la presencia de bloques

formados por la díada G-LG3XÓS en el polisacárido de Pachimenia lusoria. lnlbrmaron los

desplazamientos químicos de las unidades de xilosa (Tabla 5.16) y descartaron su ubicación

sobre la posición 6 de LG, aunque no completaron la asignación dc los residuos de L­

galactosa sobre los que se encontraban unidas. Llama la atención que, a pesar de citar los

residuos de LG3XÓS hallados en Laurencia nipponica, atribuyeran el carbono anome'rico de

xilosa a una señal a 103,7 ppm en vez de 101 ppm como lo hicieran Usov y l'ïlashvili ('l'abla

5.15).

Recientemente, Miller y Blunt40asignaron el conjunto de señales vinculado a un residuo de

xilosa unido a la posición 3 de L-galactosa a partir del espectro del polisacarido de ('hondria

mucrucarpa luego de su desulfatación (Tabla 5.16). Al mismo tiempo proponen una

reasignación tentativa del pico a 70,5 ppm como correspondiente a C-2 de l.G3X y de la señal
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de 78,4 ppm como C-3 ó C-4 de la misma unidad, con respecto a lo informado por Usov y

Elashvili en 1991“ (Tabla 5.15).

Tabla 5.16. Desplazamientos químicos (ppm) de ramificaciones de xilosa

Unidad Díada que C-l C-2 C-3 C-4 C-5 ()-Me

sustituye

X unida a C-6 de Ga G-LG ¡06,0 75,6 78,3 7l,9 67,7

X unida a C-6 de G" G-LG l05,9 75,5 78,] 72,9 67,6

X unida a C-6 dc G° G-LAG |03,8 76,3 69,7 65,6

X4M unida a C-6 de G° G-LAG 103,6 73,5 75,0 79,2 63,] 58,3

X unida a C-3 de LGóSd G-LGÓS lOl,3 73,5 76,] 69,8 65,8

X unida a C-3 de LGe G-LG l03,7 73,3 75,9 69,6 65,3

aEspectro registrado en DZO/HZO,a 70°C, desplazamientos químicos relativos a acetona (32.06

ppm relativo a 3-trimetilsililpropanosulfonato de sodio).

bEspectro registrado en D20, a 80°C, desplazamientos químicos relativos a metanol (5l,60 ppm

relativo a 3-trimetilsilil-l-propanosulfonato de sodio).

cEspectro registrado en DZO/Hzo, a 90°C, desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,47

PPT")­

dEspectro registrado en D20, a 80°C, desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,6 ppm).

°Espectro registrado en D20/l-l20, a 90°C, desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,6

ppm).

En ciertos casos la complejidad de los polisacáridos estudiados es tal que sólo es posible el

análisis estructural por combinación de métodos químicos y espectroseópicos. Así, Usov el

al. '3 llevaron a cabo el análisis estructural del xilogalactano sulfatado de Corallina pilulifera

—eompuest0 por D-galactosa, L-galactosa, 2-()-metil-L—galactosa, 3-()-metil-L—galactosa, 6-()­

metil-D-galactosa, D-xilosa y sulfato en relación molar 29:20:522:1:20:23— por metilación

antes y después de procesos de desulfatación o degradación de Smith, así como

espectroscopía RMN 'H y I3C 1D y 2D (Fig. 5.5). Entre otros datos relevantes, el espectro

NOE 2D (ROESY) del polisacárido sometido a degradación de Smith y posterior

desulfatación indicó proximidad espacial de H-l de la unidad de B-D-galactosa y H-4 de la

unidad de a-L-galactosa, por un lado, y de H-l de la unidad de a-L-galactosa y H-3 de la

unidad de B-D-galaetosa, por otro. La ausencia de correlación entre H-l del residuo a y H-4

del Bes indicativa de configuraciones absolutas distintas entre ambos residuos.
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Fig. 5.5. Estructura representativa del xilogalactano sulfatado de Coral/¡na pilulifera
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Tabla 5.]7. Asignaciones (en ppm) de los espectros RMN l"C de los polisacáridos de (fora/lina

pi! ul ijivra"I

Unidad C-l c—2 C-3 c—4 C-S C-6 OMe

LG ¡01,9 70,2 70,7 80,| 73,1 62.0

LGZS ¡00,1 77,] 68,] 79,9 73,1 62,0

LGZM 99,4 79,5 70,0 79,9 73,1 62,0 58,9

LG3M 99,4 70,0 78,9 76,7 73,1 62,0 58,0

o 104,6 72,0 8|,3-82,9" 69,8 76.5 62.0

(ióM 104,6 72,0 81,3.82,9b 69,2 74,1 62,3 59,9

GóS |04.6 72,0 8|,3-82,9" 68,I 74,1 72,8

06X |04,6 7|,9 8l,9 N70 75,2 68,5

x ¡04,8 74,5 77,] 70,8 66,5

“Espectros registrados en D30, a 50°C, desplazamientos químicos relativos a mctanol (50, l S ppm).

l’Dependiendo de la sustitución del residuo y sus vecinos.

La interpretación completa del espectro RMN IJC de este polisacarido degradado y

desull'atado ('l‘abla 5.17) se logró mediante espectroscopía de correlación Ill/ '3C 2D (l-lMQC).

La asignación de la mayoría de las señales de agarano coinciden con los valores que se habían

informado cn literatura (Tabla 5.14), aunque las resonancias de C-2 de G y C-3 de LG

deberían invertirse de acuerdo con sus resultados. lïncontraron diferencias sistemáticas en los

desplazamientos químicos de «0,7 ppm, probablemente relacionadas con diferencias en las
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condiciones experimentales. Todos los datos de RMN llevaron a concluir que se trata de un

agarano parcialmente metilado con grupos O-metilo en las posiciones 2 (w25%) y 3 (w7%) de

LG y en la posición 6 («7%) de G.

En orden de complejidad creciente, el espectro RMN |3C del polisacárido sometido

solamente a degradación de Smith contenía una sola señal adicional a l00,l ppm al comparar

con el espectro anterior. La integración total de las intensidades de las tres señales de LG a

99,4; 100,] y lOl,9 ppm resultó aproximadamente igual a la de G, a 104,6 ppm. El análisis

del espectro completo confirmó la ubicación de grupos sulfato en las posiciones 2 de LG

(N35%) y 6 de G (w20%), sin que se encontraran indicios de sulfatación en otras posiciones.

El espectro del compuesto nativo incluía picos ensanchados de residuos de galactosa junto

con 5 picos agudos, identificados como un subespectro de B-D-xilopiranosa. La posición de

estas señales y su agudeza mostró que estaban todos unidos de manera similar a la cadena

central, como ramificaciones simples sin sustituyentes adicionales. El espectro del

polisacárido nativo no pudo ser interpretado en su totalidad.

El espectro del polisacárido desulfatado presentó señales mucho mejor resueltas que las del

compuesto nativo. En la región anomérica se distiguieron tres señales principales a 104,8;

104,6 y 101,9 ppm pertenecientes a X, G y LG respectivamente. También se vieron otras

cuatro resonancias adicionales, agudas e intensas, que se atribuyeron a X. Mediante un

experimento APT (attached proton test) se encontró, además de los grupos hidroximetilo sin

sustituir de ambas unidades de galactosa (en la región 61,7-62,5 ppm, la señal de la unidad G

a 62,3 ppm era mucho menos intensa que la de la unidad LG a 62,0 ppm) y del grupo

metileno de X (66,5 ppm), una señal intensa a 69,7 ppm correspondiente a un grupo

hidroximetilo sustituido. Este hecho indicaba que las posiciones 6 de G estaban sustituidas

con las ramificaciones simples de xilosa.

En resumen, el xilogalactano aislado del alga roja calcárea C. pilulifera pertenece a la

familia del agar. Al mismo tiempo difiere de los representantes típicos de esta familia -como

agarosa y porfirano- en parámetros estructurales importantes:

i) no contiene LAG ni tampoco GÓS,el precursor biológico o químico de LAG;

ii) presenta una distribución especí fica de los sustituyentes: la mayoría de los grupos O-metilo

y ()-sulfato ocupan la posición 2 de LG, algunos están sobre la posición 3 de LG, mientras

que la metilación y sulfatación en C-6 del G ocurre en mucha menor medida;

iii) el polisacárido contiene B-D-xilopiranosa como ramificaciones simples en C-6 de G.

Es de destacar que la naturaleza compleja del polisacárido nativo impidió la interpretación

completa de las señales de su espectro y la determinación de la composición exacta de las

|8S



Capi!qu 5

díadas observadas en los espectros de sus derivados, a pesar de la aplicación de técnicas

espectroscópicas mono- y bidimensionales.

5.2.4.2.RESULTADOS

Los espectros RMN l3C con desacoplamiento protónico de CP y 02' fueron muy

complejos (Fig. 5.6 y 5.7), en concordancia con el complejo esquema de sustitución elucidado

mediante el análisis de las posiciones de unión incluido en las secciones anteriores. La

interpretación directa de los espectros habría sido imposible si no se hubiera contado

previamente con el análisis químico completo de las muestras. lnversamente, fue posible

asignar residuos importantes basándose en el conocimiento del complejo patrón de sustitución

de estos polisacáridos.

Las relaciones totales de unidades D-zL- calculadas a partir de la composición en

monosacáridos de la Tabla 5.3 son: CP, 49:51; GZ', 53:47, mientras que de las Tablas 5.7 y

5.8 surgen: CP, Sl-z40; CPDes, 49:46; GZ', 48:43; GZ'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 '3C fueron consistentes con una

estructura alternante del tipo de los agaranos. La ausencia de señales anoméricas a menos de

98 ppm indicó la ausencia de residuos de a-D-galactosa enlazados por 4, pertenecientes a

carragenanos.

Se realizó un experimento de intensificación sin distorsión por transferencia de

polarizacións0 (distorsionless enhancement by polarization transfer, DlïPT 135) sobre 02'

para identificar los carbonos metile'nicos (Fig. 5.7.D). Dos grupos de señales a 65-66 y 60,5­

62 ppm dieron picos invertidos que correspondían a C-5 de xilosa y C-6 de galactosa

respectivamente.
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Galactanos sulfatados

Fig. 5.6. Espectros RMN I3Cde CPSD (a), CP (b) y CPDes (c) registrados a 75 MHz y 80°C. Abajo:

ampliación de regiones anoméricas.

fl

a JIy¡fi,1" y NA"t 1x11!.WJ‘ "rI
WWW ¡[IJ www“; | #WIÏWWMWMM

wa.
o: —. rx
m —- ‘O
2 2 “5­

. F

4°. l o o o
Hg of xo“
‘ï- u 0 xo

¡É l, H J

b HM"Á ukwww *¡“niannuWwwww)“ WWW

l

D u

XxxW“; A} ff ¡A \ Wf h: \. \ | . 4 V _Mx K.v N.v * MMA!
rw,v.v.,.rv>.<v"z"'"v'V-)TVVV'V’|"V'V‘V"Y‘l‘T"'”‘Y"“V"'V""F"'T""I’*'|

108 104 100 96 92 88 64 60 7G 72 88 64 60 56 52

(wm)

o»mO

<3'ï
.4 "H

ax '-',‘:
f N’ 9,3
I ‘2 1 0.

n ,‘¡Ï o
p ¡xl ‘ o

‘ ¡un '1 ‘\ .q g l

‘ ï l 0% e
V . '_'

‘ _ J ¡Í y

I' a.) ¡1 \ r

b n P ¿u' íL.
IM 'Wl J ‘'l “h LJ.

a 'r‘W‘Ir-WWNWNWU
EN"

mjww'r'kvd ‘Ífiï'hfiiv‘hr

‘1

pk

' l

2‘ ' J»\ ‘ ¡É

4 z ‘u ¡'t/ ‘x lC \' l' \
y 1 y U

q r‘fvón “VN? f". I y" .z’v/ N1 r .
Vw J N “4"A-V‘VWwM,»’'NWAMV‘“V\¡

I , r , E . . , ‘ . . , , , , w . y .

108 1% 104 102 100 98 96 94 92

¡87
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Fig. 5.7. Espectros RMN l3C de GZ'SD (a), GZ’ (b), G2'Des (c) y 02’ DEPT 135 (d); (a) y (d)

registrados a l25 MHz y 30°C; (b) y (c) registrados a 75 MHz y 80°C. Abajo: ampliación de regiones

anoméricas
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Galaclanos sul/atados

Tabla 5.18. Asignaciones (en ppm) de los espectros RMN l3C de CP, G2' y sus derivados

desulfatados

Unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 OMe

G 102,9 70,4 82,9 68,6 75,5 6l ,4

06M |02,9 70,4 82,9 69,] 73,8 72,l 59,2

LAG2M 98,7 79,] 78,7 77,9 75,9 69,6 59,3

G |03,9 70,l 8l,3 69,l 75,9 6|,6

GÓM 103,9 70,l 8|,2 69,] 73,8 72,l 59,2

LG lOl,3 69,6 71,3 79,0 72,] 6|,4

LG2M 99,0 79,l 69,7 79,7 72,7 6| ,4 59,2

LG3S lOl ,l 67,6-67,8a 79,0 77,l 7| ,6 6 l ,4

X lOl ,7 73,8 76,5 70,4 66,0

aDependiendo de la sustitución del residuo y de sus unidades vecinas.

A partir de los resultados de alquilación, las díadas que podrian aparecer para estos

polisacáridos 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, LGZM,

LAGZM. Como no se observaron señales provenientes de las díadas G4S-LAGM5| o G4S­

LAG2M34 (Tabla 5.14), fueron excluidas del esquema de sustitución posible. Las muestras

dcsulfatadas presentaron espectros simplificados (Figs. 5.6.c y 5.7.c) que permitieron la

asignación de algunas señales diagnósticas'a‘u'” (Tabla 5.18), aunque no fue posible

establecer una única composición de las díadas para todos los conjuntos de señales

encontrados. No obstante, las díadas G-LAGZM” y GóM-LAGZM34 pudieron ser

identificadas claramente.

Para calcular la contribución de la sulfatación en la posición 3 y los desplazamientos

quimicos del residuo de LG3S se aplicó la aproximación de Miller y Blunt52 para predecir

espectros posibles de galactanos nuevos o de fragmentos estructurales nuevos dentro de estos

polisacáridos. Para ello, se hacen asignaciones provisorias basadas en cambios en los

espectros debidos a una sustitución determinada. Luego se intentan explicar cambios

regulares cn los desplazamientos químicos originados por sustitución. Se considera que las

modificaciones más significativas en los desplazamientos químicos llegan hasta el carbono B

respecto del sustituyente y que la diferencia en el esquema de sustitución —laausencia o

presencia de un éster sulfato, por ejemplo- tiene lugar en un entorno localizado, en un

esqueleto básicamente constante. En este contexto es posible suponer constancia de ciertos

factores que podrían complicar la aproximación: cambios localizados de solvatación, cambios

|89



Capilqu 5

en efecto dador de electrones y efectos estérieos que alteren los ángulos de unión. Los

desplazamientos químicos correspondientes a cada conformación para una estructura dada se

presentan como una matriz. Los cambios debidos a una sustitución 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 válido solamente

si la conformación se mantiene constante. De esta manera sería posible estimar los espectros

de nuevos ficocoloides con un grado razonable de incertidumbre.

Para calcular 1amatriz diferencia correspondiente a 1asulfataeión en 3 de una unidad de oz­

l.-ga1aetosa se tomaron como base los pares de matrices formados por los conjuntos de

señales atribuidas a:

(i) metil a-D-galactopiranósido 3-su1fato; metil a-D-galactopiranósidoz" (Tabla 5.12) cuya

matriz diferencia correspondiente es:

Me a-D-Gal 3S —Me a-D-Gal = [-0,24 - 2,08 +8,28 -1,25 -0,36 -0,21]

o bien ,

(ii) (x-L-galactopiranosa 3-su1fato; a-L-galactopiranosa, informadas para a-l.-ga|aetanos con

enlaces (1-)4) y sulfatados en la posición 3, extraídos de Ilerdmania monus (aseidianos,

tunicados)”:

a-L-Gal 3S (polisacárido nativo) = [102,7 69,9 78,8 78,8 73,9 62,2]

a-L-Gal (polisacárido desulfatado) = [103,1 71,8 71,8 81,4 74,1 62,9]

a-L-Gal 3S —a-L-Gal = [ -0,4 —1,9 +7,0 -2,6 -0,2 -0,7]

Cada contribución fue sumada al conjunto de desplazamientos químicos correspondientes a

LG en la díada (i-LG o GóM-LG (Tabla 5.18), para dar dos conjuntos de desplazamientos

químicos calculados para LG3S en las díadas derivadas de las dos anteriores: {101,1; 67,5;

79,6; 77,7; 71,7; 61,2 ppm} (según i) y {100,9; 67,7; 78,3; 76,4; 71,9; 60,7 ppm} (según ii),

para C-l-C-6 respectivamente. Se consideró además que no habría desviaciones significativas

sobre los residuos B por este tipo de sulfataeión. Las asignaciones finales se hicieron teniendo

en cuenta que:

(i) los desplazamientos químicos observados deberían ser cercanos a los esperados según los

cálculos; y
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(ii) estos picos deberían poseer mayor intensidad en los espectros de las muestras nativas y

ser más débiles en los registrados para las desulfatadas.

Así, se encontró que en los espectros de CP y GZ' existía una señal importante a 101,1

ppm con un hombro a 101,3 ppm, mientras que para CPDes y GZ'Des las intensidades

aparecieron invertidas (ver ampliación de las regiones anoméricas de las Figs. 5.6 y 5.7)

siendo la señal principal la de ¡01,3 ppm y el hombro a lOl,l ppm. Por lo tanto, la señal a

campos mayores sc atribuyó a 1,638 y la otra a unidades LG.

Dos señales, a 67,6 y 67.8 ppm, desaparecieron luego de la desulfatación y ambas podían

asignarse a C-2 de LG3S. Considerando los residuos de L-galactosa sustituida en 3 y de D­

galactosa que podrían estar unidos para dar una díada, surge del análisis de las posiciones de

unión que el par más probable sería G6M-LG3S y que G-LGSS, G4S-LG3S ó G4X-LG3S

serían menos abundantes. Se supuso que la suma de las intensidades de las señales a 67,6 y

67,8 ppm correspondía a la suma de las unidades de L-galactosa sustituidas en 3 (CP, 28; G2',

22, obtenidas del análisis de las posiciones de unión, Tablas 5.7 y 5.8), luego se aplicó la

relación de intensidades [67.6ppm: 1673ppm(CP, 58:42; GZ', 63:37) al total de estas unidades a

fm de estimar un porcentaje para los dos tipos de residuos rodeados por un entorno diferente,

lo cual daría lugar a picos diferentes. Los porcentajes molares así estimados para las señales a

67,6 ppm (CP, ¡7; 02', 14) fueron coincidentes con los contenidos de 6-0-metil-D-galactosa

en los resultados de alquilación (CP, 16; GZ', 14, Tablas 5.7 y 5.8). A la vez, los porcentajes

menores correspondientes a 67,8 ppm (CP, 13; GZ', 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 señal

a 67,6 ppm puede ser asignada a C-2 de LG3S en la díada GóM-LG3S, mientras que la señal

menor a 67,8 ppm podría atribuirse a C-2 de LG3S en la díada G-LG3S. Esta última está de

acuerdo con la evidencia encontrada sobre sulfatación en la posición 3 de a-L-galactosa unida

a B-D-galactosa para polisacáridos aislados de Gimnogongrus lorulosus, donde se encontró

una señal a 67,8 ppm“.

La señal a 67,6-67,8 ppm puede considerarse como diagnóstica para LG3S, ya que en la

región 66,5-68,5 ppm suelen aparecer pocas señales, de las cuales las más 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 químicos de los carbonos de LG3S

están en regiones más pobladas del espectro y fueron asignados por un razonamiento

semejante al explicado. La asignación completa de la unidad LG3S coincide con los valores

calculados por el análisis matricial.
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Hasta donde se tienen registros de los datos de literatura, esta asignación es la primera que

se realiza en forma completa sobre los desplazamientos químicos de la unidad inusual de

LG3S. Con posterioridad a la publicación del artículo que dio lugar el análisis estructural de

los polisacáridos de (1'. cart/Inem, apareció un trabajo de Duarte el (¡1.55vinculado a un

galactano sulfatado de Boslrychia montagnei. Allí se asigna a 103,9 ppm el carbono

anomérico de G en la díada G-LG3S y se describen los desplazamientos químicos de LG3S y

(i-LG como se indican en la Tabla 5.19. Se observa un corrimiento sistemático de las señales

en «0,7 ppm con respecto a los informados para (1'. con/Iuens, haciendo esta corrección las

asignaciones resultan coincidentes (con variaciones S 0,3 ppm; en general se consideran

aceptables variaciones S 0,5 ppm) salvo en el C-4 de LG y LG3S, donde se encuentran

diferencias de 0,6 y 0,9 ppm respectivamente. Si se toma como parámetro la díada G-LG

informada por Miller y Blunt40 de la Tabla 5.14, ambas asignaciones son consistentes

tomando como variación aceptable S 0,5 ppm.

Con respecto a las diferencias entre LG3S de B. montagnei y de (1'.confluens, las matrices

diferencia LG3S - LG que dan la contribución derivada de la sulfatación en 3 son

básicamente coincidentes:

LG3S —LG (B. montagnei) = [ -0,l -2,2 +7,5 -l,6 -l,l 0 ]

LG3S —LG (G. corgfluens) = [ -0,2 -2,0 / -l,8 +7,7 -l,9 -0,5 0 |

Duarte e! al. informan 78,0 ppm (valor corregido) para el C-3 de LG3S; si bien esta señal

aparece en los espectros de CP y G2' de G. confluem‘, la misma desaparece en G2'l)es pero

persiste con cierta intensidad en CPDes. La resonancia de 77,l ppm corresponde a una señal

ancha y compleja, de mayor intensidad que la anterior, en los espectros de CP y G2' que

desaparece en ambos casos luego de desulfatar. Teniendo en cuenta que la desulfatación en la

posición 3 fue de 80%, para CP, y de 88 %, para G2' (Tablas 5.7 y 5.8), se confirma la

asignación de 77,l como correspondiente a C-3 de LG3S en G. con/Inem, mientras que el

pico de 78,0 ppm permanece por ahora asignada a C-4 de LAG2M. Las diferencias puntuales

en el desplazamiento químico de C-3 de LG3S quizá se deban a la inclusión de este residuo en

díadas distintas. Como se dijo más arriba, es probable que la díada G6M-LG3S sea más

abundante que la díada G-LG3S para los polisacáridos en estudio. Además la señal ¡04,6 ppm

(103,9 ppm corregida en 0,7 ppm), atribuida a C-l de G unida a LG3S en B. monlagnei es una

señal muy minoritaria en G. confluem‘ que aparece tanto en GZ' como en G2'I)es y es menor

l‘)2



Galactanos sulfarados

en CP que en CPDes, por lo que no es posible que en estos polisacáridos corresponda al

carbono anomérico de una díada sulfatada.

Tabla 5.19. Asignaciones (en ppm) de algunas díadas contenidas en los galactanos sulfatados

de Boslrychia monlaygynciay comparación con otras asignaciones

Unidad C-l C-2 C-3 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+ 0,7h 101,2 69,7 7| ,3 79,6 72,4 6| ,4

LG (Tabla 5.14)c 100,9 69,3 71,0 79,3 72,2 61,1

LG (G. confluens)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)d 101,1 67,6-67,8a 79,0 77,1 71,6 61,4

“Espectros registrados en D20, a 70°C, desplazamientos químicos relativos a acetona a 30,2 ppm.

bDesplammientos químicos corregidos en 0,7 ppm, con fines comparativos.

cDesplazamientos químicos de LG en la díada G-LG (Tabla 5.14), con fines comparativos.

dDesplazamientos químicos de la Tabla 5.18, con fines comparativos.

Las resonancias de los residuos LG2M se corresponden con las publicadas previamente por

Usov, corregidas por un desplazamiento constante de «0,4 ppm's.

En la Tabla 5.18 no se indicaron los componentes dc las díadas para el conjunto de

residuos formado por G, G6M, LG, LG3S y LG2M porque se consideró que en estos casos la

influencia del sustituyente sobre un residuo sería despreciable sobre el residuo vecino.

La contribución correspondiente a la sulfatación en 4 para G4S, en una díada del tipo G4S­

LG, pucde calcularse de tres maneras posibles:

i) a partir de la matriz diferencia G4S —G en las díadas G4S-LAG y G-LAG (Tabla 5.14);

G4S-LAG — unidad [i-D- [ -0,3 +0,3 -2,5 +7,9 -0,7 -0,4 ]

G-LAG = unidad a-L- [ -l,9 -0,2 -0,3 -0,3 -0,3 -0,2 ]

ii) a partir de la matriz diferencia entre las díadas G4S-LAGZM y G-LAG2M (Tabla 5.14):
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G4S-LAG2M — unidad [3-0- [ -0,2 +0,3 -2,9 +7,8 -0,l 0,0 ]

G-LAG2M = unidad a-l.- [ -0,5 - ]

iii)a partir de la matriz diferencia entre las díadas G4S-DAG y G-DAGSÓ,pertenecientes a la

familia de los carragenanos (Tabla 5.20):

Tabla 5.20. Asignaciones (en ppm) de díadas pertenecientes a carragenanos y matriz diferencia

correspondiente a la contribución de sulfataeión en la posición 4 de B-l)-galactosa

Unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

G48 ¡02,5 69,6 78,9 74,| 74,8 6|,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 6|,3

DAG 94,7 70.2 79,4 78,0 76,8 69,5

G4S-DAG — unidad B-l)— [ 0,0 +0,l -l,5 +7,7 -0,5 0,0 ]

= Unidad(l-l)- l +016 -0’3 '092 +073 010 0,0 l

Si se cumple la condición de conformación constante (págs. 193-194) entre las diadas G-LG y

G4S-I.G y si además la variación en los desplazamientos químicos es semejante (a pesar de

tratarse de una extrapolación de unidades LAG a LG), la aplicación de la aproximación

matricial da como valores relevantes:

i) Para la unidad G4S: 103,6 (C-l); 78,8 (C-3); 77,0 (C-4); 75,2 ppm (C-S); y para la unidad

LG: 99,4 ppm (C-l);

ii) Para la unidad G4S: ¡03,7 (C-l); 78,4 (C-3); 76,9 (C-4); 75,4 ppm (C-S); y para la unidad

LG: 100,8 ppm (C-l);

iii)Para la unidad G48: l03,9 (C-l); 79,8 (C-3); 76,8 (C-4); 75,4 ppm ((3-5); YPara Ia unidad

LG: lOl,9 ppm (C-l).

Las señales observadas en la región anomérica de los espectros muestran una señal algo

más ancha a 103,9 ppm en las muestras nativas que se hace más aguda en los productos

desulfatados (Figs. 5.6 y 5.7). A 99,] ppm hay un pico que fue asignado a LG2M, aunque

también podría estar constituido por otras resonancias de unidades distintas cuyos

desplazamientos químicos coinciden. Por lo tanto, es posible atribuir tentativamentc estas

señales a 103,9 y 99,1 ppm a los earbonos anoméricos de las unidades [l y a en una díada
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G4S-LG. El C-3 de G4S fue estimado a 78,4-79,8 ppm, sin embargo no hay señales en los

espectros registrados que disminuyan su intensidad en esta región al desulfatar los

polisacáridos. La señal a 77,9 ppm —asignadaa C-4 de LAG2M- está presente en CP y G2',

es poco intensa en GZ'Des y mediana en CPDes, y podría vincularse a C-3 solamente si se

infiere que en CPDes hay sustitución remanente con sulfato en la posición 4, además de xilosa

en la misma posición, luego de la desulfatación. Existe una señal a 75,5 ppm que

correspondería a C-S 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 sustitución

con sulfato tendría que observarse en C-4 de G4S, cuyo desplazamiento químico estimado es

de 76,8-77,0 ppm. La señal ancha y compleja entre 77,1 y 76,9 ppm que aparece en los

espectros de CP y 02', en parte atribuida a C-3 de LG3S, también puede asociarse a C-4 de

G4S.

Los espectros obtenidos para las muestras sometidas a degradación de Smith fueron

también muy complejos (Fig 5.6.a y 5.7.a). No hay antecedentes bibliográficos de residuos de

G4X ni hay datos que permitan hacer una estimación de sus desplazamientos químicos.

Lamentablemente no se pudo detectar la desaparición de los picos derivados de G4X, aunque

se notó la ausencia de las señales a 101,7 y 66,0 ppm. El carbono anomérico dc unidades de

B-D-xilopiranosa fue relacionado con el pico a 101,7 ppm's, mientras que el C-5 se atribuyó a
40.48.57

la señal a 66,0 ppm (Tabla 5.16), ambas estaban presentes en los espectros de las

muestras nativas y desulfatadas y ausentes en los productos de degradación de Smith.

También se registraron los espectros de G2'Dl, GZ'DS y G2'D7 (Fig. 5.8), las fracciones

principales aisladas a partir de G2' por cromatografia de intercambio aniónico. Las fracciones

G2'D5 y G2'D7, con contenido de sulfato y composición en monosacaridos similares,

mostraron espectros semejantes entre sí y a G2'. Sin bien el espectro de G2'Dl —conmenor

sulfatación y contenido de 3,6-anhidrogalactosa- resultó con peor resolución que los demás

de la serie, mostró dos diferencias relevantes en la región anomérica. Un pico más intenso a

101,3 y un hombro a 101,1 ppm resultaron consistentes con un porcentaje menor de

sulfatación, en particular con menor contenido de unidades LG3S. La ausencia de señales a

98-99 ppm reflejó cl bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa y su derivado 2-()-metilado. En

los espectros de G2'D7, G2'D5 y G2' se observan dos señales bien resueltas a 104,2 y 103,9

ppm, mientras que la intensidad a campos menores disminuye en el espectro de GZ'Dl. Este

hecho constituye una evidencia adicional a favor de la asignación tentativa de los carbonos

anoméricos de la díada G4S-LG que se realizó anteriormente. El esquema de sustitución

general que se deduce para estas subfTacciones a partir de los espectros RMN l3C es
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consistente con la conclusión que GZ' es una muestra polidispersa homogénea en

composición.

Fig. 5.8. Espectros RMN I3Cde GZ’D7 (a), GZ’DS (b), GZ’DI (c) y 02’ (d) registrados a l25

MHz y 30°C.
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En resumen estos polisacáridos aislados de Georgiella confluens son agaranos altamente

metilados con bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa, cuyas unidades de B-D-galactosa

poseen ramificaciones simples de xilosa en la posicion 4 ó están sulfatadas en la misma

posición, la sulfatación principal ocurre sobre la posición 3 de las unidades de a-L-galactosa.

5.3. ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE G3'

Conociendo los resultados del análisis estructural de CP y 02', se llevó a cabo un estudio

estructural abreviado sobre 03'.

Los resultados de la metilación de G3' se indican en la Tabla 5.21. También se realizó una

aminación reductiva con l-fenilamina quiral sobre el producto de metilación hidrolizado. a fin

de determinar la relación 2,6-di-()-metil-D- : 2,6-di-()-metil—L-galactosa.

Tabla 5.2|. Análisis por metilación (moles %) de G3'y G3'Des’

03' G3'Des 02' GZ'Des

2,3,4-Me, Xil 7 6 3 8

2,3,4,6-Me‘. Gal 2 2 5 7

2,4,6-Me3 Gal 26 35 23 33

2,3,6-Me; Gal 8 25 ll 27

2-Me AnGal 6 7 6 5

2,6-MezGal 31“ ¡6‘ 29d ¡2°

3,6.Me2 Gal 3 5 2 4

2,3-Me2 Gal 3 tr 4 2

2,4-Me2 Gal 5 I 4 |

6-Me Gal 4 2 4 I

2-Me Gal 5 l 4 ­

aSe incluyen GZ'y GZ'Des (Tabla 5.5) con fines comparativos.
bRelación2,6-di-()-metil-I)- :-l.-galactosa l5:l6.
cRelación 2,6-di-()-mctil-I)- :-I,-galactosa l l:5.
dRelación 2,6-di-()—metil-l)—:-L-galactosa 14:15.

cRelación 2,6-di-()—meti|-D—:-I,-galactosa 10:2.

Esta fracción fue sometida a desulfatación con una relación sulfato-CTMS 12380,

calentando a ¡00°C durante 8 h. El producto desulfatado, G3'Des, dio un rendimiento del

75% y contenía 6,1% de sulfato, equivalente a una desulfatación del 63%. Las composiciones

del polisacárido nativo y el desulfatado fueron similares (Tabla 5.3).
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El producto G3'Des fue metilado (Tabla 5.21) y se llevó a cabo el procedimiento de

aminación reductiva para determinar la configuración absoluta de las unidades parcialmente

metiladas. La composición de los monosacáridos parcialmente metilados fiJe 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 más notorias son 2,4,6-tri-()-metílgalactosa (CP:

26, CPDes: 30), 2,6-di-()-metil-D-galactosa (CP: 20, CPDes: ¡2) y 2,6-di-()—mctil-L-galactosa

(CP: 25, CPDes: 5). El polisacárido crudo, CP, contenía mayor proporción de 2,6-di-0-metil­

D- y 2,6-di-()-metil-L-ga|actosa que las fracciones 02' y 03', lo que indicaría que en el

polisacárido total hay mayor grado de sustitución en la posición 4 de las unidades de D­

galactosa enlazada por 3 y en la posición 3 de las unidades de L-galactosa enlazada por 4.

Paralelamente, CP tiene el mayor contenido de xilosa (Tabla 5.3) —aunquegeneralmente el

contenido de 2,3,4-tri-()-metilxilosa en el análisis por metilación suele ser menor que el

informado en la composición en monosacáridos debido a la volatilidad elevada del

monosacárido trimetilado58 —ypresenta la mayor disminución en las unidades de 2,6-di-()­

metil-D-galactosa luego de la desulfatación. Esto resultaba consistente con un mayor

porcentaje de sustitución en la posición 4 tanto con sulfato como con inosa. Si bien el

aumento de 2,4,6-tri-O-metilgalactosa entre CPDes y CP sólo fue de 4 unidades, esta

variación debería haber sido mayor ya que 2,6-di-()—metil-D-galactosasólo puede derivar en

2,4,6-tri-0-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 análisis por metilación (moles %) de CP, 02', G3'y sus

derivados desulfatados CPDes, G2'Des y GJ'Des

CP CPDes 02' GZ'Des 03' G3'l)es

2,4,6-Me_¡Gal 26 3o 23 33 m ' 26 35 "

2,3,6-Me, Gal 5 24 l l 27 8 25

2,6-Megl)-(}al 20 ¡2 ¡4 IO ¡5 ll

2,6-Me2 L-Gal 25 5 15 2 ¡o 5

En los tres casos fue claro el aumento de 2,3,6-tri-0-metilgalactosa a expensas de 2,6-di­

()-metil-L-galactosa. Para CP el aumento fue de 19 unidades y la merma de 20, para 02' las

variaciones fueron de +16 versus -l3, mientras que para 03' fiieron de +17 versus -9. Esto

significaría que en 02' y especialmente en G3' las unidades de 2,3,6-tri-0-mct¡lgalactosa

derivaban no solamente de 2,6-di-()-metil-L-galactosa sino también de 2,3-di-0­
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metilgalactosa y 2-()-metil-L-galactosa, equivalentes a la presencia de residuos LGóS y

LG3SóS en los polisacáridos iniciales.

De todas maneras es importante recordar que CP es el polisacárido crudo, de cuyo

fraccionamiento surgieron G2' y G3' como fracciones mayoritarias. Es de esperar que estas

fracciones sean más homogéneas en composición que el material de partida, con menor

contribución de cadenas de bajo peso molecular, y que los resultados correspondientes a las

mismas sean más relevantes.

Se registraron los espectros RMN '3C tanto de 03' —a80°C, operando a 75 Ml lz- como de

G3'Des —a30°C, operando a 125 Mllz- (no incluidos como figuras). En ambos casos las

señales observadas fueron consistentes con las asignaciones incluidas en la Tabla 5.18.

La señal a 78,0 ppm. que había sido asignada por Duarte e! al.” a C-4 de LG3S y que

tentativamente se sugirió correspondiente a C-3 de G4S en Ia sección anterior, persistió

nuevamente en el espectro de G3'Des. Por lo tanto, no parece atribuible a ninguna unidad

sulfatada dentro de este sistema de galactanos y permanece vinculada solamente a C-4 de

LAG2M.

Sólo se encontraron algunas diferencias sutiles al comparar los espectros de G3' con CP y

GZ', que también surgieron cuando se observaron los correspondientes a G3'Des frente a

CPDes y G2’Des. Las señales de C-4 y C-S de G y GóM aparecieron como algo más intensas

para G3', hecho que estaría de acuerdo con la existencia de bloques de agarano con menor

sustitución en la posición 4 de estas unidades tanto con sulfato como con xilosa. Por Io demás

la composición de la cadena central de galactano y su esquema de sustitución resultaron

coincidentes con las estructuras básicas delineadas para CP y GZ'.
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5.4. CONCLUSIONES

En conclusión, los polisacáridos estudiados de (1'. con/Inem presentan las características

siguientes:

l- 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 posición 4 de unidades de B-D-galactosa;

4- sulfatación principalmente en la posición 3 de (JL-L-galactosa;

5- sullataeión menor en la posición 4 de [l-D-galactosa.

Fig. 5.9. Estructuras predominantes propuestas para los polisacáridos de (1'. confluens (los
porcentajes están basados en la sustitución de los residuos de (1- ó B-galactosa en las
posiciones indicadas)
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Si bien no fue posible determinar cuáles eran los residuos que se encontraban formando

díadas con las unidades de B-I)-galactosa sustituidas en 4, las demás estructuras

predominantes propuestas para estos polisacáridos se muestran en la Fig. 5.9. Tres de las

características mencionadas (puntos 2, 3 y 4) son relevantes y se desarrollan a continuación.

La presencia de ramificaciones simples de xilosa sobre la posicion 4 de unidades de B-D­

galactosa fue informada con anterioridad solamente para los polisacáridos de Lenormandia

angusfi/blia, Lenormumlíu chuuvim'i59y en Laurencia undulalabo, todas ellas pertenecientes a

la familia Rhodomclaceac del orden Ccramiales.

La sulfatacion en C-3 de las unidades de a-L-galactosa es algo más frecuente y fue

detectada en los siguientes galactanos sulfatados no gelificantes. Dentro de Corallinaceae,

Corallinales, fue encontrada en:

i) Corallina officinalis45 donde aproximadamente el 25% de las posiciones 3 de las unidades

de LG estaban sulfatadas.

ii) Joculator maximus47donde un 15% de unidades LG presentaban esta sulfatación.

iii)Corallina piluli/erala y Bossíella crelacea6| donde se detectaron pequeñas proporciones en

el análisis por metilación.

También fue hallada cn Khallymenia berggreniz"2 (Cryptonemiales), cuyo agarano estaba

sulfatado en casi todos, si no en todos, los grupos hidroxilo disponibles sugiriendo una

sulfatación casi al azar.

El análisis de las posiciones de unión del galactano sulfatado de Placamium costatum59

(Plocamiaceae, Plocamiales) reveló que las unidades enlazadas por 4 estaban casi

completamente sulfatadas en 3 y un porcentaje elevado de las unidades enlazadas por 3 lo

estaban en 4. Por espectroscopía RMN l3C se determinó que las unidades a estaban presentes

tanto en configuración l. como en D, aproximadamente en cantidades iguales, aunque los

autores no pudieron estimar la proporción de unidades sulfatadas en C-3 ni su configuración

absoluta.

Los galactanos de dos especies de Tremarocarpus, T. acicularis y T. dichotomus63

(Gigartinales, aunque este género también file asociado a Plocamiales), fueron analizados por

RMN I3C y se determinó que en ambos casos las díadas principales correspondían a

GZS(4,6P)-LGZS3S y GZS-LG3S, donde aproximadamente la cuarta parte de los carbonos

primarios están sustituidos con sulfato o xilosa. El 80% de las unidades a enlazadas por 4

poseían configuración L y todas ellas estaban sulfatadas en C-3, cerca de la mitad tenían
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sulfatación adicional en C-2. Estos resultados plantean para los autores una revisión de la

taxonomía del género Trematocarpus.

También fiJe informada en varias especies de Ceramialcs:

i) (Iladhymenia oblongifolia37 (Rhodomelaceae), cuyo agaroide tenía niveles elevados de

sulfatación en casi todas las posiciones salvo en los hidroxilos axiales. Todas las unidades a

poseían la configuración L,el 40% de las cuales era galactosa (el resto era LAG), y a su vez el

10% poseía sulfato en C-3. Sin embargo los autores no pudieron establecer si se trataba de

residuos LG3S ó LG2S3S.

ii) Boslrychia monlagnei55 (Rhodomelaceae) mostró la presencia de un agarano sullatado y

metilado con una dispersión estructural inusualmente estrecha. Aproximadamente el 50-60%

de las unidades a enlazadas por 4 eran L-galactosa (el resto estaba presente como 3,6-anhidro­

L-galactosa) y estaban completamente sulfatadas en la posición 3, con proporciones menores

de sulfatación adicional en C-2 y C-6.

iii)El polisacárido extraído de Myriogramme denticulata“2 (Delesseriaceae) y algunos de sus

derivados fueron estudiados por RMN |3C. El galactano nativo es un agaroide constituido

ampliamente por la díada repetitiva G4S-LG2S3S. Miller propuso que los datos bibliográficos

disponibles sugerían que el predominio de unidades LG y niveles elevados de sulfatación

podían ser característicos de la familia Delesseriaceae.

En resumen, es la primera vez que se encuentra sulfatación en C-3 de a-L-galactosa en

Ceramiaceae, aunque esta sustitución sí había sido informada para otras familias

(Rhodomelaceae y Delesseriaceae) del orden Ceramiales. La xilosilación en C-4 de B-D­

galactosa fue hallada con anterioridad solamente en Ceramiales (dentro de la familia

Rhodomelaceae). Además, los agaranos de G. confluens no muestran propiedades geliticantes

de acuerdo con otros agaranos de especies del mismo orden: ('eramium rubrmn‘o'64 y

Carpoblepharis flaccidaós (Cerarniaceae); y Chondria decipiens“, Lenormandia chauvínii”,

L. unguslijblia”, Biyoc'ladia ericoides”, Osmundaria colensoi”, Laurencia lhyrsi/era”,

Cladhymenia 0h!on¿,r¡folia37y Bostrychia monlagnei55 (Rhodomelaceae).

Si bien la proporción de unidades LAG/LGÓS no es de importancia taxonómica, debido a

que es una función estacional en la vida de las algas, sí es importante la presencia o ausencia

de LAG y su precursora LGóS dentro del polisacárido. Stortz y Cerezo66 propusieron un

modelo de esquemas de sustitución presentes en galactanos de algas rojas representado por un

prisma triangular cuyos vértices están determinados por el tipo de unidades de a-galactosa,

enlazadas por la posición 4, presentes en el polisacárido (l’ig. 5.10). Cada uno de los seis
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vértices corresponde a una estructura extrema y están representados por: DAG, DG, DGóS,

LAG. LG y LGóS. Dentro de este modelo, los polisacáridos de G. confluens —concontenido

bajo de LAG y casi despreciable de G68- se ubican muy cercanos al vértice correspondiente a

los coralinanos y sobre el lado formado por el segmento LAG-LG.

Fig. 5.10. Modelo dc prisma triangular según la estructura de las unidades de a-galactosa.

DG

ej.: canagenano g
Galactanos sulfatados
de Ge¡rgiella confluens

LG
ej.: coralinano

DAG

ej.: carragenanos B,K,t
LGóS
ej.:Tercer extremo de
Yaphe para agar LAG

ej.: agarosa

La utilidad de los polisacáridos de algas rojas como indicadores quimiotaxonómicos está

directamente relacionada con la variabilidad limitada de la composición de la cadena central

de estos polisacáridos (aún bajo extremos ambientales) y el tipo y la frecuencia de sus

modificaciones, cuando tienen lugar. La introducción o remoción de grupos O-metilo como

sustituyentes con el fin de cambiar las conformaciones de los polímeros y sus características

fisicas sin alterar la composición básica del polisacárido, en respuesta a un estímulo

ambiental, es un aspecto básico de la bioquímica de estas macromoléculas. La capacidad de

producir dichas modificaciones puede estar vinculada con características genéticas inducidas

por el ambiente en las paredes celulares de algas rojas“.

Se ha sugerido una relación entre la fuerza de los geles y el esquema de sustitución de los

agarocoloides. La interrupción de las unidades disacarídicas repetitivas que conforman la

cadena central de los agaroides por distintos sustituyentes podría interferir con cationes

divalentes pequeños y uniones hidrógeno entre los polisacáridos de la pared, y también
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alterarían el contenido de agua y la actividad de la pared celular. listos cambios afectan a su

vez las características de la matriz tridimensional formada durante la gelificación“.

Reed67 propuso que las células que poseen paredes lo suficientemente flexibles para

acomodar ligeros cambios de volumen eran más tolerantes a cambios bruscos de salinidad

evadiendo el daño causado por la separación entre membrana y pared celulares. Una

disminución en la fuerza del gel de los polímeros de la pared, causada por sustitución elevada

por grupos metilo, daria como resultado una pared más blanda. Esto puede representar una

adaptación para evitar el daño celular. lnversamente, un alga sujeta a un descenso brusco de la

salinidad está en riesgo a causa de un aumento de la presión de turgencia. En este caso, la

respuesta más apropiada sería contar con una pared celular más rígida.

Adicionalmente, cambios en la metilación pueden afectar el grado de hidratación de la

pared celular. La ()-metilación puede excluir agua de la pared. En cambio, una disminución

puede aumentar la hidratación, afectando la partición del agua del protoplasto y promoviendo

el uso de la pared como elemento amortiguador de los cambios en el nivel de agua del

protoplasto. De todas maneras, el grado de sulfatación es la propiedad química con mayor

probabilidad de estar asociada a la retención de agua de estos polímeros. Otro aspecto a tener

en cuenta es que estos polisacáridos complejos pueden actuar como protección contra

patógenos que carezcan de sistemas enzimáticos capaces de degradar estas paredes

celulares“.

Es posible que la considerable diversidad de estructura y sustitución en los galactanos sea

valiosa como característica taxonómica. Estas características pueden depender de la presencia

o ausencia de una propiedad determinada, o bien de la medida en que dicha propiedad está

presente en la estructura química del galactano. El primer factor puede resultar mas relevante

y Miller publicó un trabajo de revisión63 aplicando la teoría de conjuntos, donde encontró

evidencias razonables para apoyar la ausencia o presencia de relaciones estructurales a nivel

de orden y, posiblemente, de familia taxonómicos. Es importante recalcar la lógica básica de

esta teoría: podremos decir que si el género es X, entonces ocurrirá la sustitución Y, pero esto

no implica que el esquema de sustitución Y requiera el género X. Sin embargo, la falta de

número suficiente de datos hace que las conclusiones sean tentativas hasta ahora. lis en este

contexto que es importante examinar los polisacáridos contenidos en un rango amplio de

variedades de algas. Los polisacáridos extraídos del alga roja Georgiella con/Inem son muy

interesantes a nivel estructural ya que es la primera vez que se encuentra un sistema de

polisacáridos que reúnen dos características inusuales en galactanos de algas rojas: sulfatación
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en la posición 3 dc unidades de a-L-galactosa y sustitución con ramificaciones simples dc

xilosa en la posición 4 de B-D-galactosa.
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CAPÍTULO 6

DESULFATACIÓN DE GALACTANOS SULFATADOS CON

AGENTES SILILANTES. APLICACIÓN A CARRAGENANO

KAPPA Y CARATERIZACIÓN DE LOS PRODUCTOS

6.1. INTRODUCCIÓN

El análisis estructural de galactanos de algas rojas requiere frecuentemente dc la

determinación de la posición de unión de los ésteres sulfato presentes en los polisacáridos.

Esto se puede lograr por comparación entre un estudio por metilación del polisacárido nativo

y un estudio por metilación del polisacárido desulfatado. La diferencia entre las posiciones

sustituidas en uno y otro caso da la ubicación de los grupos sulfato. Por lo tanto, una

determinación estructural rigurosa implica contar con un método que remueva los ésteres

sulfato sin modificar el resto del polisacárido.

El presente Capítulo contiene una Introducción (Sección 6.1) donde se describen los

antecedentes vinculados a: métodos de desulfatación aplicados a polisacáridos (6.1.1-6.l.4);

carragenano beta (6.1.5); espectroscopía RMN de carragenanos de las familias kappa y beta

(6.1 .6-6.l .8).

En la Sección 6.2 se describen resultados concernientes a:

i) el desarrollo de un nuevo método dc desulfatación para polisacáridos de algas rojas y, en

particular, su aplicación a carragenano kappa comercial (Sigma) (6.2. l );

ii) la caracterización por espectroscopía RMN de carragenano beta —el producto de

desulfatación obtenido a partir de carragenano kappa (6.2.2).

6.1.]. DESULFATACIÓN ÁCIDA

El primer método de desulfatación aplicado a polisacáridos fue utilizado por Kantor y

Schubertl para condroitin sulfato, empleando cloruro de hidrógeno metanólico (0,06 M. 24 h

a temperatura ambiente). Esta reacción es adecuada para polisacáridos cuyas características

estructurales confieren cierta estabilidad a la unión glicosídica. Así el contenido de ácidos

urónicos de condroitin sulfato dificulta la hidrólisis de las uniones, minimizando la

despolimerización.
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Dolan y Rees2 desulfataron carragenano lambda, forzando las condiciones y el tiempo de

reacción (35°C, 48 h). Registraron espectros infi'arrojos en etapas intermedias de la reacción y

confirmaron que las velocidades de eliminación del sulfato eran las mismas que se habían

encontrado para monosacáridos: la desulfatación de la posición ecuatorial (C-2 y C-3 de

galactosa) es más rápida que la del sulfato en posición axial (C-4 de galactosa) y en posición

primaria. Sin embargo, el producto aislado, sin diálisis, presentaba despolimerización elevada.

El método se utilizó sobre el polisacárido del alga roja Phyllimem'a cornea3, que contenía

una alta proporción de galactosa metilada —un25% de metilación total, fundamentalmente

sobre C-2 y en cantidades menores en C-4 y C-6—,logrando desulfatación por tratamiento con

cloruro de hidrógeno 0,15 M durante 48 horas. Se atribuyó al gran porcentaje de unidades

metiladas la estabilización de las uniones glicosídicas y la menor degradación.

Los carragenanos kappa o polisacáridos similares son imposibles de desulfatar por esta

técnica debido a la gran labilidad de la unión 3,6-anhidrogalactosídica.

6.1.2. DESULFATACIÓN SOLVOLÍTICA

Tomando como base la reversibilidad de la reacción del trióxido de azufre con

monosacáridos en piridina4 y los datos previos sobre solvólisis de esteroides y sulfolípidos

sulfatados, Usov y Kochetkov desarrollaron la desulfatación solvolítica. En el esquema 6.1 se

indica el mecanismo propuesto para sulfatos de esteroides sometidos a solvólisis utilizando

distintos éteres como solventes. Este 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 desulfatación solvolítica de esteroides sulfatados

\ n o' \ I _
/C\ O/ 3 , /C\O. ¡226-303

OR/ \R

R20*—soa' +H20 ——> ROR + H+ + HSO4'
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El método solvolítico se aplicó a la desulfatación de monosacáridos sulfatados, utilizando

como solventes dioxano. piridina, N,N-dimetilformamida (DMF) y DMSO“. Los mejores

resultados se obtuvieron con dioxano, DMSO dio resultados buenos también y con piridina la

reacción procedió dilieultosamente. No se perdieron grupos lábiles como acetilo, benzoílo o

isopropilideno. lil eatión, la posición del sulfato y la naturaleza de los sustituyentes vecinos

influenciarían el curso dc la reacción. Las mejores condiciones para la eliminación del grupo

sulfato cn monosacáridos protegidos, solubles en dioxano, eran trabajar en este solvente y

partir de la sal piridínica correspondiente. Agregando clorhidrato de piridina al mcdio de

reacción, ya que a vcees la sal de piridinio es dificil de obtener, la desulfatación resultaba

activada y los rendimientos eran excelentes para cualquier eatión inicial.

El procedimiento solvolítico fue aplicado al galaetano sulfatado de Laingia pacifica". El

contenido de sulfato no varió cuando se trató la sal de sodio en DMSO, mientras que la sal de

piridinio fue desulfatada —condespolimerización considerable- por tratamiento tanto en

DMSO como en DMF (contenido final de sulfato: 1,4%). A fm de disminuir la degradación,

la reacción se llevó a cabo en DMSO con 2% de piridina dando lugar al polisacárido

desulfatado con alto rendimiento, menor despolimerización y manteniendo la composición del

galaetano original. Con fines comparativos, se realizó una desulfatación de la sal de sodio del

mismo polisacárido con cloruro de hidrógeno 0,09 M en metano], obteniéndose un

rendimiento de sólo 40% y reduciendo el contenido de 3,6-anhidrogalactosa a la tercera parte

para lograr el mismo grado de eliminación de sulfato.

Los autores comprobaron que una segunda solvólisis no era efectiva a menos que el

polisacárido fuera reconvertido a la sal de piridinio7. Por lo tanto, la presencia de sulfato

residual luego del primer tratamiento estaba originada por conversión incompleta de la sal de

sodio en la sal de piridinio mediante el intercambiador eatiónieo.

Posteriormente. los autores profundizaron el estudio de la reacción utilizando dextran

sulfato (48% sulfato) en varias formas salinas y distintos solventes orgánicos“. Cuando

trataron la sal de sodio en las condiciones usuales de metanólisis ácida, fueron necesarios

cuatro tratamientos sucesivos para eliminar completamente el sulfato. La ruptura de los

enlaces glieosídicos fue muy elevada. Estudiaron la influencia del reemplazo parcial de

metanol por dioxano o DMSO. En todos los casos disminuyó la velocidad de la reacción, sin

mejorar significativamente las desventajas encontradas con metanol puro.

Evaluaron además la influencia del eatión (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 en términos de reducción del contenido de sulfato,
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rendimiento y composición del producto. No cra necesario convertir la sal sódica del

polisacárido en otra forma catiónica, sólo era suficiente con agregar a la mezcla de reacción

cloruro de piridinio en cantidades equimolares al polisacárido. 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 —oal

menos su “hinchamiento” (swelling)—en dioxano. Las sales de trietilamonio y tributilamonio

fueron ineficientes, mientras que la sal de trioctilamonio se desulfató por calentamiento con

rendimiento excelente y degradación mínima.

Más tarde, se informó la desulfatación del 81% del carragenano obtenido de Iridaea

undulosa9 —con30,8% de sulfato y 16,5% de 3,6-anhidrogalactosa- por solvólisis de su sal de

piridinio en DMSO conteniendo 2% de piridina. Luego de 9 h de calentamiento el

rendimiento fue cercano al 80% sin que hubiera señales de degradación. Tiempos mayores de

reacción produjeron despolimerización, sin cambios en la composición.

En 1977, Nagasawa, lnoue y Kamatalo informaron la desulfatación solvolítica de sales de

piridinio de polisacáridos sulfatados por calentamiento en DMSO conteniendo 10% de agua o

metanol. Probaron la reacción de heparina (como sal de piridinio) en DMSO con l; 5 y 10%

de agua o metano] a varias temperaturas y tiempos de reacción. La velocidad de desulfatación

a 100°C aumentó ligeramente al aumentar el contenido de agua o metano] de l a 10%, siendo

los mejores resultados correspondientes a metano]. Ocurría una desulfatación rápida debida a

N-desulfatación de heparina, dentro de la primera hora de reacción, y luego se eliminaban los

sustituyentes de las demás posiciones. Se aplicaron a otros glicosaminoglicanos (condroitin

sulfato, dennatan sulfato, heparan sulfato) las condiciones encontradas para heparina. Estos

compuestos fueron desulfatados más fácilmente que la heparina utilizando DMSO con 10%

de agua a 80°C.

En 1990, Fumeaux y StevensonIl publicaron una ligera modificación al procedimiento, al

desulfatar un xilogalactano de Chondria macrocarpa calentando la sal de piridinio en DMSO­

metanol-piridina (89:10:l) a 100°Cdurante 4 h. El polisacárido redujo el contenido de sulfato

de 16 a 3% y mantuvo su composición en monosacáridos. El análisis por metilación reveló

que las unidades de galactosa estaban sulfatadas en las posiciones 2 y 6 fundamentalmente.

La gran mayoría de los trabajos publicados sobre análisis estructural de galactanos

sulfatados de algas rojas que utilizan la desulfatación como herramienta de análisis aplica el

método solvolítico en alguna de las tres variantes enunciadas (DMSO-piridina, DMSO­

HzO/MeOII, DMSO-MeOH-piridina). El procedimiento suele dar buenos resultados pero

requiere la elección de un catión y un solvente adecuados para cada polisacárido”. En algunos
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casos la reacción no es eficiente, como fuera informado por Stortz y Cerezo” para

polisacáridos aislados de Iridaea undulosa y como se viera para los galactanos sulfatados de

Georgiella con/lucns (Cap. 5).

6.1.3. DESULFATACIÓN CON ÁCIDO PIROMELÍTICO

ljn un intento por lograr un método de desulfatación alternativo y que diera mejores

resultados, Miller y Blunt desarrollaron en 1998” un procedimiento que emplea ácido

piromelítico (ácido bencen-l,2,4,5-tetracarboxílieo, PMA). Utili7aron carragenano iota.

carragenano lambda y porlirano como compuestos modelo. Los productos fueron estudiados

por espectroscopía RMN '3C, a sabiendas que la presencia de cantidades pequeñas (< 5%) de

otras unidades podía pasar desapercibida pero con la ventaja de analizar el producto de

manera directa, sin recurrir a la formación y el aislamiento de derivados químicos que

llevaran a posibles pérdidas selectivas de compuesto.

Así como la presencia de ácido cataliza la desulfatación, también promueve la

despolimerización. Por eso se agregó piridina al DMSO usado como solvente. de modo que la

única fuente de protones fuera el ion piridinio y se minimizaran los efectos de los contraiones

aniónicos. Sin embargo, cuando la reacción se llevó a cabo con dioxano y ácido piromelítico

el carragenano beta —productototalmente desulfatado de carragenano iota- representó el 90%

de los productos, y con ácido tricloroacético sólo un 20% del producto era carragenano beta.

Probablemente, el efecto del contraión estuviera relacionado con un anión grande y con carga

difusa. Eligieron al ácido piromelítico como el reactivo para el resto de los experimentos.

En la Tabla 6.] se muestran los efectos de temperatura, tiempo y concentración de ácido en

la desulfatación de carragenano iota. Como era de esperar, un aumento de la temperatura

produjo mayor desulfatación y degradación del polímero: la reacción 7 tuvo solamente ¡0%

de rendimiento. Metanol, agua y fluoruro inhibieron la reacción. La desulfatación del

carragenano iota proeedería en etapas, en la secuencia iota—>kappa—)beta.No encontraron

mezclas de reacción que contuvieran los tres polisaeáridos ni tampoco carragenano alfa (G­

DAGZS). Si bien informaron la composición del producto, no aelararon cuáles fueron los

rendimientos de estos ensayos.
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Tabla 6.1. Desulfataciones con PMA sobre canagenano iota (2 g)

PMA (8) Temp. (°C) Tiempo (h) Reactivos(g) productosl (% B)

l 0,5 l lO 4 MCOH (5) 0

2 0,5 Ilo 2 Hzo (4) 0

3 0,5 110 4 Hzo (4) 20

4 0,5 l IO 4 50

5 l,5 l lO 4 79

6 0,3 140 2 80

7 0,3 l40 3 98

8 ¡,5 80 4 - 50

9 ¡.5 l30 l,5 70

10 ¡,5 l30 3 — 70

aLos productos consistian en carragenanos kappa o beta solamente.

Al comparar las reacciones 5, 9 y lO de la Tabla 6.1, los autores concluyeron que la

reacción se detenía cuando llegaba a un cierto punto, presumiblemente, porque uno de los

productos de reacción —qui2á803- inhibía la reacción. Entonces llevaron a cabo nuevos

experimentos en condiciones anhidras en presencia de aceptores de SO3, como A5203 o

Sb203. En estas condiciones se obtuvieron rendimientos elevados de carragenano beta (Tabla

6.2). El uso de fluoruro como aceptor de sulfato muestra que es posible remover el sulfato de

la posición 2 selectivamentc a partir de carragenano iota para obtener canagenano kappa. Si

bien se logra el mismo resultado con agua o metano], también hay mayor hidrólisis del

polisacárido. El uso de fluoruro sobre carragenano lambda llevó a la eliminación 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 desulfatación debe aplicarse con cautela.
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Tabla 6.2. Desulfataciones con PMA de galactanos sulfatadosa

Sustrato Aceptor Tiempo Producto Rend.b

(h) (%)

Carragenano iota MeOH ¡,25 Carragcnano kappa 63

Carragenano iota McOH 2,5 Carragenano kappa 49

Carragenano iota NaF 3 Carragenano kappa 82

Carragenano iota A5203 3 Carragenano beta 67

Carragenano iota szOJ 2-4c Carragenano beta 68

Carragenano lambda A5203 3 Lambda desulf.d 7l

Carragcnano lambda NaF 3 Lambda desulf.c 75

Carragenano kappa NaF 3 Ver texto 87

Porfirano A520; 3 Porfirano desulf.r N72“

aTodas las reacciones se hicieron partiendo de 2 g de material de partida; I,5 g de PMA y

proporciones constantes de DMSO y piridina, a ¡20°C.

bBasado en valores teóricos de polímeros anhidros.

cEn ambos casos dio el mismo rendimiento del mismo producto.

dProducto libre de sulfato en las tres posiciones.

cProducto libre de sulfato en posición ecuatorial, remoción del 85% del sulfato primario.

rProducto libre de sulfato.

gBasado en el valor estimado de sulfatación en el material inicial.

En conclusión, Miller y Blunt lograron el desarrollo de un método adecuado de

desulfatación de polisacáridos por “disolución” en DMSO y calentamiento a 120°C durante 3

h, en presencia de ácido piromelítico, piridina y un aceptor de sulfato anfote'rico y que no

forme uniones hidrógeno, entre los cuales se prefieren A5203 y Sb203. En este trabajo, los

autores no hacen en ningún momento determinaciones adicionales de pesos moleculares ni de

contenido de sulfato de los productos aislados.

6.1.4. DESULFATACIÓN SELECTIVA CON AGENTES SlLlLANTES

En 1992, Takano el al.IS publicaron el primer trabajo de una serie vinculada a la

desulfatación regioselcctiva de posiciones primarias mediante agentes sililantes. Así, N,0­

bis(trimetilsilil)acetamida (BTSA, l) y N,()-bis(trirnetilsilil)trifluoroacetamida (BTSTFA, 2)

fueron efectivas en la desulfatación 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 aplicó con éxito a la eliminación de sulfato unido a la posición 6 de meti]

galactósidos. Obtuvieron entonces dodecanol, ciclohexilmetanol y metil galactósido

desulfatados y trimetilsililados, mientras que no fiJe posible detectar la formación de

ciclohexanol o galactósidos sililados a partir de ciclohexilsulfato o de metil galactopiranósido

2-. 3- ó 4-sulfato.

O—SÍ(CH3)3 0—SÍ(CH3)3

H30

N—Si(CH3)3 N-—SÍ(CHa)a

Investigaron más profundamente la reacción de metil a-D-galactopiranósido 6-sulfato con

BTSA, estimando el grado de desulfatación para varias concentraciones de BTSA.

Posiblemente la sililación de grupos hidroxilos consumió el reactivo sin dar desulfatación

para las concentraciones de BTSA inferiores a cuatro equivalentes de hidroxilos, incluyendo

los libres y los sulfatados. A 80°C durante l h, el requerimiento mínimo de BTSA para

desulfatación completa fue una relación molar BTSA : (hidroxilos libres y sulfatados) de 15:1

(Fig. 6.1). Para una relación de 20 equivalentes de BTSA a 40, 60 y 80°C las curvas de

desulfatación versus tiempo de reacción siguieron una ecuación cinética de pseudo-primer

orden, de acuerdo con el exceso de BTSA respecto del monosacárido. Las constantes de

velocidad estimadas fileron 5,5 x 10‘1 s"; 1,2 x lO'3 s'l y 3,0 x lO‘3 s'l para 40, 60 y 80°C

respectivamente. Todas ellas resultaron mucho mayores que el valor de 9,3 x 10's s'l

informado para la hidrólisis de galactosa 6-sulfato con ácido clorhídrico 0,25 M (solución

acuosa) a 100°C'6.
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Fig. 6.1. Efecto de la concentración de BTSA sobre la desull'atación de metil a4)­

galactopiranósido 6-sulfato.
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80 ,'

60 9'
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[BTSA]!([OH]+[OSO;' ])

Otros intentos de desulfatación resultaron infructuosos cuando los reactivos fiieron

trimetilsililimidazol, iodotrimetilsilano y N,()-bis(trimetilsilil)carbamato. Por otra parte, el

tratamiento de mctil 6-()-p-tolilsulfonil-a-D-galactopiranósido 3 -compuesto análogo al

galactósido sulfatado- no dio el metil galactósido desulfatado y trimetilsililado. Tampoco

hubo desulfatación cuando se trató la sal de piridinio de metil galactósido 6-sulfato en

ausencia de BTSA, en un experimento control.

Los autores hicieron ciertas consideraciones relativas al mecanismo posible de la reacción.

Dado que B'I‘STFA es capaz de sililar el ion sulfato inorgánico para dar

bis(trimetilsilil)sulfato”, sería probable que BTSTFA y BTSA fueran capaces de transformar

al hemiéster 4 en el diéster 5 (Esquema 6.2).

La formación de 5 parece ser necesaria para el progreso de la desulfatación porque BTSA

no desesterificó el mctil 6-()-p-tolilsulfonil-0L-D-galactopiranósido 3.
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Esquema 6.2. Reacción de desulfatación-sililación

R—CH2—O_503-——> ------>
4 5 6

El mecanismo de la desulfatación con BTSA no puede ilustrarse por simple analogía como

la reacción inversa a la sulfatación con arilsulfatola —basadaen la esterificación y subsecuente

fisión de alquilo del intermediario inestable diéster sulfato 10 (Esquema 6.3)- ya que

trimetilsililimidazol y iodotrimetilsilano son compuestos fuertemente dadores de sililo que

deberían convertir a 4 en 5, pero no dieron 6.

Esquema 6.3. Sulfatación con intermediario arilsulfato

o o o
om ph [red]

Qo-soz—c¡__> \k 3 —>
0

0
8 9

0 o 0 0 o OOSO3C3H¡2—-> —> + OH
0 O

¡0 ll

Los autores sugieren que la desulfatación podría proceder a través de la formación de un

intermediario que involucre a BTSA. Dado que la desulfatación procedió con BTSA aun

luego de tratar con trimetilsililimidazol y iodotrimetilsilano, podría formarse otro

intermediario a partir de 5 y BTSA que produjera el compuesto 6. La especificidad hacia los

sulfatos unidos a 0-6 puede explicarse en términos de una configuración particular de este

segundo intermediario que favorecería estéricamente una ruptura concertada de la unión del

éster y la formación de un enlace sililéter. La selectividad también puede justificarse por otro

camino que involucra una sustitución nucleofilica iniciada por el ataque de un anión sobre el

átomo de carbono adyacente al éster sulfato (Esquema 6.4), que es análoga a la desulfatación

alcalina de carbohidratos'920. Sin embargo, este esquema requiere una explicación para la

formación de un nucleófllo tal como el anión sililoxilo.

2l8
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Esquema 6.4. Desulfatación por sustitución nucleofilica

Nu'A /jsosl Nu
OH CH;

—> + 3042'

00H3 OCH,

La sal de piridinio de metil a-D-galactósido 2,6-disulfato fue tratada con BTSA a 60°C.

durante 2 h, a escala preparativa. La desililación del producto y su aislamiento de la mezcla de

reacción en resinas de intercambio iónico dieron metil a-D-galactósido 2-sulfato en

cantidades cuantitativas.

En 1993 publicaron la aplicación de la desulfatación específica en la posición 6 a

polisacáridos2| mediante BTSA. Los polisacáridos utilizados fueron:

i) funorano, extraido del alga roja Gloiopehis complanala, con una estructura repetitiva GóS­

LAG;

ii) porfirano, extraído del alga roja Porphyra yezoyem'is, con una estructura repetitiva G­

LGÓS;

iii)dermatan sulfato. constituido básicamente por la díada repetitiva —)4)-B-D-GlcpA-(l—>3)­

B-D-GlcpNAc4S-( l —)

iv)condroitin sulfato, que contiene las díadas —)4)-B-D-GlcpA-(l—)3)-B-D-GlcpNAc68-(l —)y

—)4)-B-D-GlcpA-( l —)3)-B-D-GlcpN Ac4S-( l —)

Las reacciones se llevaron a cabo en piridina anhidra, a partir de las sales de piridinio

correspondientes y con una relación molar BTSA : moles totales de grupos hidroxilo

(incluyendo los sulfatados) 20:1. Al finalizar, el exceso de reactivo y los grupos

trimetilsililoxilo fueron destruidos por agregado de agua.

Funorano resultó desulfatado completamente por tratamiento con BTSA en piridina y la

mayoría de los grupos sulfato de porfirano fueron removidos (Tabla 6.3). En cambio,

dermatan sulfato prácticamente no se modificó y menos del 50% de los sulfatos de condroitin

sulfato resistieron la reacción con BTSA. La posición de los grupos sulfato para los cuatro

polisacáridos se determinó por espectroscopía RMN “C antes y después del tratamiento. Una
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cromatografia de filtración por geles indicó que la reacción con BTSA no afectó

significativamente los pesos moleculares de dermatan sulfato y condroitin sulfato.

Tabla 6.3. Contenido de azufre (% en masa) de los polisacáridos antes y después de ser tratados con

agentes sililantes

Polisacárido Nativo Con BTSAn Sin BTSA“ Con TSIM“ Sin BTSAc

Funorano 6,2 0 6,0 6,] 4,0

Porfirano 4,4 |,l 4,3 4,2

Dcnnatan sulfato 5,1 4,7 5,0 5,1 4,6

Condroitin sulfato 6,6 2,2 6,5 6,4 ­

llEn piridina a 60°C por 2 h.

lTSIM: N-trimetilsililimidazol.

°l3n DM SO a 80°C por 5 h.

Las condiciones de reacción fueron similares a las empleadas en la desulfatación

solvolítica, salvo por la presencia de BTSA. Cuando las sales de piridinio de los polisacáridos

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 polisacárido

sulfatado son poco solubles en piridina, por adición de TSIM los grupos hidroinO serían

sililados dando un derivado soluble en piridina, pero sin que ocurra desulfatación de ningún

tipo (ni siquiera solvolítica). Es posible desulfatar a derrnatan 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 desulfatación. Por lo tanto, el agente

sililante no colaboró en el proceso solvolítico sino que lo impidió eliminando la humedad

residual del sistema. Los autores sugirieron que BTSA juega un rol particular en la

desulfatación específica, que involucra un mecanismo desconocido pero que no es solvolítico.

Además la piridina parece mejorar la efectividad de BTSA ya que la reacción de funorano con

BTSA en DMSO file mucho menos eficiente que en piridina.

En 1995 publicaron la evaluación de varios reactivos sililantes para la desulfatación de

hidratos de carbono”. Hicieron reaccionar las sales de piridinio de metil a-D-galactósido 3- ó

6-sulfato con gran exceso de agente sililante en piridina a 40°C. Dado el exceso de reactivo,

las reacciones fueron de pseudo-primer orden y las constantes de velocidad se estimaron por

el grado de desulfatación logrado para cada compuesto ensayado.
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Clasificaron a los agentes sililantes en tres grupos de acuerdo con su constante de

desulfatación km. respecto de la correspondiente a la reacción solvolítica km,(Tabla 6.4). Los

reactivos del grupo A no producían desulfatación, los del grupo B accleraban la desulfatación

de la posición ó pero eran ineficientes para la posición 3 y los del grupo C removían los

grupos sulfato de manera no específica. Los reactivos del grupo A disminuyen la velocidad de

desulfatación solvolítica presumiblemente por remover el agua residual del sistema. Los

reactivos de los grupos B y C promoverian la desulfatación por un mecanismo distinto del

solvolítico.

Aunque la eficiencia dc los compuestos del grupo C es menor que la demostrada por los

agentes selectivos, podrían ser reactivos potenciales para la desulfatación de hidroxilos

primarios y secundarios.
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Tabla 6.4. Relación de las constantes de velocidad de metil a-D-galactósido 3- y 6-sulfato

con (ksn)y sin (kmf) agente sililante

Grupo Reactivo sililante k,,»¡/km,

6-su1fato 3-sulfato

A N-(trimetilsilil)imidazol 0 0

l-(trimetilsili1)-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

NIN J. u, . k. fl ., 0,5 o

hexametildisiloxano 0,5 0,1

isopropenoxitrimetilsilano 0 0

1-metoxi-3-(trimeti|sililoxi)-l ,3-butadieno 0,1 0,2

l-(lrimctilsilil)propino 0,7 0,1

bis(trimetilsilil)acetileno 0,5 O

B N,0-bis(tr¡meti|si| iI)acetam ida 21,6 0

N-metil-N-(trimetilsiIil)acetamida 14,9 0

N-metil-N-(trimetilsílil)trifluoroacetamida 36,4 0

hexametildisilazano 1,2 0,4

heptametildisilazano 4,5 0

N,N-dieti|am inolrimetilsilano 1,4 0

l -metoxi-1 -(trimeti|si|iloxi)—2-metil-I -propeno 1,1 0,2

C trimetilsililazida 1,7 3,1

trimetilsililisocianato 2,4 3,8

bis(trimetilsili|)carbodiimida 2,1 7,8

l-metoxi—2-(trimetilsililoxi)propano 2,1 3,1

trimetiletoxisilano 2,1 4,2

4-(trimetilsililoxi)—3-penten-2-ona 4,5 3,8

acetato de trimetilsililo 1,5 3,8

trifluoroacctato de trimetilsililo 2,3 2,0

adipato de bis(trimetilsililo) 1,9 3,4

clorotrimetilsilano 3,9 3,4

aLos valores estimados para kw. a 40°C para los sulfatos en las posiciones 6 y 3 ñJeron de

9,0 x 106 s" y 1,8 x 10" s'l respectivamente.



6.1.5. CARRAGENANO BETA

El carragenano beta, de estructura disacarídica repetitiva G-DAG, se encontró algunas

veces en la naturaleza como parte dc carragenanos híbridos o bien de moléculas mezcladas,

pero nunca como un polisacárido puro. A continuación se enumeran aquellos casos cuya

estructura fue confirmada por espectroscopía RMN.

El primero en ser caracterizado por espectroscopía RMN (los datos espectroscópícos se

detallan más adelante) fue el carragenano de Eucheuma gelatinae”, que se identificó como un

carragcnano híbrido compuesto predominantemente por carragenano beta, con carragenanos

kappa (G4S-DAG) y gamma (G-DGÓS, precursor de beta) como componentes minoritarios.

Los autores no informaron el contenido de sulfato de las muestras, sólo estimaron su ausencia

o presencia por espectros IR.

El polisacárido de Furcellaria fasligiala", se parece al carragenano de gelatinac pues

ambos poseen carragenanos kappa y beta. La diferencia entre ambos parece ser la

organización de los componentes mayoritarios y minoritarios en la cadena central: en E.

gelatinae estaban en bloques mientras que en F. fastigiatu las díadas de beta y kappa

aparecían mezcladas. Greer y Yaphc fueron los primeros en proponer al carragenano beta y a

su precursor, denominado carragenano gamma, como constituyentes de la familia beta de

estos polisacáridos de algas rojas (Sección 1.2.3. l ).

Knutsen y Grasdalen25 estudiaron los polísacáridos insolubles en solución de cetavlon de

Furcellaria Iumbricalis. Luego de ser sometidos a tratamiento alcalino, presentaron espectros

RMN '3C con señales típicas de carragenanos kappa y beta en proporción aproximadamente

equimolar. También detectaron señales minoritarias de carragenano gamma.

Los polisacáridos estudiados de Tylolus oblusutus, modificados previamente en medio

alcalíno, tienen estructuras correspondientes a carragenanos beta y kappa en relación molar

aproximada 7013026.

Renn e! al.27aislaron carragenano beta con contenido de sulfato menor a 0,85% a partir de

extractos acuosos, sometidos a tratamiento alcalino previo, obtenidos de Eucheuma gelatinae.

Eucheuma speciosa y Endocladia muricalum. Para ello, precipitaron los componentes con

mayor contenido aniónico mediante una sal de amonio cuatemaria, separaron las fracciones

que permanecían solubles (51,2% del material inicial) y las cromatografíaron en una columna

de intercambio aniónico de DEAE-celulosa (60,8% rendimiento de la columna).

Los polisacáridos de la pared celular de Melanema nodosum están compuestos
. . . . . . 23

prmcrpalmente por carragenano kappa/rota, con algo de beta como componente minoritario .
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El alga Catenella m'pae contiene otro integrante de la familia beta: el carragenano alfa,

cuya unidad repetitiva es G-DAGZS y fiJe informado por primera vez para muestras

recolectadas en Birmania por Zablackis y Santos en 198629. Años más tarde, Liao e! al.30

detectaron carragenano iota como componente mayoritario de preparaciones de la misma

especie pero obtenidas de ejemplares de Australia y Filipinas. Finalmente en 1996, Falshaw e!

al.3| reexaminaron las muestras de Birmania y estudiaron otras de Tailandia usando técnicas

químicas y espectroscópicas modernas como hidrólisis reductiva parcial, metilación y

espectroscopía lR y RMN monodimcnsional y bidimensional. Ambas muestras estaban

constituidas por carragenanos alfa y iota, con la diferencia que la birmana tenía algo más de

carragenano alfa y la tailandesa poseía proporciones minoritarias de beta y kappa.

En las secciones 6.1.6-6.l.8 se hacen referencia solamente a los datos de literatura sobre

espectroscopía RMN vinculados a la familia beta y otros carragenanos relevantes para su

estudio.

6.1.6. RMN "C

Rochas et al. 32 asignaron todas las señales registradas a temperaturas distintas de los

espectros de di-, tetra- y octasacárídos de fórmula general (DAG-G4S)n, obtenidos por

hidrólisis enzimática de un carragenano kappa (Tablas 6.5 y 6.6).

Tabla 6.5. Desplazamientos químicos (ppm) del espectro RMN 'JC de neocarrabiosa kappa (DP l)

a 30 y 90°C

Unidad Temp (°C) C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

G4Sra 30 91,95 66,85 74,9 74,6 69,2 6| ,l

90 92,4 67,5 76,0 75,3 70,3 61,3

G4SrB 30 96,l 5 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 94.3 69.1 80,5 69,7 77,0 68,6

90 95,2 70,3 80,9 70,3 77,5 69,]
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Tabla 6.6. Desplazamientos químicos (ppm) del espectro RMN IJC correspondiente a las

unidades internas de neocarraoctaosa kappa (DP 4) a 30 y 80°C

Unidad Temp (°C) C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

G45 30 ¡02,0 69,0 78,0 73,4 74,3 60.8

80 ¡02,2 69,3 68,7 73,8 74,5 6| ,l

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

Análogamente, Grecr, Rochas y Yaphe33 utilizaron oligosacáridos derivados de

carragenano iota, como compuestos modelo para el análisis estructural de dicho polisacárído

por RMN “C a distintas temperaturas (Tabla 6.7). La temperatura de registro del espectro

afectaba los valores de los desplazamientos químicos. Los efectos más notorios involucraban

a los carbonos del enlace glicosidico (C-l de G y de DAG, C-3 de G y C-4 de DAG). Estos

resultados, junto con los correspondientes a oligosacáridos de carragenano kappa,

demostraron un ligero cambio conformacional de los oligosacáridos relacionado con la

temperatura.

Tabla 6.7. Despla7amientos químicos (ppm) del espectro RMN lJC correspondiente a las unidades

internas de oligosacáridos (DP 3) y polisacárído iota a 30 y 80°C

Unidad Temp (°C) C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-6

G4S (DP 3) 30 102,56 69,49 77,32 72,32 75,l 3 6|,62

G4S (DP 3) 80 ¡02,29 69,46 77,15 72,26 74,95 61,40

G4S (polímero) 80 102,22 69,43 77,l 5 72,20 75,00 6 l ,34

DAGZS (DP 3) 30 92,33 75,2] 78,05 78,75 77,10 70,Il

DAGZS (DP 3) 80 92,03 75,06 77,86 78,37 76,89 69,89

DAGZS (polímero) 80 92,] I 74,86 77,85 78,34 76,89 69,85

En la Tabla 6:8 se indican las asignaciones informadas para las díadas componentes de los

carragenanos de la familia beta y de carragenanos kappa y iota.

El espectro dc carragenano kappa a 80°C en D20 dio l l señales”, de las cuales una a 69,6

ppm era más ancha y se dividió al variar la composición del solvente (Tabla 6.8). El espectro

era característico de una estructura regular disacaridica con l2 átomos de carbono distintos.

Había dos señales a 73,8 y 61,1 ppm más intensas que las demás (al menos dos veces la altura

normal de los picos), probablemente debido a diferencias en el tiempo de relajación de los

carbonos correspondientes. El espectro de carragenano iota, registrado en las mismas
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condiciones, también mostró 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 independiente de la naturaleza del contraión (Na+ o K+) y de la temperatura, en

condiciones donde se mantenía la conformación al azar. Además era independiente del tiempo

de adquisición y del campo, como se mostró en espectros registrados a 63; 22 y 15 MHz.

Tabla 6.8. Desplazamientos quimicos (ppm) de las díadas presentes en carragenanos kappa, iota y los

pertenecientes a la familia beta

Carragenano Unidad Ref. C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

¡c(020) G4S 34" 102,2 69,6 78,7 73,8 74,5 61,1

DAG 94,9 69,8 78,9b 78,0b 76,5 69,55

K (DMSO) G4S 34b 104,3 70,4 80,3 72,5 75,3 61,2

DAG 96,8 71,4 31,0b 79,4" 77,3 69,9

G4S 31c 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 35d 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

DAGZS 94,7 75,4 78,1 78,3 77,1 70,0

apiruvilado G4,6P 36"tz 101,9 69,1 76,7 67,4 66,7 65,5

DAGZS 91,4 75,2 77,7 78,3 77,1 69,9

a metilado 06M 37U1 102,4 69,5 76,9 72,6 73,2 71,9

DAGZS 92,1 75,1 78,0 78,6 77,3 69,8

“Espectros registrados en D20, a 80°C; desplazamientos quimicos relativos a HMDS externo.

l’Espcctros registrados en DMSO-dó, a 80°C; desplazamientos químicos relativos a HMDS externo.

cEspectros registrados en D20, a 30°C; desplazamientos quimicos relativos a DMSO (39,6 ppm).

dEspectros registrados en D20, a 90°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,5 ppm).

°Espectros registrados en D20, a 50°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,6 ppm).

rEspectro registrado en D20 a 80°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,6 ppm).

‘Desplazamientos químicos de metilo, acetal (configuración R) y carbonilo a 25,5; 101,6 y 175,7 ppm,

respectivamente.

hSeñal de metilo a 59,0 ppm.
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Del carragenano gamma, precursor del beta, sólo se informaron los desplazamientos

químicos de los carbonos diagnósticos C-l (104,8 ppm) y C-4 (65,8 ppm) de la unidad G y

también C-l (96,3 ppm) y C-ó (68,3 ppm) de la unidad DG6S23.

6.1.7. RMN 'H

Los hidrógenos metilénicos de 3,6-anhidro-D-galactosa presentan desplazamientos

químicos distintos y sc denominan H-óa y ll-ób según:

H-6b

OH

Los primeros estudios vinculados a carragenanos se realizaron con compuestos modelo.

Izumi38 asignó el espectro de metil 3,6-anhidro-a-D-galactopiranósido en D20 (Tabla 6.9),

donde había solapamicnto parcial de las señales de ll-2 y H-6b —deducidopor comparación

con el espectro del derivado acetilado 2,4-di-O-acetil-3,6-anhidro-a-D-galactopiranósido.

Tabla 6.9. Datos de RMN Ill correspondientes a metil 3,ó-anhidro-a-D-galactopiranósidoa

Desplazamientos químicos (ppm) Constantes de acoplamiento (Hz)

H-l ll-2 ll-3 H-4 H-S H-6a H-6b Ju Ju 13.4 14,5 Js_(.- JS“, JMb

5,l 5 5,99 5.63 5,51 5,59 5,78 5,95 2,8 5,8 <0,5 2,0 2,9 <0,5 ¡0,8

aEspectro registrado en D20, a 20°C; desplazamientos quimicos relativos a DSS.

Ruiz Contreras e! al.” estudiaron los espectros protónicos de las sales de sodio de metil 0.­

D-galactopiranósidos monosulfatados (Tabla 6.10). La comparación con metil a-D­

galactopiranósido mostró que el grupo sulfato desprotegía los protones vecinales y geminales.

La sustitución en posiciones secundarias causó efectos a 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 en 0,1-0,4 ppm
, . . , . . , - 3

segun la onentacnon axnal o ecuatorial del proton vecmal. Los valores de Ju" en todos los
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casos fueron similares, indicando que ¡a sulfatación no producía distorsión significativa de la

conformación 4C. ni cambios en las poblaciones de rotámeros alrededor del enlace C-5-C-6.

Tabla 6.10. Datos de RMN lH correspondientes a metil a-D-galactopiranósido (Me a-D-Galp) y

sus derivados monosulfatados“

Compuesto Desplaramientos químicos (ppm)

H-l H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b OCH;

Me a-l)-Galp 4.837 3,8] 9 3.8| ¡ 3,968 3,897 3,74¡ 3,752 3,4¡4

Me a-D-Galp 2S 5,] 3| 4,443 3,940 4,048 3,923 3,749 3,763 3,428

Me a-D-Galp 3S 4,899 3,982 4,477 4,324 3,935 3,75l 3,759 3,430

Me a-D-Galp 4S 4,867 3,855 3,941 4,7l 3 4,030 3,8¡0 3,755 3,425

Me a-D-Galp 6S 4,842 3,830 3,828 4,0] 8 4,¡48 4,2¡4 4,¡ 58 3,42l

Compuesto Constantes de acoplamiento (Hz)

J ¡2 J 2.3 J 3.4 J 4.5 J 5.6' J 5.6b Jue»

Me a-l)-Ga|p 3,2 ¡0,2 2,7 ¡,2 4,¡ 8,3 -¡ ¡,8

Me a-D-Galp 2S 3,8 ¡0,2 3,7 ¡,0 4,2 8,1 -¡ ¡,8

Me a-l)-Galp 3S 3,8 ¡0,3 3,2 ¡,l 4,¡ 8,2 -¡ ¡,8

Me a-D-Galp 4S 3,9 ¡0,4 3,3 n,d, 4,¡ 8,3 -¡ 2,0

Me a-D-Galp 6S 3,0 ¡0,3 3,3 0,8 4,¡ 8,3 -lO,8

'Espectros registrados en D20. a 27°C; desplazamientos químicos relativos a acetona (2,225 ppm).

Los acetalcs del ácido pirúvico se detectan fácilmente por la señal del grupo metilo en la

región de «l ,56 ppm“), muy lejos de otras características de los azúcares.

Lamba e! al.4| llevaron a cabo un estudio sobre neocarrabiosa (disacárido DAG-G, Tabla

6.] l). Algunas de las señales aparecían desdobladas, dando lugar a intensidades menores que

un protón como consecuencia del equilibrio entre anómeros a y B. Los espectros medidos

sobre muestras recién preparadas mostraron que predominaba el anómero [3,pero el equilibrio

se alcanzaba en menos de una hora.
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Tabla 6.1]. Asignación dc los desplazamientos químicos y constantes de acoplamiento de

neocarrabiosaal

Unidad Desplazamientos químicos (ppm)

ll-l l‘l-2 H-3 H-4 H-S H-6a l-l-6b

DAG 5,102 4,095 4,4l3 4,538 4,46l 4,08l 4,236

G 4,655 3,626 3,880 4,l 70 3,7] l 3,8l l 3,772

Unidad Constantes de acoplamiento (Hz)

J ¡.2 12.3 1.1.4 13.5 14.5 Jiúa 15.61» J baóh

DAG 2,5 5,5 -0,2“ ¡,2 ¡,9 3,5 -02" 40,7

G 7,9 9,9 3,4 0,9 7,9 4,4 -l l,6

aEspectro registrado en D20, a l5°C; desplazamientos químicos relativos a acctona (2,225 ppm).

bValores dentro del error experimental.

Rashid y Mackie“2 sintetizaron metil carrabiósido (Me G-DAG) y determinaron los

desplazamientos químicos de los protones junto con las constantes de acoplamiento

correspondientes (Tabla 6.12).

Tabla 6.12. Asignación de los desplazamientos químicos y constantes de acoplamiento de metil

carrabiósidoa

Unidad Desplazamientos químicos (ppm)

ll-l l l-2 H-3 l-l-4 l-l-5 H-6a l'l-6b OMe

Mc 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)

J ¡.2 12.3 13.4 J4.5 15m 151m Jam

Me DAG 2,5 5,4 <0,5 l,9 3,0 <0,5 -l0,9

G 7,6 ¡0,0 3,5 <0,5

“Espectro registrado en 020: desplazamientos químicos relativos a acctona (2.225 ppm).

Knutscn e! al.”43 llevaron a cabo estudios de cspectroscopia RMN ll-I aplicada a

carragcnanos de Furcellaria Iumbricalis y oligosacáridos derivados. Determinaron por datos

espectroscópicos que cl galactano sulfatado poseía una cadena central compuesta por una

estructura repetitiva G-DAG, donde el 50% dc las unidades de B-D-galactosa estaban
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sulfatadas en la posición 4. Los datos obtenidos por RMN l3C de la muestra tratada con base

indicaron que la relación de intensidades para los carbonos anoméricos de DAG en las díadas

DAG-G48 y DAG-G era cercana a la unidad. El espectro protónico de furcellarano,

denominación que recibe el polisacárido extraído de esta alga, luego de ser sometido a

tratamiento alcalino presentaba señales de intensidades aproximadamente iguales a 5,09 y

5,1 l ppm, que se asignaron a los protones anoméricos de la unidad DAG unida a G4S y a G

respectivamente. La señal de H-4 de G4S fue 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 ciclación, vincularon el pico a 5,20 ppm y un

hombro a 4,87 ppm a los protones anoméricos de la díada G4S-DGóS, precursora de G4S­

DAG, y la señal a 5,3 ppm sc relacionó con ll-l de DGÓSen carragenano gamma (G-DGÓS).

6.1.8. RMN bidimensional

En 1992, Knutsen y Grasdalcn“ publicaron un trabajo muy interesante sobre el uso de

oligosacáridos de neocarrabiosa con diferentes longitudes y grados de sulfatación como

compuestos modelo para espectroscopía RMN 'H. lnformaron la asignación de los espectros

RMN a temperatura ambiente de varios oligosacáridos derivados de carragenanos (Tablas

6.13-6.16). Las asignaciones se hicieron en base a experimentos DQCOSY (double-quantum

COSY) y de correlación 'H-l3C y por comparación con varios oligosacáridos sulfatados en C­

4 del tipo neocarrabiosa informados por Rochasn.

Los residuos se nombran siguiendo las reglas de nomenclatura de la Sección 1.2.3; el

núcleo en cuestión se indica con números. Se agrega la terminación “nr” para las unidades del

extremo no reductor, mientras que las del extremo reductor se designan DAGr y Ga,B (o

G4Sa,B). Cuando sc aprecian efectos del equilibrio (1,6 sobre los residuos DAG del extremo

reductor, estos se indican como DAGa o DAGB (por ejemplo, para el hexasacárido

neocarrahexaosa 4',43.45-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 protón

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 químicos de neocarratetraosa 4',43-disulfato (DAG-G45-DAG-G4S)"

Unidad c-1 c-2 c-3 c-4 c-5 C-6

G480. 92,77 67,60 75,58 75,28 70,49 61,95

(¡4513 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 8|,28 70,44 77,79 69,45

DAGr 95,00 (13) 69,96 (13) 79,56 78,83 77,02 69,78

94.94 ((1) 70,l0 (0.)

aEspectro registrado en D20, a 25°C.

Las señales de los protones anoméricos se usaron como puntos de entrada para el análisis

del espectro COSY homonuclear. Las conectividades con los respectivos H-2 se observaron

fácilmente. Las resonancias a campos mayores (643,6ppm) correspondían a H-2 de unidades

G del extremo reductor en la forma B (Tabla 6.14). Para los residuos de galactosa unida por la

posición 3, no se vieron las correlaciones entre H-401 y H-So. debido a las constantes de

acoplamiento pequeñas. Debido a la superposición de los desplazamientos químicos de H-S y

H-óa,6b de las unidades G y G4S, no fue posible asignarlos en base al espectro COSY. Sin

embargo, luego de comparar los espectros de los oligosacáridos tipo kappa, era razonable

suponer que H-S y I’l-6a,bpertenecientes al extremo reductor resonaran a campos ligeramente

más altos que los mismos protones en el extremo no reductor y en los residuos G internos. En

esta región, las señales dc H-6b en R-G4Sa («-3,71ppm) estaban completamente separadas de

los H-S y H-6 restantes de unidades enlazadas por 3, mientras que la de H-6a de R-G4Sa

estaba separada sólo en parte de este grupo de señales. Las asignaciones de los demás H-6 y

H-S se hicieron a partir del espectro de correlación heteronuclear.

Para las unidades DAG todas las conectividades se vieron claramente, excepto aquellas

entre H-3/H-4 y ll-S/H-ób. Sin embargo, como cada uno de estos protones estaban acoplados

con otros dos, fue posible asignarlos sin ambigüedades (Tabla 6.15).

El equilibrio 01,6 mostró 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 oligosacáridos de neocarrabiosa'

Protón (UAG-G48)3 (BAG-048)2 DAG-G4S DAG-G-DAG-G4S DAG-G

G16 5,320 5,320 5,320 5,320 5,299

G 113 4,654 4,653 4,650 4,650 4,6l 5

Glnr 4,658 4,656 4,618

GI 4,660

0261 3,917 3,919 3,919 3,921 3,909

0213 3,593 3,595 3,594 3,597 3,587

Gan 3,596 3,601 3,603

02 3,599

G30. 4,165 4,174 4,165 4,171 4,055

G313 3,983 3,979 3,967 3,974 3,837

G3nr 4,003 4,000 3,866

G3 4,013

04a 4,901 4,899 4,895 4,897 4,185

G40 4,835 4,840 4,835 4,837 4,128

G4nr 4,855 4,855 4,139

G4 4,855

GSa 4,186 4,186 4,190 4,185 4,066

0513 3,774 3,774 3,774 3,77 3,670

GSnr 3,817 3,817 3,72

05 3,817

Góaa 3,790 3,79 3,793 3,79 3,726

GóaB 3,783 3,785 3,780 3,78 3,772

Góanr 3,800 3,800 3,7o—3,72

Góa 3,800

Góba 3,731 3,731 3,731 3,73 3,723

(361,13 3,783 3,783 3,783 3,78 3,733

Góbnr 3,800 3,800 3,70-3,72

Gób 3,800

aEspectros registrados en D20, a 25°C; desplazamientos químicos relativos a DSS (acetona a

2,225 ppm).
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Tabla 6.15. Dcsplanmicntos de RMN-'H de las unidades DAG dc oligosacáridos dc neocarrabiosaa

Protón (DAG-G4S); (DAG-G4S); DAG-G4S DAG-G-DAG-G4S DAG-G

DAGIa 5,120 5,]2l 5,l02 5,] l9 5,080

DAGIB 5,!03 5,]04 5.084 5,10] 5,062

DAG l nr 5,084 5,085 5,065

DAG I 5, I03

DAGZa 4.142 4.144 4,|06 4,|43 4,055

DAGZB 4,|42 4,144 4,|06 4,|43 4,055

DAGan 4.102 4,103 4,048

DAGZ 4, l 38

DAG3a 4.535 4,535 4,357 4,529 4,372

DAG3B 4,535 4.535 4,357 4,529 4.372

DAG3nr 4.352 4,352 4,367

DAG3 4,529

DAG4a 4,607 4,606 4,478 4,592 4,500

DAG4B 4.607 4,606 4,478 4,592 4,500

DAG4nr 4.479 4,483 4,502

DAG4 4,607

DAG5a 4,650 4,648 4,408 4,667 4,423

DAGSB 4.650 4,648 4,408 4,667 4,423

DAGSnr 4,409 4,409 4,423

DAGS 4,650

DAGóaa 4,06 | 4,062 4,020 4.053 4,032

DAGóaB 4.06l 4,062 4,020 4,053 4.032

DAGóanr 4,020 4,02] 4,032

DAGóa 4,06l

DAGóba 4,234 4,234 4,2 | 8 4,236 4,214

DAGóbB 4,224 4,224 4,202 4,2]9 4,|95

DAGóbnr 4.203 4,203 4,] 96

DAGób 4,224

’Espectros registrados en D20, a 25°C; desplazamientos químicos relativos a DSS (acetona a

2,225 ppm).
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Tabla 6.16. Constantes de acoplamiento (Hz) para oligosacáridos del tipo neocanabiosa 4-sulfato

G4S DAG

J l.2a 3,9 J |.2a 2,4

[s/nr/¡nta 7,9

Ju“ 10,3 Ju 5,4

B/nr/int 9,9

JM, 3,1 (2,5)b JM, p°

B/nr/inl 3,3

Ju, p 1...5 ¡,9

B/nr/int 0,95

151m 4,4 (6,2) 15.6,. 3,1

B/nr/int 8,2d (7,7)

Jibbu 3,] (6,2) Jser» P

B/nr/int 4,3cl (4,4)

16161,, -1 1,9(nm)c JM, -lO,6

B/nr/int -12,od(1 1,6)

aUnidades G4S internas.

hLas constantes de acoplamiento medidas para neocarrabíosa aparecen

entre paréntesis.

cDemasiado pequeña para ser medida.

dTomado de Ref. 45.

°No medida debido a desplazamientos químicos semejantes.

Las constantes de acoplamiento (Tabla 6.16) para DAG resultaron Jóafl,—lO,6Hz y Js‘óa3,1

Hz mientras que Js‘óbera muy pequeña para ser medida. En la literatura se habían informado

valores cercanos a estos para derivados de 3,6-anhidrogalactosa3s’4'.

Es de interés especial el análisis de los espectros del tetrasacárido parcialmente desulfatado

y de neocarrabíosa, por su vinculación con los resultados de este trabajo de Tesis. La

remoción del sulfato en la posición 4 de la unidad de galactosa, para dar DAG-G-DAG-G4S o

DAG-G. produjo un desplazamiento de las resonancias de H-l en DAGr y DAGnr de 0,02

ppm hacia campos mayores (Tabla 6.15). Se encontraron diferencias similares en los

espectros RMN lH de carragenanos extraídos de Furcellaria Iumbricaliszs‘“, Eucheuma

gelatinae y Endocladia muricata (resultados citados como no publicados en ese momento ni

hallados en búsqueda bibliográfica 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 dc ll-2 de la unidad DAG vecina hacia el extremo no reductor: había un

desplazamiento de «0,05 ppm hacia campos mayores. Se encontraron corrimientos similares

entre sí en los desplazamientos químicos de H-3, H-4 y H-S de DAG en las secuencias de

DAGnr-G4S-R’ con respecto a DAGnr-G-R‘, en la región 4,35-4,5 ppm. Los datos para los

dos pares de tetra- y disacáridos mostraron que lI-6a y I-l-6b, en posiciones fijas debido al

anillo 3,6-anhidro, se veían afectados de manera diferente por la presencia de un grupo 4­

sulfato. Para H-óa y ll-ób tanto de DAGnr-G-R’ como de DAGr-Ga/B, la sustitución por

sulfatación en 4 causaba un pequeño desplazamiento hacia campos menores de «0.007 ppm

para H-ób y uno hacia campos mayores de «0,012 ppm para H-óa.

En el oligosacárido DAGnr-Gnr-DAGr-G4Sa/B, las señales de H-I y l-l-2 de DAGr

estaban en la misma posición que las correspondientes a los mismos protones en el

tetrasacarido y el hexasacárido tipo kappa puros. Esto demostró que la desulfatación del

residuo de galactosa no afectaba significativamente las resonancias de los protones más

distantes en la unidad DAG más cercana hacia el extremo reductor. Si se apreciaron

diferencias en H-3. ll-4 y l-l-Sdebido a la proximidad con 0-4 en el residuo vecino.

Los desplazamientos químicos de los protones del extremo reductor (R-G4S) en

oligosacáridos distintos fueron similares y casi no variaron con el DP (Tabla 6.14). Las

resonancias de los anómeros B en general tuvieron los mismos valores, o muy parecidos, a los

de las unidades G4Snr o G48 internas en oligo- o polisacáridos.

La remoción del grupo 4-sulfato afectaba a los protones del mismo anillo de manera

diferente, al comparar con los análogos sulfatados, siendo el mayor efecto en ll-4 (4,7 ppm)

(Tabla 6.14). Al mismo tiempo, el valor de 13,4para el anómero a se reducía de 3,1 Hz (G4S)

a 2,5 Hz (G). La introducción de sulfatación en C-4 desplazó las resonancias de H-l de ambos

anómeros G4Sr hacia campos menores (0,02 ppm, para a; 0,035 ppm, para B), comparando

con los protones anome'ricos del extremo reductor de neocarrabiosa.

Recientemente, Yu e! al.46 llevaron a cabo un estudio de oligosacáridos derivados de

carragenano kappa. En particular, aislaron un pentasacárido, un heptasacárido y un

undecasacárido de estructura G4S-(DAG-G4S)l1 (n = 2; 3; 5) mediante hidrólisis ácida suave

de carraganeno kappa de Kappaphycus strialum y posterior cromatografia de intercambio

aniónico de alta resolución. Analizaron sus estructuras por espectrometría de masa ESI y

espectroscopía RMN lH y “C. lnformaron desplazamientos químicos de protones y carbonos

coincidentes con los publicados por Knutsen en 1992 y sólo aportaron datos nuevos sobre los

residuos G4Snr (Tablas 6.16 y 6. l 7).
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Tabla 6.17. Desplazamientos químicos (ppm) de RMN 'H de G4Snr en oligosacáridos de

earragenano kappaa

G4Snr en: ll-l H-2 H-3 H-4 H-S H-6’,6b

pentasacárido 4,60 3,49 3,78 4,65 3,67-3,88 3,67-3,88

heptasacárido 4,52 3,42 3,60-3,80 4,56 3,60-3,80 3,60-3,80

undeeasacárido 4,49 3,4] 3,60-3,78 4,57 3,60-3,78 3,60-3,78

aEspectros registrados en D20, a 25°C; desplazamientos químicos relativos a DOH (4,76 ppm).

El espectro HMQC lH-UC permitió asignar los carbonos en base a las asignaciones de los

protones. En la Tabla 6.18 se indican las señales de RMN l3C informadas para la unidad

G4Snr del pentasacárido G4S-(DAG-G4S)2. No se detectaron picos a 66,4 ppm

correspondientes a C-4 de G, por lo que el espectro HMQC confirmó que todas las unidades

de B-D-galactosa estaban sulfatadas en la posición 4 en estos oligosacáridos. 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. Desplazamientos químicos (ppm) de RMN L1Cde G4Snr en el pentasacárido

derivado de carragenano kappaa

Unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

G4Snr ¡05.0 76.0 79.2 74.3 63.8

°Espectro registrado en D20, a 25°C; desplazamientos quimicos relativos a HOD (4,76 ppm).

El estudio por espectroscopía RMN 13Cy lH llevado a cabo por Falshaw e! ¿11.3len 1996

sobre polisacáridos de Catenella nipae también es interesante. Mediante experimentos COSY

y TOCSY I3C 'H de segmentos de los polisacáridos en estudio y también de carragenano iota

(como compuesto modelo) pudieron:

i) verificar en forma independiente la asignación de RMN 13Cy 'H de carragenano iota

(comparando con los datos de Usov y Shashkov”);

ii) identificar por primera vez las señales características de 'Il y '3C de canagenano alfa.

Por RMN l3C no detectaron los componentes minoritarios de carragenanos beta y kappa en

las muestras, que sí vieron por RMN 'H en aquella originaria de Tailandia. Esto se debe en

parte a la sensibilidad relativamente pobre de la técnica para los núcleos “C y en parte a que

los desplazamientos químicos de los carbonos anome'ricos correspondientes a estos

polisacáridos son muy similares a los de los constituyentes mayoritarios, alfa y iota.
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Para evitar al máximo el uso de argumentos basados en analogías de desplazamientos

químicos, los autores realizaron experimentos RMN 2D COSY 'H-'H y “C-'H (HETCOR).

Para ello usaron muestras sometidas a despolimerización por oxidación con periodato,

reducción con borohidruro de sodio e hidrólisis ácida suave. Así obtuvieron fragmentos de

viscosidad y peso molecular reducidos.

La asignación de los espectros RMN “C y 'H obtenidos para segmentos de carragenano

iota se realizaron cn forma independiente. a partir de los espectros 2D aplicando solamente:

i) cl conocimiento de valores típicos de constantes de acoplamiento lH-lH cn residuos de B­

galactopiranósido y 3,6-anhidrogalactopiranósido (según Welti“) para poder predecir la

ausencia de ciertas correlaciones 'H-‘H;

ii) datos de experimentos DEPT para identificar las dos resonancias correspondientes a

metilenos;

iii)analogías entre desplazamientos químicos para diferenciar las señales de carbonos

anome’rieos y metilénicos como pertenecientes a tG ó IDAG (unidades G4S ó DAGZS de

carragenano iota). a fin de contar con puntos de entrada para el análisis de los espectros

2D.

A modo de ejemplo se comenta la metodología aplicada para asignar algunos residuos.

Unidad IG. Suponiendo que 102,4 ppm era el desplazamiento químico de C-l (Tabla 6.8),

luego los desplazamientos de H-l-l-l-4 y C-l-C-4 se identificaban rápidamente. La constante

de acoplamiento entre ll-4 y H-5 es muy baja en B-D-galactopiranósidos, por eso no se

observó la correlación 104,5. Esta situación también fue hallada en oligosacáridos de

neocarratetraosa kappa“ y en B-galactósidos en generalu'". Por otra parte, si 6| ,4 ppm era la

señal de C-6, entonces los picos de H-óa, H-ób y H-S se ubicaban juntos en un multiplete

centrado a 3,84 ppm. Los desplazamientos químicos se parecían lo suficiente como para que

no existieran correlaciones distinguibles de la diagonal. Teniendo ubicado a H-S,

determinaron C-S.

Unidad IDAG. Si 92.2 ppm era atribuido a C-l (Tabla 6.8), entonces quedaban asignados

H-l y H-2 sin ambigüedades (Tabla 6.19). La señal de l-l-2 estaba a 4,67 ppm como parte de

una señal compleja en el rango 4,65-4,70 ppm correspondiente a cuatro protones. Las

constantes de acoplamiento H-3-H-4 y H-S-H-ób son muy pequeñas en 3,6­

anhidrogalactopiranósidos por lo cual no se esperarían correlaciones intensas entre estos

45.49 Fprotones ntonccs distinguieron a H-3 por la correlación intensa que debía corresponder a

tDAG2,3 más que a 1DAG3,4, a partir de esto se encontró a C-3. Por el otro extremo del
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residuo, si la señal a 69,9 ppm —correspondicntea metileno según un experimento DEPT- era

C-6, entonces se podían identificar H-óa, H-ób, H-S y C-S. Sin embargo, como los

desplazamientos químicos de H-2 y H-S de esta unidad eran muy similares, no se pudieron

identificar inequívocamente por el espectro COSY |H-“C. Se registró un espectro TOCSY

IJC-lH núcleos de carbonos e hidrógenos vecinos (correlaciona más intensamente los átomos

de H-x y C-x, unidos entre sí, y además se ve una correlación menor entre H-x/C-x y H­

[x+l]/C-[x+l]). En este experimento se conectó DAGl (92,2/5,28 ppm) con DAG2, y a su

vez DAG2 correlacionaba fuertemente con DAG3 (77,9/4,85). Entonces, DAGZ se asignó a

75,2/4,67 ppm. Además la posición de DAGS quedaba confirmada por su conexión con

DAGóa y DAGób, resultando DAGS igual a 77,3/4,67 ppm. El pico remanente en 78,5/4,69

ppm se asignó a DAG4. Aunque el desplazamiento químico de H-4 era algo mayor que los de

H-2 y H-S, no se resolvieron en la región compleja del espectro COSY 'H-‘H. Como las

resonancias de H-4 y H-S eran muy cercanas entre sí, no había una correlación 1DAG4,5

discemible de la diagonal.

Segmentos alfa/i010. Para los segmentos alfa y iota de C. nipae tailandesa se aplicó la

misma metodología que la utilizada en los segmentos de carragenano iota comercial. Los

espectros COSY IH-ll'l y ¡JC-lll se registraron a 50°C para desplazar el pico de agua residual

a una zona libre de señales de interés.

En este punto los autores se cuestionaron si la yuxtaposición de una unidad disacarídica de

alfa y una de iota carragenano darían las resonancias caracteristicas en el espectro RMN 2D

de un carragenano alfa/iota. Dadas las bandas relativamente anchas encontradas, pensaron que

sólo hacía falta considerar la influencia de los vecinos más próximos. En ambos tipos de

polisacáridos las unidades G estaban rodeadas por DAGZS. Sólo diferían en la presencia o

ausencia de un grupo sulfato directamente unido en la posición 4 y se podían identificar

simplemente como lG y (1G respectivamente. Sus espectros deberían ser independientes de la

distribución relativa de díadas alfa y iota.

238



Desulfaración de galacranos sulfalados

Tabla 6.19. Asignaciones de los desplazamientos químicos (ppm) de los espectros RMN '11 de

carragenanosa

carragenano Ref. H-l H-2 H-3 H-4 H-5 H-6b H-6a

K G48 45h 4,61 I 3,595 3,952 4,814 3,769 3,805 3,785

DAG 5,091 4,125 4,505 4,625c 4,605° 4,187 4,045

G4S 3 l d 4,65 3,61 4,02 4,91 3,81 3,82

DAGZS 5,28 4,67 4,85 4,69 4,67 4,26 4,09

a G 3|c 4,61 3,62 3,82 4,10 3,65 «3,8

DAGZS 5,22 4,61 4,73 4,65 4,67 4,21 4,09

G4S 31° 4,65 3,62 4,00 4,89 3,78 3,80

DAGZS 5,28 4,67 4,83 4,67 4,66 4,27 4,09

B G 31c

DAG 5,04 4,06 4,52

a piruvilado G4,6P 36r 4,61 3,71 3,91 4,49 3,59 4,06 3,97

DAGZS 5,48 4,70 4,83 4,65 4,67 4,36 4,13

7kdesulfatado DG 508 5,29 3,85 3,95 4,22 4,16 3,78

G 4,40 3,78 3,75 4,12 3,73 3,78

aLos núcleos cuyos desplazamientos químicos no fiJeron asignados tienen las celdas en blanco.

hEspectro registrado en D20. a 80°C.

°Deberían invertirse según ref. 44.

dPolisacárido comercial (Sigma). Espectro adquirido a 40°C en D20; desplazamientos químicos

relativos a DMSO (2,70 ppm).

eEspectro adquirido a 50°C en D20; desplazamientos químicos relativos a DMSO (2,70 ppm).

rEspectro registrado en D20, a 80°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (2,71 ppm). Señal

de metilo a 1,45 ppm.

l’Espectro registrado en D20, a 60°C; desplazamientos químicos relativos a ácido trimetil­

sililpropiónico (0 ppm).

La situación de los residuos DAG2S era más compleja, ya que un residuo de DAGZS podia

estar rodeado de G ó G4S en cuatro combinaciones distintas, a saber: (i) G4S-DAGZS-G4S;

(ii) G-DAG2S-G4S; (iii) G4S-DAG2S-G; (iv) G-DAG2S-G. Knutsen y Grasdalen“ habían

demostrado en estudios de oligosacáridos de neocarrabiosa kappa/beta (con anchos de línea

mucho menores) que la sulfatación en 4 de un residuo de B-D-galactosa tenía un efecto mucho
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mayor sobre el residuo de 3,6-anhidrogalactosa que estaba hacia el extremo terminal no

reductor del oligosacárido (Tabla 6.15). A pesar de no haber datos de RMN UC equivalentes y

que la situación podía ser distinta en un carragenano alfa/iota, los autores propusieron que las

resonancias de 'H y “C en unidades DAG2S serían afectadas de la misma manera en

carragenanos alfa/iota por el residuo adyacente de B-D-galactosa que estuviera hacia el

extremo terminal reductor. Así, las unidades DAGZS en las secuencias (i) y (ii) darían señales

características de carragenano iota y las secuencias (iii) y (iv) tendrían señales de carragenano

alfa. En conclusión, sería difícil de detectar diferencias en los espectros de RMN entre

muestras conteniendo díadas alfa y iota adyacentes y muestras con secuencias alfa y iota

contiguas.

Chiovitti e! al.36 estudiaron y asignaron las señales de RMN lH de galactanos del género

Callophycus que poseían la unidad repetitiva disacarídica 4’,6’-O-(l-carboxietiliden)

carrabiosa 2-sulfato (G4,6P-DAGZS) y cantidades menores de la unidad repetitiva de

carragenano alfa (carrabiosa 2-sulfato, G-DAG2S). Primero asignaron los espectros RMN l3C

y luego atribuyeron las resonancias correspondientes a los protones por experimentos

hcteronucleares HMQC y HMQC-TOCSY (Tabla 6.19).

Farias e! 01.50 analizaron la estructura de un galactano sulfatado de Bolryocladia

occidentalis cuya cadena central estaba compuesta por la estructura repetitiva G-DG, con un

esquema de sulfatación variable. Por experimentos TOCSY, COSY y HMQC del polisacárido

nativo y desulfatado determinaron que un tercio de las unidades de a-D-galactosa

correspondían a DGZS3S y otro tercio a DGZS. La asignación completa de las señales

protónicas de la díada G-DG figuran en la Tabla 6.19. Con respecto a las unidades DG2S y

DG2S3S sólo informaron las resonancias de H-l-H-3: 5,27; 4,59; 4,05 ppm para DGZS y

5,62; 4,73; 4,58 ppm para DGZS3S.

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 región de H-4 de G4S

(N4,8 ppm) mientras que a temperaturas superiores se desplaza hacia 4,2 ppm. Una

aproximación alternativa puede ser irradiar selectivamente el pico del agua mediante una

técnica de presaturación o aplicando una secuencia doble de pulsos, teniendo en cuenta el

tiempo de relajación relativamente prolongado para moléculas pequeñas como el agua. Sin

embargo, tales técnicas pueden influenciar las áreas de resonancias vecinas. El corrimiento de

los desplazamientos químicos inducido por la temperatura puede ocurrir aun en oligosacáridos
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chicos. En general, los efectos son mayores para los protones unidos a átomos de carbono

involucrados en uniones glícosídicas, menores para los protones unidos a los carbonos

vecinos y muy pequeños para los más distantes. A 25°C se obtiene una información

estructural más detallada que a 90°C y hay mayor coalescencia de resonancias a temperaturas

elevadass '.

6.2. RESULTADOS

6.2.1. APLICACIÓN A POLISACÁRIDOS SULFATADOS DE ALGAS

En vista de los antecedentes bibliográficos de las secciones 6.l.l-ó.l.4, en este trabajo de

Tesis se desarrolló un método de desulfatación adecuado para los galactanos sulfatados de

GeorgieIIa confluens y para carragenano kappa comercial (Sigma). En la sección 5.2.2 del

Capitulo 5 (Tabla 5.9) se indicó que numerosos intentos de desull‘atack'msolvolítica llevados

a cabo sobre G2' resultaron infructuosos. Por eso se decidió intentar el uso de

clorotrimetilsilano como reactivo no selectivo para la desulfatación de estos galactanos. En la

Tabla 6.4 se ve que 4-(trimetilsililoxi)-3-penten-2-ona y clorotrimetilsilano (LTMS) son los

dos reactivos del grupo C que presentan menores diferencias entre las constantes dc velocidad

correspondientes a las posiciones 3 y 6, y a la vez tienen los valores más altos. El

clorotrimetilsilano era más fácilmente asequible, por eso fue el compuesto elegido para los

ensayos.

Las condiciones experimentales de Takano e! al.22para los monosacáridos monosullatados

eran: 100 pg de mctil galactósido 3- ó 6-sulfato en 100 ul de piridina, con 50 pg de metil

glucopiranósido como estándar interno, sobre los cuales se agregaban 40 pl de CMTS. Esto es

equivalente a relaciones molares de sull‘atozCl‘MS de 11926 y de hidroxilo (libres y

sulfatados, incluyendo al estándar interno):C'l'MS de l:l38, en una solución de carbohidrato

al 0,1% en piridina. A lin de contar con valores aplicados a polisacáridos, se calcularon las

proporciones utilizadas en la desullatación selectiva de porfirano y funorano con B'l‘SAZ': las

relaciones molares de sulfatocBTSA eran de 1:60 (porlirano) ó l:l00 (furlorano)

correspondientes a relaciones de hidroxilo (libres y sulfatados):BT SA de 1:20, en una

solución de polisacárido al 1% en piridina. Las condiciones iniciales para CP, la muestra

utilizada en los ensayos preliminares, fueron elegidas de modo de tener una alta proporción de

CTMS y una solución concentrada de ambos reactivos, pensando en las constantes de

velocidad menores registradas para este reactivo con respecto a B'I‘SA. Se comenzó con una
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relación molar sulfato:CTMS dc 1:90 y una solución de polisacárido al 1% (p/v) en piridina,

logrando solamente 8% de desulfatación (Tabla 5.10). Luego se hizo un ensayo en

condiciones extremas de concentración de CTMS (1:470) y tiempo de reacción (calentando a

¡00°C durante l l h y luego enfriando de 100 a 40°C en un período de 16 h) que dio 52% de

desulfatación y 57% de rendimiento. A fin de minimizar la degradación, el tiempo se redujo a

8 h y los productos mejoraron en rendimiento y porcentaje de desulfatación. Se mantuvo la

concentración de polisacárido en piridina y la relación molar sulfato:CTMS varió entre 1:380­

470, calentando a 100°C durante 8 horas. Los polisacáridos fueron recuperados por agregado

de agua a la mezcla, de modo de destruir el exceso de CTMS y revertir los hidroinOS

trimetilsililados a su forma libre, seguido de diálisis contra agua, soluciones de cloruro de

sodio —paraasegurar un intercambio efectivo de las sales de piridinio remanentes a la forma

sódica- y agua. Los rendimientos variaron alrededor de 60-85%, acompañados de porcentajes

de desulfatación de 60-64%. Las composiciones de los polisacáridos desulfatados fiieron 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 desulfatación, seguido de análisis por alquilación, permitió completar el

estudio estructural de los galactanos sulfatados complejos de G. confluens cuyas

características inusuales hubieran sido imposibles de elucidar por otros medios. Teniendo en

cuenta que estas muestras poseían grupos sulfato secundarios, tanto en posiciones axiales (en

unidades G4S) como en ecuatoriales (en unidades LG3S), queda demostrada la aplicabilidad

de la reacción a ambos tipos de ésteres en presencia de unidades lábiles de xilosa y 3,6­

anhidro-Z-O-metilgalactosa.

La misma técnica fue aplicada con posterioridad en nuestro laboratorio a otros

polisacáridos. Uno de ellos corresponde a un galactofucano extraído del alga parda

Adenocystis utricularissz, cuya desulfatación no se había logrado por solvólisis ni siquiera por

tratamiento con cloruro de hidrógeno en metano]. Un tratamiento en dos etapas sucesivas con

CTMS en piridina permitió obtener los polisacáridos (21-24% SOJNa inicial) con reducciones

en el contenido de sulfato superiores al 65%, manteniendo la composición original en

monosacáridos. El análisis estructural completo de los galactofucanos permitió determinar

que contenían unidades de a-L-fucopiranosa 4-sulfato, fiJcofiiranosa 2-sulfato y D­

galactopiranosa 4-sulfato.

También fueron desulfatados polisacáridos del alga roja Pterocladiella capillacea, donde

se puso en evidencia 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 reacción fue ensayada además cn carragenano

kappa comercial (carragenano tipo lll, de Eucheumu commii, Sigma) a lin de analizar la

desulfatación en un polisacárido con el contenido máximo de unidades de 3,6­

anhidrogalactosa y buscar las mejores condiciones de reacción. lil producto de desulfatación

aislado fiJecarragenano beta, cuya caracterización por RMN 1D ('ll, '3C) y RMN 2D (lll-'ll,

lH-UC) se describe en la Sección 6.2.2.

Tabla 6.20. Desull'ataciones con CTMS aplicadas sobre carragenano kappa

muestra Relación molar 'l‘cmp. Tiempo Relación molar (¡48 : (i

sulfato : CTMS (°C) (h) C-l DAG“

0 carragenano nativo — — 97 : 3

1 0 (blanco) l00 3 92 : 8

2 0 (blanco) IOO 8 90 : lO

3 l:200 |00 3 8 : 92

4 |:l00 IOO 3 ¡0:90

5 l: 50 l()0 3 l3 187

6 l: IO ¡00 3 l-l : 86

7 l: 4 100 3 7‘) : 2|

8 l: l 100 3 78:22

9 1:10 60 3 75 25

10 l:200 lOO 6 4 : 96

ll l:l00 lOO 6 ¡0:90

12 1:50 100 6 ll :8‘)

[3 l:200 ¡00 8 4 : 96

aDeterminada por relación de intensidades en RMN “C a partir de las señales de C-l

de DAG en DAG-G4S y DAG-G.

Con el objetivo de encontrar las mejores condiciones dc reacción, se realizaron ensayos

sobre la sal de piridinio de carragenano kappa variando condiciones de temperatura, relación

molar sulfato:C'FMS y tiempo (Tabla 6.20). La composición y el contenido de sulfato de los

productos obtenidos se analizaron por espectroscopía RMN IJC operando a 125 Mllz a

temperatura ambiente, excepto en el caso de carragenano kappa nativo y la reacción 13 cuyos

espectros fueron registrados además a 75 Mllz y 80°C. Las únicas señales detectadas

derivaban de díadas de carragenano kappa y/o beta. Todos los espectros tenían relaciones de

áreas l:l para los picos correspondientes a los carbonos anoméricos de unidades de a-D­
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galactosa enlazadas por la posición 4 y B-D-galactosa enlazadas por 3, indicando que se

mantenía la composición básica de la cadena central. En ningún caso se observaron señales

indicativas de extremos terminales, ni siquiera luego de 8 horas de calentamiento. Como se

indicó en la sección 5.2.4.], a partir de relaciones de intensidades de carbonos similares es

posible tener una estimación cuantitativa de las proporciones reales de los diferentes residuos

en un polisacárido. Por eso, la relación de intensidades de C-l de DAG en carragenano kappa

y beta —a95,0 y 94,7 ppm respectivamente- permitió obtener una cuantificación de la relación

molar G4S G, que luego se comparó con los resultados obtenidos por métodos

cromatográficos.

Paralelamente, se hicieron determinaciones analíticas del contenido de sulfato y del peso

molecular promedio (Tabla 6.21).

La Tabla 6.20 contiene sólo datos de RMN '3C, análogamente al análisis de los resultados

publicados por Miller y Blunt” (ver sección 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

solvólisis), indican que el contenido de sulfato permanece prácticamente inalterado en ambos

casos.

Los espectros de los productos 3 y 4 presentan señales prácticamente indistinguibles del

ruido de la línea de base en las zonas correspondientes a unidades de díadas sulfatadas, por lo

que se podría inferir desulfatación completa para estas condiciones en un examen preliminar.

Para las reacciones 5 y 6 las señales son apenas perceptibles y también se diría a primera vista

que la remoción de sulfato fue total.

Las reacciones 7 y 8 presentan predominio de unidades G4S-DAG, aunque las señales de

G-DAG se ven claramente, indicando desulfatación parcial. Lo mismo ocurre al usar una

relación sulfato : CTMS 1:10 -que a 100°C era la menor concentración de CTMS con

predominio de unidades desulfatadas- a 60°C durante 3 h (reacción 9).

Los espectros correspondientes a 10-13 también dieron señales de G4S-DAG

indistinguibles del ruido de la línea de base, mostrando desulfatación completa como era de

esperar para reacciones que con tiempos más cortos habían dado sólo díadas G-DAG

(comparar con 3-5).

El análisis de los espectros de RMN 13Cindica entonces que utilizando una relación molar

mínima sulfato : CTMS 1:10, calentando 3 h a 100°C, se logra desulfatación completa de

carragenano kappa, sin reducir apreciablemcnte el peso molecular del polímero (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 dc desulfatación

l’rod. Relación molar 'l‘emp. 'l‘po. R" PM" Sulfatoc Relación molar G48 : (l

sulfato : CTMS (°C) (h) (%) (% SOJNa) CLDCJ CJ DAGC

carragenano — — — 82800 20,0r 99 : l 97 : 3
nativo

1 O (blanco) lOO 3 9| 4900 18,| 84 : 16 92 :8

2 0 (blanco) l00 8 66 2700 ¡8,8 89 : ll 90 : 10

3 l :200 l00 3 65 l500 5,5 l8 : 82 8:92

4 l:l00 l00 3 82 2600 7,0 24 : 76 lO : 90

5 ¡150 100 3 96 6700 5,0 ló : 84 I3 :87

6 l:l() l00 3 90 7300 l2,| 47:53 l4 : 86

7 1:4 |00 3 40 2800 l6,3 72 :28 79 : 2|

8 l:l l00 3 46 2200 I6,5 73 :27 78 :22

9 I:l0 60 3 68 2800 16,5 73 :27 75 :25

1.? 1:50 |00 6 87 5800 5,3 ¡8:82 ll : 89

[3 l:200 lOO 8 64 n.d. 6,9“ 24 : 76 4 : 96

"Porcentaje de recuperación: corresponde al porcentaje dc hidratos de carbono, corregido por el

contenido de sulfato (medido por cromatografia iónica) en cl material de partida y en cl producto

’ xlOO
mux — I)según:R=

donde m,: masa recuperada; S,: contenido dc sulfato del producto recuperado; m0: masa inicial; S0:

contenido de sulfato inicial del polisacárido.

bDeterminado por cuantificación dc extremos reductores.

cDeterminado por cromatogralïa iónica con detección conductimétrica (ClDC).

dDeterminada a partir del contenido de sulfato medido por cromatogralïa iónica.

cDeterminada por relación de intensidades en RMN I3Ca partir de las señales de C-l dc DAG.

rContenido de sulfato determinado por método turbidimétrico: 22,2% S()_¡Na.

E'Contcnidode sulfato determinado por método turbidimétrico: l l,3% SOJNa.
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Fig. 6.2. Espectros RMN “C de carragenano kappa (a) y los productos de reacción 2 (b), ¡3 (c), 5 (d),

7 (e). Espectro DEPT ¡35 del producto 5 (f). Los espectros (a) y (c) fueron registrados a 80°C y

75M Hz; los espectros (b), (d)-(f) fueron registrados a 25°C y 125 MHz
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Un análisis más profundo de los productos 1-9, 12 y 13 ('l‘abla 6.21), mediante estimación

del peso molecular promedio (determinado por cuantificación de extremos reductores del

polisacárido“) y determinación del contenido de sulfato, reveló que:

i) En ninguna de las muestras se llegó a desulfiitación total. lil menor contenido de sulfato se

logró en las muestras 3, 5 y 12, tratadas 3-6 h con un exceso de 50-200 equivalentes de

CTMS a ¡00°C. Un tratamiento más prolongado (8 h) en las mismas condiciones que el

producto 3 dio lugar al producto 13, con 6,9% S()3Na. Por lo tanto la reacción llegó a

completarse al cabo de 3 h.

ii) El contenido de sulfato se determinó además por el método lurbidime’trico de Dogdson y

Price55 para el polisacárido inicial (22,2% SOJNa) y para el producto de la reacción 13

(11,3% SO3Na). Estos valores son mayores a los obtenidos por cromatogralia iónica

debido a la presencia de otros componentes en la muestra que contribuyen a la turbidez. En

cambio el método cromatográlico detecta cada uno de los aniones por separado, en

particular se euantifica el ion 80421

iii)Los valores derivados de espectroscopía RMN “(Í ilustran el riesgo de subestimar los

componentes minoritarios con respecto al contenido determinado por cromatografía iónica.

Los contenidos de unidades G son menores que los cromatográlicos en las muestras con

relaciones de CTMS:sulfato lzl y 4:1 (8 y 7 respectivamente), y son mayores en los

productos con relaciones 10:1, 50:1, l00:l y 200:]. listo era previsible, ya que la

determinación cromatográlica es mucho más exacta y precisa.

Fig. 6.3. Curva de desulfatación de carragenano kappa a |00°C durante 3 horas (ensayos 3-8)

o cromatogralia
o RMN

- - - - - - Rl

- - - — R2

R3

—- - R4

molesG

0 50 100 |50 200

Relación CTMS:S()3Na
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iv)Al graficar desulfatación (como cantidad de unidades G) versus relación molar

CTMS:sulfato se obtienen dos gráficos según se trate de los valores de cromatografia

iónica o de RMN (Fig. 6.3). Los datos cromatográficos se pueden representar por dos

rectas (R1 y R2), donde R2 corresponde al nivel de saturación con CTMS que se alcanza

para una relación 1:16. Los datos espectroscópicos se aproximan mediante otro par de

rectas (R3 y R4), donde R4 corresponde al nivel de saturación con CTMS a partir de la

relación 1:11. Estos resultados son coincidentes con el nivel de saturación 1:15 de la Fig.

6.]. Por otra parte, la concordancia en el método espectroscópico y el cromatográfico

demuestra la validez dc una aproximación cuantitativa mediante espectroscopia RMN IJC,

siempre y cuando se recuerde que es solamente una estimación con un error de NS-IO%

dependiendo de la relación señalzruido del espectro.

v) El peso molecular de ambas muestras control (1 y 2) se reduce notablemente. A las 3 h de

calentamiento en piridina en condiciones de solvólisis, el peso molecular se reduce l7

veces y a las 8 h, 3] veces.

Fig. 6.4. Curva de variación de peso molecular por tratamiento con CTMS a 100°C durante 3 horas

(ensayos 3-8)

0 50 100 150 200

Relaa'ón molar CTMS:SOaNa

vi)A simple vista, los valores de pesos moleculares de la Tabla 6.21 indicarían que en todos

los ensayos, incluyendo los controles, hubo despolimerización considerable y en niveles
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similares con respecto al peso molecular inicial. Sin embargo, al gralicar el peso molecular

de los productos obtenidos por tratamiento a ¡00°C durante 3 h, con proporciones distintas

de CTMS (Fig. 6.4), se observa una particularidad interesante: hay una curva regular con

máximo en 7300 Da. El peso molecular promedio de la muestra control calentada

solamente en piridina durante 3 h resultó de 4900 Da. Entonces el agregado de agente

sililante en baja proporción promueve inicialmente la ruptura de uniones glicosídicas. A

medida que aumenta su proporción en la mezcla dc reacción ---aumentando la sililación de

los hidroxilos y la desulfatación- hay un electo inhibidor de la degradación que eleva el

peso molecular aun con respecto al control. Este efecto protector podría estar vinculado a

una o a ambas reacciones que también están ocurriendo en el sistema: sililación de

hidroxilos libres y desulfatación-sililación de posiciones sulfatadas.

Con los datos experimentales con que se cuenta no es posible decir nada acerca de las

velocidades relativas de sililación y desulfatación, pero sí puede suponerse que en 3 h la

desulfatación llega a completarse como surge de comparar los pares de reacciones 3 versus

13 y 5 versus 12. No se encontraron antecedentes bibliográficos sobre la sililación de

polisacáridos sulfatados, aunque un trabajo reciente sobre sililación de dextranos con

hexametildisilazano (HMDS) con 10% de C'I‘MS indica que se alcanza 100% de

sustitución para una relación molar 2:1 de agente sililantezhidroxilo luego de 20 h de

calentamiento a 50°C en DMSOSÓ.

La relación sulfatozCTMS 1:1 implica en realidad 4 moles de hidroxilos (libres o

sulfatados) por cada mol de C'l‘MS. En el producto 8, aislado de esta reacción, hay 25% de

desulfatación. Para la relación sulfatozCTMS 1:4, equivalente a una relación 1:1 entre

hidroxilos totales y CTMS, hubo 28% de desullatación. Por lo tanto la sililación no está

favorecida con respecto a la desulfatación, sino que son dos procesos similares o prevalece

la desulfatación.

El punto de degradación mínima, es decir el máximo de la curva de peso molecular, se

logra en el producto 6 (relación sull‘atozC'l‘MS 1:10, hidroxilos totaleszCTMS 122,5) a

pesar del 50% de desulfatación determinado por cromatografía (por RMN se tiene 86% de

desulfatación). La relación sulfatozCl'MS 1:50 (hidroxilos totaleszC'l‘MS 1:12,5) muestra

una degradación algo superior, con el mayor porcentaje de desulfatación detectado por

cromatografia y remoción completa según los datos de RMN. A partir de aquí los

polisacáridos están completamente desulfatados y la degradación es pronunciada al pasar a

la reacción 4 (sulfatozCTMS 1:100), luego se mantiene aproximadamente constante. lïn
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resumen, la desulfatación per se no reduciría la degradación (reacciones 5 y 6) y el efecto

protector estaría vinculado a la sililación.

A bajas concentraciones de CTMS predomina la ruptura de uniones glicosídicas. A medida

que aumenta la relación hidroxilos totales:CTMS, aumentaría la velocidad de sililación y el

grado de sustitución de los hidroxilos por grupos trimetilsililo, y en consecuencia se

produciría un cambio confonnacional en la cadena polisacarídica. Es posible que esta

nueva conformación facilitara el proceso de desulfatación. La despolirnerización podría

estar inhibida estéricamente por el aumento del grado de sustitución con grupos

trimetilsililo y quizá también por el cambio conformacional asociado. El efecto protector

de la primera etapa puede atribuirse al alcance de un cierto umbral de sililación (según lo

encontrado para 6 con sililación parcial y desulfatación parcial) en combinación con la

ausencia de alta concentración de productos formados por la desulfatación o a la ausencia

de CTMS en exceso, que promoverían la despolimerización.

vii) Los productos 5 y 12, obtenidos en las mismas concentraciones de reactivos y la misma

temperatura, con diferencia en el tiempo total de reacción tienen contenidos de sulfato y

pesos moleculares no muy diferentes (6700 y 5800 Da). Es decir, una exposición más

prolongada del carragenano dcsulfatado y parcialmente sililado no aumentaría

significativamente la degradación. El producto 9 fue sometido a las mismas condiciones de

tiempo y concentración que el 6, pero el peso molecular del compuesto a 60°C (2800 Da)

resultó inesperadamente menor que el de lOO°C(7300 Da). Esto podría indicar que una

reacción de sililación más lenta —a menor tcmperatura- con CTMS permitiría la

degradación de las uniones glicosídicas en el polisacárido sulfatado y no permitiría llegar

al grado de sustitución que induce la protección y/o el cambio conformacional.

Para verificar la reproducibilidad del método, las reacciones 3'y 13 se repitieron 2 y 4

veces respectivamente, los rendimientos promedio en cada caso fireron de 65 y 64%

respectivamente. El cálculo se hizo en basc al contenido de sulfato determinado

cromatográficamente. 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 conclusión las mejores condiciones -en términos de reducción del contenido de

sustituyentes con menor degradación polimérica y mejor recuperación del producto­

deterrninadas para desulfatar al carragenano kappa corresponden a 3 h de calentamiento a

lOO°Ccon relación molar sulfato:CTMS 1:50.
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6.2.2. CARACTERIZACIÓN DE CARRAGENANO BETA

La caracterización de carragenano beta se llevó a cabo por cspectroscopía RMN

monodimensional ('H y l’C) y bidimensional (cosv 'H 'll y Hra'rCOR 'u “(3). Además se

registraron espectros RMN lll y lsC del carragenano kappa utilizado como material de

partida.

Los espectros de RMN l3C registrados para todos los productos mostraron señales

consistentes con lo esperado, según los antecedentes bibliográficos que figuran en la Tabla

6.8. Así aparecieron las resonancias de las díadas G4S-l)A(i y (j-l)AG pertenecientes a

carragenanos kappa y beta, según los datos informados por Rochas34 y Usov35(l: ig. 6.2). En

los espectros de aquellas muestras con proporciones apreciables de ambos tipos de

estructuras, se observaron solamente los picos asociados a las díadas y no se encontraron

evidencias de señales que pudieran atribuirse a tríadas de tipo mixto kappa/beta (por ejemplo

G4S-DAG-G ó G-DAG-G4S).

En el espectro HliTCOR Ill '3C del producto 5 (5% S()3Na) se vieron ll correlaciones

(Fig. 6.5.a y 'l‘abla 6.22), por lo que dos de ellas estarían superpuestas o bien una estaría

ausente. Las señales se asignaron inicialmente teniendo en cuenta las informadas por Usov en

1980 para RMN I3Cy por analogía con los datos bibliográficos de RMN Ill incluidos en las

secciones 6.1.7 y 6.1.8.

Sólo se observaron picos atribuibles a carragenano beta. Las regiones de picos diagnósticos

correspondientes a carragenano kappa —C-4/ll-4 de la unidad G48 y C-l/ll-l de la unidad

DAG- no mostraron correlaciones en el umbral de detección seleccionado.

Tabla 6.22. Correlaciones encontradas en el espectro lllÉ'I‘COR Il-l I¡C del producto 5 (D30, 25°C,

500/ l25 MHZ)

Carragenano Unidad Núcleo l 2 3 4 5 6

¡3 G “C ¡02,9 69,8 80,4 66,4 75,7 6|,6

'l-l 4,59 3,57 3,83 4,| l 3,67 3,73-3,68

DAG "e 94,7 70,4 79,7 78,5 77,1

'l I 5,06 4,05 4,53 4,59 4,66

“Ver texto.
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Fig. 6.5. (a) Espectro HETCOR lH l3Cregistrado para el producto 5 (D20, 25°C); (b) Cortes del

espectro a desplazamientos químicos de l3Ccorrespondientes a algunos núcleos seleccionados
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Fig 6.6. Espectros de RMN lll 500 Ml-lz (a) del producto 5, registrado a 25°C y

(b) del producto ¡3, registrado a 45°C
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La asignación definitiva de las señales correspondientes a RMN lll de earragenano beta se

hizo teniendo en cuenta:

i) los valores típicos de las constantes de acoplamiento lll-'ll en residuos de [l-D­

galactopiranósidos y 3,6-anhidro-(x-l)-galactopiranósidos (según los datos de Welti“,

Knutsen44y Falshaw3l), para predecir la ausencia de picos cruzados ll l-'ll;

ii) datos de experimentos DEP'l‘ 13557para identificar las dos resonancias correspondientes a

metilenos;

iii) analogías en los desplazamientos químicos, para diferenciar los núcleos —tanto lll como

l3C— anoméricos y los metilc’nicos como correspondientes a residuos de [3-0­

galactopiranosa o 3,6-anhidro-0L-D-galactopiranosa y proveer puntos de entrada para el

análisis de los espectros bidimensionales.

En la Fig. 6.6 se muestran los espectros RMN ll-l 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 superposición

con algunas señales a 45°C y el aumento de resolución logrado a mayor temperatura.
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Tabla 6.23. Correlaciones observadas en el espectro COSY lH lH registrado

para el producto 5 (D20, 25°C, 500 MHz)

Correlación Coordenadas (ppm)

DAGl-DAGZ 5,07 /4,08

DAG2-DAG3 4,07 / 4,52

DAG4-DAGS 4,60 / 4,67

DAGS-DAGóa 4,67 / 4,06

DAGóa-DAGób 4,06 /4,21

Gl-GZ 4,6] / 3,60

02-03 3,60 / 3,86

G3-G4 3,86 / 4,l4

GS-Góa,06b 3,70 / 3,78

Góa-Gób 3,79 / 3,74

Fig. 6.7. Espectro COSY lH 'H registrado para el producto 5 (D20, 25°C, 500 MHz, desplazamientos

químicos relativos a DMSO: 2,7] ppm)
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En la Tabla 6.23 se detallan las conectividades lll-ll-l que surgen del espectro COSY (l‘ig.

6.7). Tomando como punto de partida para el residuo (l el desplazamiento químico del

carbono anomérico a 102,9 ppm, el hidrógeno anome’rico debía resonar a 4,59 ppm. La

correlación asociada en el espectro COSY estaba en 4,61/3,60 ppm, y a su vez se vinculaba

con las señales G2/G3 a 3,60/3,86 ppm y (i3/G4 a 3,86/4,l4 ppm. No se observó correlación

G4/G5, como era de esperar para protones con constantes de acoplamiento pequeñas“. El otro

extremo de la misma unidad era C-6 (61,6 ppm), que correlacionaba con H-6a, ll-ób a 3,68­

3,73 ppm. En la región de la diagonal del espectro COSY se distinguieron dos señales a

3,70/3,78 y 3,79/3,74 atribuibles a GS/('i6a,b y (ióa/Gób respectivamente (Tabla 6.25).

Este espectro bidimensional tampoco mostró correlaciones que indicaran la presencia de

carragenano kappa sin desulfatar. En particular, la resonancia a campos más bajos esperada

para el residuo G4S pertenecía a ll-4 (4,8 ppm). Si bien no se especulaba con encontrar un

pico cruzado con H-S vecino, sí debería ser posible observar una correlación con ll-3 (N3,9

ppm). La región cercana a 4,8/3,9 ppm carecía de señales. lin cambio, en el espectro RMN 'H

registrado a 45°C para el producto ¡3 (6,9% S()3Na) (Hg. 6.6.b), la señal anomérica de DAG

presentó un hombro correspondiente al protón anomérico de DAG vecina a G4S con una

relación de áreas 95:5. La otra señal característica del polisacárido kappa, ll-4 de G48,

apareció a 4,82 ppm y presentaba una relación de áreas de 7:93 con respecto a DAG-l.

Ambas determinaciones son coincidentes con la cuantificación por datos de RMN 13Cde la

Tabla 6.21 para el mismo producto. Análogamente, cl espectro obtenido a 25°C para el

producto 5 (Fig. 6.6.a) tenía una señal anomerica principal a 5,07 ppm con un hombro apenas

perceptible a 5,09 ppm cuyas integraciones eran 98:2. La resonancia de ll-4 de G48 apareció

a 4,83 ppm con una relación de áreas 04810 de l7z83, cuando se lo comparó con l-l-l de

DAG. Este último resultado es consistente con los valores de la Tabla 6.2| para este producto.

Para la unidad DAG se tomó como punto de entrada el carbono anomérico a 94,7 ppm, que

correlacionaba con H-l a 5,06 ppm en el espectro bidimensional heteronuclear. El espectro

homonuclear permitió establecer la ubicación de los protones ll-l, ll-2, ll-3 mediante la

secuencia de correlaciones DAGl/DAG2 a 5,07/4,08 ppm y DAG2/DAG3 a 4,07/4,52. No se

observó señal asociada a DAG3/DAG4, de acuerdo con la constante de acoplamiento pequeña

esperada para estos núcleosj'M.

vinculara DAGS con DAGób.

Por la misma razón tampoco se esperaba un pico que

Para tener el otro extremo del residuo de DAG hacía falta contar con datos de un

experimento DEPT 135, ya que se esperaba que C-6 tuviera un desplazamiento químico

coincidente con otro carbono del polisacárido. Según datos de Usov, se debería superponer
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con C-2 de la unidad G. En el espectro DEPT (Fig 6.2.f) desapareció de la señal a 69,7 ppm,

indicando que los desplazamientos químicos de C-2 de la unidad G y C-6 de DAG coincidían

exactamente. En el espectro HETCOR (Fig 6.5.a) se observó sólo una correlación 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 ll-6b de residuos de DAG (Tabla 6.19) se infería que deberían

aparecer a «4,10 y 4,20 ppm respectivamente. Cabe recordar que estos datos de RMN lH de

literatura fueron determinados por técnicas bidimensionales aplicadas a oligosacáridos de

estructura conocida, por lo que resultan confiables. Por otra parte, la correlación para el

metileno debería ser poco intensa ya quc (i) el carbono debía presentar interacciones con dos

protones cuyos desplazamientos químicos están bien resueltos, y (ii) el acoplamiento de

protones geminales no se elimina en el experimento HETCOR, por lo tanto la intensidad total

de la correlación quedaría dividida en cuatro señales que bien podrían 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 —ala

altura de los desplazamientos químicos de DAG2, G2/DAG6 y G6 respectivamente.

Claramente la intensidad de la señal protónica de G2 (3,60 ppm) es mucho mayor que la de

cada uno de los picos a los que da origen 66 (3,74-3,79 ppm). A 69,8 ppm sólo se aprecia la

resonancia de G2 pero no se puede afirmar nada sobre DAG6a ó DAGób.

Se descartó la superposición de los protones G2 y DAG6a: si así fuera, deberia existir una

correlación a 3,57/4,66 ppm (Fig. 6.7) coincidente con la correlación atribuida a Gl/G2. Si

bien estas señales podrian coincidir, quedarían cn el espectro dos correlaciones intensas sin

asignar a 4,06/4,67 y 4,06/4,21 ppm que sí entraron en el sistema de carragenano beta cuando

se consideró que la correlación heteronuclcar C-6/H-óa,b de la unidad DAG no cra obscrvable

como se explica a continuación.

En el espectro COSY homonuclear (Fig. 6.7) se apreciaron dos picos cruzados intensos a

4,06/4,67 ppm y a 4,06/4,2l ppm, consistentes con correlaciones DAGS/DAGóa y

DAG6a/DAGób respectivamente. Del espectro heteronuclcar surgió que el protón a 4,67 ppm

estaba unido al carbono que resonaba a 77,] ppm (DAGS), mientras que C-4 fue asignado a

78,5 ppm y su hidrógeno correspondiente a 4,59 ppm. Esto implicaba que la señal

DAG4/DAGS debería aparecer a 4,59/4,66 ppm donde existia una correlación, aunque

ubicada cn una zona muy cercana a la diagonal y al pico de agua. Con este esquema de

asignaciones quedaron tres correlaciones muy poco intensas que no pertenecían al sistema de

núcleos de carragenano beta: 3,65/3,92; 3,93/4,18 ppm (que implican una secuencia de tres

hidrógenos relacionados) y 4,13/4,5l ppm. Algunas de ellas presentaron picos cruzados en el
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espectro heteronuclear, pero no hay ninguna señal de l3C en el rango 50-115 ppm —laregión

característica para este tipo dc compuestos- que se pueda asociar a la de 3,92-3,93 ppm. Por

lo tanto podrían corresponder a algún tipo de impureza cuya estructura no fuera un hidrato de

carbono.

Tabla 6.24. Asignación de los desplazamientos químicos y constantes de acoplamiento

correspondientes al espectro RMN 'H de carragenano beta (030, 25°C, 500 Mllz, referencia:

acetona 2,20 ppm)

Unidad Desplazamientos químicos (ppm)

H-l H-2 ¡I-3 ¡-¡-4 ¡-¡-5 ¡l-6a ¡l-6b

G 4,60 3,60 3,86 4, ¡4 3,70“ 3,79n 3,74a

DAG 5,07 4,08 4,53 4,60 4,67“ 4,07 4,2 I

Unidad Constantes de acoplamiento (l lZ)b

J ¡.2 J 2,3 13.4 14.5 15.4». 15m) 1mm)

G 8,59 9,47 2,8 n.m. 7,72 4,2l ¡ ¡,58

DAG n.m.c n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. 9,47

“De espectros bidimcnsionales.

l’Valoresabsolutos, medidos sobre el espectro del producto [3 registrado a 45°C.

cn.m.: no medible.

Tabla 6.25. Desplazamientos químicos (ppm) de los espectros RMN l"C (en 020) de diadas

correspondientes a carragenanos kappa y beta a distintas temperaturas

Carragenano Muestra Unidad T (°C) C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

K 0 G48 80b ¡02,7 69,9 79,] 74,3 75,0 6 ¡,5

DAG 95,4 70,l 79,4 78,5 77,0 69,7

1 G4S 25‘I ¡02,7 69,7 78,7 74,0 75,0 6|,6

DAG 95,0 70,0 79,5 78,5 76,9 69,7

[3 12 (i 80b ¡02,8 69,8 80,6 66,7 75,6 6 ¡,6

DAG 94,8 70,5 79,7 78,3 77,¡ 69,8

[3 13 G 25“ ¡02,9 69,8 80,4 66,4 75,7 6|,6

DAG 94,7 70,4 79,7 78,5 77,| 69,8

aEspectros registrados a 25°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,5 ppm).

bEspectros registrados a 80°C; desplazamientos químicos relativos a DMSO (39,7 ppm).
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La asignación final de los espectros de RMN lH y 13Cde 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 Welti45y Knutsen“.

Los desplazamientos químicos asignados para el residuo G coinciden —conun corrimiento

constante de 0,3 ppm- con los valores informados por Knutsen44para la unidad análoga en el

tetrasacárido DAG-G-DAG-G4S (Tabla 6.14). Era predecible que existiera esta similitud ya

que en ambos casos el entorno del residuo en cuestión es semejante y la diferencia

fundamental está dada por la longitud de la cadena donde está incluido.

Para la unidad DAG había menos antecedentes bibliográficos para comparar. El único

trabajo donde se encontraron desplazamientos químicos de RMN lH de carragenano beta fue

la referencia 31, que informó solamente H-l, H-Z y H-3 (Tabla 6.19) de DAG determinados

por métodos espectroscópicos 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 carrabiósido

(Tabla 6.12). Además, H-S, H-6a y H-ób —losnúcleos menos influenciados por la presencia o

ausencia de sulfatación en la unidad vecina debido a su distribución espacial- coinciden con

los desplazamientos químicos de DAG en el hexasacárido de carragenano kappa analizado

por Knutsen‘“. Finalmente, a fin de contar con una predicción para DAG en carragenano beta,

se calculó la contribución por sulfatación en el residuo de B-D-galactosa comparando los

desplazamientos químicos de DAG en el extremo no reductor de los tetrasacáridos DAG-G­

DAG-G4S y DAG-G4S-DAG-G4S (Tabla 6.15) y se aplicó esta corrección sobre la unidad

DAG del hexasacárido kappa. Los valores calculados obtenidos son consistentes con los

asignados.

La presente es la primera asignación completa del espectro RMN lH de carragenano beta.
, . ., . l

Estos resultados confirman ademas la asrgnacron ¡nformada por Usov35para RMN 3C.
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6.3. CONCLUSIONES

La desullatación con C'l'MS en piridina demostró ser un metodo útil y versátil para la

remoción de grupos sulfato en posiciones distintas y en varios tipos de polisacáridos —

agaranos, carragenanos, polisacaridos con estructuras híbridas agar-carragenanos,

galactofucanos—, en algunos casos en presencia de uniones labiles como las 3,6­

anhidrogalactosídicas. Además, en el caso de las fracciones aisladas de Georgia/lu cun/Inem

y Adenocystis utricularis resultó la única tecnica de desulfatación adecuada para llevar a cabo

el análisis estructural.

Se llevó a cabo un estudio completo de las condiciones de reacción aplicadas a

carragenano kappa comercial y de los productos aislados en función de su contenido de

sulfato, peso molecular y composición. lil análisis de los ensayos de desulfatación, cn

términos de reducción del contenido de sulfato con menor degradación y máxima

recuperación de producto, permitió concluir que las mejores condiciones para hacerlo eran

calentamiento a ¡00°C durante 3 horas, con una relación molar sulfatozC'l‘MS 1:50.

Como se indicó en la sección 6.1.4, al comenzar el presente trabajo de investigación se

contaba con escasos antecedentes sobre el mecanismo posible de la reacción de desulfatación

selectiva de posiciones primarias con BTSAlj (ver lïsquema 6.2) aunque se descartaba un

mecanismo solvolítico2| (ver 'l‘abla 6.3).

En 2001, l-loribe y Oshita58 investigaron la desulfatación de bistrimetilsililéster de l-()—

decilglicerol 2,3-disulfato con varios agentes sililantcs. Comprobaron que sólo aquellos

reactivos que contenían nitrógeno eran capaces de desull'atar selectivamente posiciones

primarias. A fin de elucidar el mecanismo de la reacción, llevaron a cabo ciertos experimentos

adicionales:

Esquema 6.5. Desullatación de esteres de sulfato de decilo

O—SiMe3
H3C

_ N—SiMe3 _
(l) C10H210803SÍEÍ3 = C10H21OSIM83

¡2 CH3CN100°C 2 h ¡3

O—SiMe3

H3C—<\
H N—SiMe3 .

(ll) C10H21OSO3SÍM83 = C10H21OSIM83+ CH3CN + (M83Sl0)2802

¡4 CDgCN 100°C 2 h
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(i) La reacción de trictilsulfato de decilo 12 con 2 moles de BTSA en acctonitrilo dio

deciltrimetilsililéter 13 como producto principal (63%) (Esquema 6.5). Este resultado

sugirió que el grupo trimetilsililo de BTSA atacaba al oxígeno nucleofilico de 12.

(ii) La desulfatación de trimetilsulfato de decilo 14 en acctonitrilo deuterado fiJe monitoreada

por espectroscopía de RMN lH y 29Si. En la mezcla de reacción detectaron

bis(trimetilsilil)sulfato y acctonitrilo junto con deciltrimetilsililéter como productos

principales (Esquema 6.5).

A partir dc estos resultados, los autores postularon un mecanismo de desulfatación según el

Esquema 6.6. Dado que el grupo trimetilsililo parecía atacar el oxígeno del éster sulfato en 14,

debería generarse una sal de oxonio 15. Esta sal debería ser capaz de liberar el catión

trimetilsiloxisulfonilo, que sería atrapado por el anión imidato para dar 16, con

descomposición subsecuentc a acctonitrilo y bis(trimetilsilil)sulfato. La sal de oxonio 15 sería

un intermediario, por lo tanto un impedimento estérico en la proximidad del átomo de oxígeno

de 15 causaría una diferencia en la formación de este catión entre el sulfato primario y

secundario, que afectaría la selectividad de la reacción.

Esquema 6.6. Mecanismo propuesto para la desulfatación de ésteres de sulfato de decilo\
o 'o

> N +/SO;,SiMe3
C10H210803SiMe3+ H C — \SM C10H210\ >=N\—>

¡4 3 ' e’ SiMea Hac SÍM93

¡5
C10H21OSiMe3

Me38i0380

—N\ —> CH30N+(Me38i0)2802
HgC SiMeg

l6

El mecanismo postulado requería el ataque electrofilico del catión trirnetilsiloxisulfonilo

sobre el anión imidato para formar bis(trimetilsilil)sulfato. Se obtuvo evidencia de este

proceso en la reacción de 14 con (dimetilamino)trimetilsilano 17 (Esquema 6.7) ya que

apareció N,N-dimetiltrimetilsililamina 18 como subproducto, además de deciltrimetilsililéter

13. Este resultado mostró que hubo un ataque electrofilico del catión trimetilsiloxisulfonilo

sobre MezN' durante la reacción.
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Esquema 6.7. Desulfataeión con (dimetilamino)trimetiIsilano

C10H210803SÍM83+Me2N8¡Me3—> C10H2¡OSÍM83+M82N803SÍM63
¡4 ¡7 CDgCN100°C2h U [8

La reacción de desulfatación de bistrimetilsililéster de l-()-decilglicerol 2,3-disulfato con

trifluorometanosulfonato de trimetilsililo no procedió. l’arecería razonable suponer que la sal

de oxonio formada en este caso era muy estable debido a la estabilidad del anión triflato. Por

lo tanto el catión trimetilsiloxisullbnilo no habría sido transferido a partir del ion oxonio.

Los autores ensayaron la desulfatación de bistrimetilsililéster de l-()-decilgliccrol 2,3­

disulfato con C'f MS, hallando 26% del producto desulfatado en la posición 2, 6% de

desulfatación en posición 3 sin indicios de desulfatación en ambas posiciones a la vez. Sin

embargo no hicieron comentarios acerca de esta reacción.

Esquema 6.8. Mecanismo posible para Ia desullataeión de galaetanos con CTMS

Éosoaw CI—SiMe3T> É-OSO3SiMe3+CI—S¡Me3—>
Cl'

+/803SÍM83
_. _ cr —> '—OSiMe3+Me3S¡038CI

É suue3 É 20

¡9

'I'eniendo en cuenta estos antecedentes es posible plantear el mecanismo del lisquema 6.8

para la desulfatación de polisacáridos sulfatados con C'l'MS. lin primera instancia. a partir del

grupo sulfato se obtendría el sililéster correspondiente, que a su vez daría la sal de oxonio ¡9

—equivalente a ¡5- con cloruro como contraión. lin un ataque electrolilico del catión

trimetilsiloxisullonilo sobre el cloruro se formaría clorosulfonato de trimetilsililo 20.

Hofmann y Simchens" informaron sobre la aplicación de clorosullbnato de trimetilsililo en la

obtención de los aductos trióxido de azufre-piridina y trióxido de azufre-lA-dioxano

(Esquema 6.9). Bassindale, Katampe y Taylor publicaron un metodo simple de obtención de

sulfatos cíclicos empleando 20 y iodosobcncenoót’.Sugirieron que el sistema iodosobcnceno­

clorosulfonato de trimetilsililo existía en una serie de equilibrios que se muestra en el

Esquema 6.]0. En ambos casos se considera la formación subsecuente de CTMS, sin embargo
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las relaciones molares sulfato:CTMS necesarias para que ocurra la desulfatación descartan a

este agente sililante como catalizador del proceso.

Esquema 6.9. Obtención de aductos de trióxido de azufre

o o +Me s¡o SCI occ o o+ SO' Me SiCl3 3 - 3 + 3\_/ \_/
_ _ 0°c _ + . _

N +Me3SIO3SCI—> \ N“503 +Me38ICI\ / /

Esquema 6.10. Equilibrios del sistema' J L ' '” ‘ detrimetilsililo

PhIO + Me gsiSO 30'

+

PhICIz + 803 + (Me38020 PhIOSOgO' + MegsiCI

El presente trabajo dc investigación no fue realizado con fines mecanísticos, por lo cual no

se buscaron evidencias de subproductos en las mezclas de reacción que dieran indicios sobre

los intermediarios posibles. A fin de verificar la certeza del mecanismo propuesto sería

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 —deltipo de los empleados por Miller y Blunt (Sección

6.1.3)- proporcionaría información sobre la liberación de trióxido de azufi'e.

Finalmente, el estudio por espectroscopía de RMN lH y 13Caplicando técnicas mono- y

bidimensionales permitió realizar por primera vez la asignación completa del espectro

protónico de carragenano beta.
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CAPÍTULO 7

PARTE EXPERIMENTAL

7.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Los productos se secaron en desecador a presión reducida sobre cloruro de calcio.

Las evaporaciones se realizaron en un evaporador rotatorio Büchi a presión reducida, con

temperaturas del baño de agua inferiores a 45°C.

Las muestras en solución acuosa se llevaron a sequedad por liofilización, en un equipo

Virtis Freezemobile 3, a presiones inferiores a 100 mTorr y temperaturas del condensador

cercanas a - 40°C.

Las diálisis se realizaron a temperatura ambiente utilizando tubos de celulosa (SpectraPor),

cuyo diámetro se eligió 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 iónico;

y 1000 Da, para los productos de desulfatación, metilación, etilación y degradación de Smith.

Las diálisis se efectuaron dos días contra agua corriente y dos días contra agua destilada,

renovada cada 3-8 horas.

Los poderes rotatorios se determinaron a temperatura ambiente en: a) un polarímetro

Perkin-Elmer 141, o bien, b) en un polarímetro Perkin-Elmer 343, ambos cuentan con una

lámpara de sodio (589 nm), una celda de l dm de longitud y aproximadamente 1,2 ml de

volumen interno. Las soluciones de muestra empleadas tenían concentraciones de O,3-0,5 %

(rn/v).

Las determinaciones colorimétricas se hicieron en un espectrofotómetro Spectronic 20D

(Milton Roy Company) o Hewlett-Packard 8451 A, empleando celdas de l cm de camino

óptico. Las concentraciones se determinaron por referencia a curvas de calibración.

Los espectros infrarrojos con transformada de Fourier se realizaron en un

espectrofotómetro Nicolet FTIR 5l0P, en pastillas de KBr y barriendo 32-64 scans entre

4000-250 cm", con una resolución de 2-4 cm".
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7.2. AISLAMIENTO DE LOS POLISACARIDOS DE NOTHOGENIA FASTIGIA TA

El alga roja Nolhogeniafastigíala fue recolectada cerca de Puerto Deseado, Pcia. de Santa

Cruz, y secada al aire libre.

La extracción y el fraccionamiento de los polisacáridos se realizaron según el trabajo

publicado por Cerezo el al.' El alga molida (141,90 g de material seco) se extrajo con agua a

ebullición (3 l), con agitación mecánica durante 4 h. El extracto se centrifugó, se separó el

residuo y la solución acuosa se volcó lentamente, con agitación, sobre isopropanol (12 l). De

esta manera precipitaron los polisacáridos que posteriormente se secaron por intercambio con

solventes (etanol, éter etílico). El residuo se extrajo dos veces más según el mismo

procedimiento. Los rendimientos obtenidos fueron: 30,7 g (21,6 % del material de partida).

para la primera extracción; 10,4 g, para la segunda extracción; 0,213 g, para la tercera

extracción.

7.3. FRACCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE POLISACARIDOS DE

NOTHOG'ENIA FAS TIGIATA

Una parte del material obtenido en la primera extracción (19,80 g) se disolvió en agua (1,7

l), luego de centrifugar se separaron: a) un residuo, R1, que se liofilizó (0,132 g), y b) una

solución, Sl, sobre la cual se realizó el fraccionamiento. Los polisacáridos sulfatados se

precipitaron de Sl por agregado de una solución de cetrimida 10% (p/v) (bromuro de

hexadeciltrimetilamonio, C¡9H42NBr,Sigma H 5882), hasta prueba de precipitación negativa

(20 ml). El precipitado, P1, se separó por centrifugaeión, se lavó y suspendió en agua (1,5 l);

mientras que el sobrenadante se dializó y liofilizó, dando la fracción X (7,375 g) (Apéndice

A.1).

Sobre P1 se aplicó un fraccionamiento por redisolución en soluciones de concentración

creciente de cloruro dc sodio, según se detalla a continuación. A la suspensión de P1 en agua

se agregó cloruro de sodio hasta llegar a una concentración de 0,5 M, dejando con agitación

mecánica durante 16 h. El precipitado remanente. P2, se separó por centrifugación y se lavó

con solución NaCl 0,5 M (3 X20 ml). La solución obtenida, junto con las porciones utilizadas

para lavar el precipitado, se extrajo con l-pentanol (3 x 300 ml), seguido de diálisis,

concentración y liofilización, para dar la fracción F1 (1,503 g). El precipitado P2 se sometió 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 en 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

denominó F7 (1,9184 g) a la fracción insoluble en NaCl 4,0 M (Apéndice A.l).

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 redisolución

en soluciones de NaCl 1,0 (150 ml); 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

había procedido con las fracciones originales.

7.4. AISLAMIENTO DE LOS POLISACÁRIDOS DE GEORGIELLA CONFLUENS

El alga roja Georgiella confluens se recolectó en la Antártida, en la Base Jubany, en enero

de 1993, y se secó 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) contenía algas diatomeas epífitas, que fueron identificadas como

Rhoicosphaem'a marina, Odontella aurita y Enlopyla australisz. Se procedió a su remoción

por lavados con etanol 70 % (3 x 1 l, con agitación durante l h) y luego por lavado con agua

corriente a presión, sobre un tamiz fino, durante un breve lapso. Este tratamiento permitió

obtener un material libre de diatomeas, como se pudo observar al microscopio óptico.

La muestra seca (28,0 g) se extrajo con agua (1,0 l) a temperatura ambiente, durante 20 h,

con agitación mecánica. El residuo se separó por centrifiigación y el sobrenadante se filtró,

dializó, concentró y liofilizó. 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 lavó

nuevamente el residuo bajo agua corriente a presión a fin de eliminar algunas diatomeas

remanentes en suspensión. Finalmente, se continuó con el procedimiento obteniéndose dos

extractos más: E4 (0,95475 g) y E5 (1,4600 g). Luego de analizar la composición en

monosacáridos y el contenido de sulfato, se decidió juntar los extractos, PE, (4,690 g; 16,7 %

del material libre de diatomeas). Una parte de PE (1,313 g) se disolvió en agua (400 m1) y,

luego de centrifugar, concentrar, filtrar y lioñlizar, dio lugar al conjunto de polisacáridos que

se denominó CP (935 mg)
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7.5. FRACCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE POLISACÁRIDOS DE

GEORGIELLA CONFLUENS

Sobre una solución de CP (903 mg) en agua (175 ml), se fue agregando lentamente y con

agitación una solución de cetrimida 10% (9 ml), hasta prueba de precipitación negativa. La

mezcla se dejó agitando durante 7 h adicionales, se centrifugó y el precipitado se lavó con

agua. La solución obtenida, junto con el agua de lavado, fue filtrada, dializada y liofilizada

para dar la fracción G1 (78,9 mg) (Apéndice A.2). Por otra parte, el precipitado se sometió a

un fraccionamiento por redisolución en soluciones de cloruro de sodio de concentraciones

crecientes, según se indica a continuación. Se suspendió en una solución de NaCl 0,5 M (60

ml), con agitación durante 16 h, luego se centrifugó y lavó con solución de cloruro de sodio.

El sobrenadante, al cual se agregó la solución de lavado, se extrajo con l-pentanol (3 x 30

ml), dializó, concentró y liofilizó, dando la fracción G2 (434,35 mg). El precipitado

remanente se trató de manera análoga con soluciones de cloruro de sodio de concentraciones

1,0; 2,0; 3,0 y 4,0 M; el material 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 fracción insoluble en NaCl 4,0

M se denominó G7 (3,45 mg) (Apéndice A.2).

A partir de G2 (386,3 mg) y G3 (121,3 mg) se obtuvieron las fracciones G2' (310,1 mg) y

G3' (80,2 mg), por redisolución en soluciones de NaCl 0,5 (500 ml) y 1,0 M (200 ml),

respectivamente. Las soluciones se re-extrajeron con l-pentanol, dializaron, concentraron y

liofilizaron, tal como se había procedido con las fracciones originales.

7.6. FRACCIONAMIENTO DE G2'

La fracción mayoritaria obtenida, G2', fue subfraccionada por cromatografía de

intercambio iónico sobre DEAE Sephadex A-25 (Cl') primero en escala analítica y luego a

escala preparativa. El gel se preparó por suspensión en agua durante 16 h y calentamiento a

ebullición durante 2 h, a fin de separar las partículas finas por decantación.

La columna analítica, realizada en una jeringa plástica de 1 ml, se preparó por agregado de

una suspensión diluida de gel (45 mg de resina), dando un volumen final de lecho de

aproximadamente 0.15 ml. Se sembró una solución concentrada de G2' (11,55 mg en 0,3 ml

de agua), eluyendo con agua y soluciones de NaCl 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 elución, mediante

un colector automático (BioRad 2210). El contenido de hidratos de carbono de los tubos se
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analizó por el método de fenol-ácido sulfúrico3 (Fig. 5.1), tomando como referencia una curva

de calibración confeccionada con una solución de galactosa.

La columna preparativa, realizada en una columna de 1,0 x 10 cm, se preparó por agregado

de una suspensión diluida de gel (630 mg de resina). Se sembró una solución concentrada de

62' (135 mg en 0,7 ml de agua), eluyendo con agua y aquellas soluciones de cloruro de sodio

que resultaron significativas según los resultados obtenidos en la columna analítica (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 analizó por el método de fenol-ácido sulfúricos, tomando como referencia una curva de

calibración de galactosa. Luego de obtener lecturas consistentes con ausencia de hidratos de

carbono, se pasó a la solución siguiente de mayor concentración. La solución eluida se

fiaccionó de la siguiente manera: G2'Dl, de 0 a 16 ml (16,55 mg); GZ'D2, de 52 a 60 ml

(5,05 mg); G2'D3, de 60 a 80 ml (3,80 mg); 02'04, de 80 a 128 ml (2,55 mg); G2'D5, de

128 a 164 ml (38,95 mg); G2'D6, de 164 a 208 m1 (11,75 mg); GZ'D7, de 212 a 236 ml

(17,40 mg); GZ'DB, de 236 a 284 ml (14,40 mg); G2'D9, de 284 a 360 m1 (3,65 mg) (Fig.

5.2).

7.7. DETERMINACIÓN CUANTITATIVA DEL CONTENIDO TOTAL DE

HIDRATOS DE CARBONO

Se empleó el método colorimétrico del fenol-ácido sulfúrico según la técnica descripta por

Dubois et al.3

REACTIVOS NECESARIOS

l- Ácido sulfúrico 98 %, grado analítico.

2- Solución acuosa de fenol 5 % (p/v). Esta solución es estable durante varios meses

conservada en frasco color caramelo a temperatura ambiente.

PROCEDIMIENTO

A una solución (0,5 ml) conteniendo entre 10-70 pg de hidratos de carbono/m1 se agregó

fenol (0,5 m1) y mezcló. Se dejó caer ácido sulfúrico concentrado (2,5 m1), mediante un

dispensador automático, directamente sobre la superficie de la solución a fm de asegurar un

calentamiento máximo. Al cabo de 10 min, los tubos se agitaron y se mantuvieron 20 min más

a temperatura ambiente. En forma paralela se efectuó un blanco con agua destilada. La

absorbancia del color desarrollado se registró a 490 nm. La cuantificación del contenido de
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hidratos de carbono se refirió a curvas de calibración hechas con manosa o galactosa, según el

alga de origen dc la muestra analizada. El resultado sc expresó como porcentaje de azúcar

anhidro.

El porcentaje de hidratos de carbono de un heteropolisacárido puede calcularse tomando

como referencia una curva de calibración construida sólo con uno de los monosacáridos

componentes (galactosa. por ejemplo) y aplicando la siguiente expresión‘:

%H(.'- Axg ' 180 xde
pxz . .

I aga!

donde: A, absorbancia de la solución

x,-,fracción molar del componente i

M,, masa molar del componente i

d, factor de dilución utilizado

p, pendiente de la recta de calibración

5,, coeficiente de absorción para cl componente i

amb coeficiente de absorción para la galactosa

m, masa de muestra pesada

La ecuación anterior permite corregir las diferencias entre los coeficientes de absorción

para cada uno de los monosacáridos componentes del polisaeárido. Para ello es necesario

determinar por cromatografia gaseosa los azúcares componentes y su proporción.

Por otra parte, se corrige el peso molecular de la galactosa por el “peso molecular

promedio anhidro” que surge de tener en cuenta nuevamente la composición del polisaeárido.

Los coeficientes de absorción (en ml . pg" . cm") considerados para los distintos azúcares'1

son: galactosa, 0,0089; 2-0-metilgalactosa, 0,0080; 6-0-metilgalaetosa, 0,0062; xilosa,

0,0125.



7.8. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE SULFATO

El contenido de sulfato de las muestras se determinó mediante el método turbidimétrico de

Dodgson y Prices, o bien, mediante cromatografia de intercambio iónico con detector

conductimétrico. La determinación del contenido de éster sulfato se efectuó previa hidrólisis

de las muestras.

7.8.1. MÉTODO TURBIDIMÉTRICO

REACTIVOS NECESARIOS

l- Cloruro de bario-gelatina: Se disolvió la gelatina (Oxoid, libre de sulfato) (200 mg) en

agua (40 ml) a 60-70°C; la solución resultante se dejó en la heladera durante por lo menos 6 h.

Luego, se agregó el cloruro de bario (grado analítico) (200 mg) al fluido viscoso, que se dejó

en la heladera 2-3 horas más. El reactivo así preparado es estable durante una semana en

heladera.

2- Ácido tricloroacético (TCA) 3% (p/v).

PROCEDIMIENTO

Se disolvió el polisacárido (1-2 mg) en HCl l M (l ml), de modo tal de obtener una

solución madre que permitiera obtener, por diluciones adecuadas, soluciones con una

concentración final de sulfato dentro del rango 20-200 ug SO42'/0,5ml. La muestra disuelta se

hidrolizó por calentamiento en vial con cierre de teflon a lOS-l 10°C durante 4-5 h. Una vez

enfriada, se tomaron alícuotas cuyas concentraciones finales quedaran incluidas en el rango de

linealidad indicado al llevar a un volumen final de 0,5 ml (en HCl l M). Sobre estas se

adicionó la solución de TCA (3,5 ml), se mezcló y agregó el reactivo de cloruro de bario­

gelatina (l ml). Se mezcló nuevamente y, luego de dejar reposar a temperatura ambiente 15­

20 min, se midió la absorbancia a 360 nm. Paralelamente, se realizó un blanco partiendo de

0,5 ml de HCl l M. La medición debe hacerse dentro de la primera hora ya que luego el

sulfato de bario tiende a precipitar.

La cuantificación del sulfato se realizó por referencia a una curva de calibración obtenida

en las mismas condiciones, preparada a partir de soluciones de sulfato de sodio en HCl l M.
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7.8.2. CROMATOGRAFÍA IÓNICA CON DETECTOR CONDUCTIMÉTRICO

Las muestras (-«l mg) se disolvieron en ácido trifluoroacétíco (TFA) 2 M (l ml) e

hidrolizaron por calentamiento en vial cerrado a lOS-l 10°C durante 4-5 h. Una vez enfriadas.

se llevaron a sequedad bajo corriente de aire seco y se redisolvieron en 4 ml de agua (grado

conductimétrico). La determinación de sulfato se realizó en un cromatógrafo iónico DIONEX

DX-lOO, equipado con una columna AS4A y un detector conductimétrico. La clución se hizo

con una solución de Na2C03 1,8 mM y NaHCO3 l.7 mM, a un flujo de 2 ml/min.

7.9. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE a-GALACTOSA 6-SULFATO

El contenido de a-galactosa 6-sulfato se determinó por el método de Reesó, que cuantifica

el contenido de 3,6-anhidrogalactosa antes y después de someter la muestra a un tratamiento

alcalino.

TRATAMIENTO ALCALINO

A una solución al 0,2 % del polisacárido (5 ml) se agregó NaBH4 (20 mg) y se dejó a

temperatura ambiente durante 24 h. Una alícuota (4 ml) de la solución se mezcló con NaOH 3

M (2 ml) y más NaBH4 (40 mg). Esta mezcla se dividió en 4 alícuotas (1,5 ml) que se

calentaron en viales cerrados a 80°C durante 2; 3,5 y 5 h; la porción restante se mantuvo en

baño de hielo.

Se determinó el contenido de 3,6-anhidrogalactosa en cada una por el método de Yaphe7.

Se calculó el porcentaje de unidades de a-galactosa 6-sulfato en la muestra por diferencia

entre el contenido de 3,6-anhidrogalactosa de la solución inicial, mantenida en baño de hielo,

y el correspondiente a las alícuotas sometidas al tratamiento alcalino.
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7.10. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO 3,6-ANHIDROGALACTOSA

Se aplicó el método de resorcinol-ácido clorhídrico, según la técnica descripta por Yaphe7.

REACTIVOS NECESARIOS

Se preparó una solución de resorcinol (130 mg) en alcohol absoluto (100 ml), esta solución

es estable durante l mes si se guarda en heladera en frasco color caramelo.

El reactivo se prepara por agregado de lO ml de la solución anterior a 100 ml de HC] (c)

PROCEDIMIENTO

A una solución (0,6 ml) conteniendo 5-40 ug de 3,6-anhidrogalactosa o su equivalente en

polisacárido, colocada en un tubo de ensayo en baño de hielo, se agregó el reactivo de

resorcinol (3 ml). Luego de mezclar, se tapó y mantuvo en baño de hielo. Se llevó a

temperatura ambiente y luego se calentó a 80°C durante lO min. Se enfrió en baño de hielo y

la absorbancia del color desarrollado fue medida a 550 nm dentro de los primeros 15 min.

Paralelamente, se efectuó un blanco con agua destilada. El contenido de 3,6-anhidrogalactosa

se determinó por referencia a una curva de calibración, realizada con soluciones de fructosa, y

se expresó como porcentaje del componente anhidro.

La conversión de la curva de calibración, expresada en masa de fructosa, a masa de 3,6­

anhidrogalactosa se hizo según:

mmc =m¡m x 0,92

donde: m36AG_masa de 3,6-anhidrogalactosa

mjm,masa de fructosa

0,92, factor de corrección de fi'uctosa en 3,6-anhidrogalactosa

Cuando el dosaje de azúcares totales se realiza sobre un polisacárido sin hidrolizar, la

absorbancia medida es la suma de las contribuciones de cada uno de los monosacáridos

componentes. La contribución de la 3,6-anhidrogalactosa puede calcularse conociendo su

concentración, obtenida por el método de resorcinol-HC]. La absorbancia debida a los demás

monosacáridos se determina como la diferencia entre el valor de los azúcares totales y el

correspondiente al contenido de 3,6-anhidrogalactosa.



Capilqu 7

7.11. DOSAJE DE GRUPOS REDUCTORES

Se determinó por cl método colorimétrico de Park y Johnson“.

REACTIVOS NECESARIOS

1- Solución A: fcrricianuro de potasio (0,05% p/v), almacenado en botella color caramelo.

2- Solución B: carbonato de sodio (0,53%) + cianuro de potasio (0,065%)

3- Solución C: sulfato amónico-férrico (1,5 g) + dodecilsulfato de sodio (SDS) (l g) en

ácido sulfúrico 0,025 M (l l).

PROCEDIMIENTO

A una solución (0,5 ml) conteniendo l-lO pg de galactosa, manosa, o su equivalente en

polisacárido -según corresponda—,se le agregaron la solución A (0,5 ml) y la solución B (0,5

ml), mezclando después de cada adición. El tubo de ensayo se tapó con una bolita de vidrio y

se calentó en baño de agua hirviendo durante 15 min. Se llevó la solución a temperatura

ambiente, se agregó la solución C (2,5 ml) y se dejó durante 15 min adicionales, para permitir

el desarrollo del color. Se determinó la absorbancia a 690 nm contra un blanco realizado con

agua en las mismas condiciones.

El poder reductor de la muestra se determina por referencia a una curva de calibración de

galactosa -o de manosa-; el peso molecular (promedio numérico) se calculó según la

siguiente ecuación:

M"=—m—""ïxl80xdPr

donde: M", peso molecular promedio numérico

mmm. masa de muestra

P,, poder reductor, expresado como masa correspondiente del monosacárido

empleado en la curva de calibración

d, factor de corrección por diluciones
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7.12. DETERMINACIÓN DE LOS MONOSACÁRIDOS COMPONENTES

7.12.1. HIDRÓLISIS TOTAL DE LOS POLISACÁRIDOS

Los polisacáridos (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 teflong. Luego se llevó a sequedad bajo corriente

de aire seco. El hidrolizado se redisolvió en agua y nuevamente se llevó a sequedad hasta

evaporar totalmente el ácido.

7.12.2. PREPARACIÓN DE ALDlTOLES ACETILADOS

La mezcla de monosacáridos se disolvió en agua (3 ml) y se redujo con NaBH4, dejando

reaccionar durante toda la noche, según el procedimiento de Lindberg'o. Se agregó luego

resina Amberlite IR 120 plus (H+) para destruir el exceso de agente reductor y descationizar.

Se filtró y evaporó a sequedad. El borato residual sc eliminó como borato de metilo, por

agregado de metano] y evaporación a sequedad (5 x 0,5 ml). Se dejó en desecador al vacío

durante una noche y los alditoles asi obtenidos se acctilaron con anhídrido acético (0,2 ml) y

piridina (0,2 ml), calentando 45 min a 100°C. La solución se enfrió y extrajo con cloroformo­

agua 1:1 (5 ml). La fase acuosa se separó y reextrajo con cloroformo (2 ml). Los extractos

clorofórmicos combinados se lavaron con una solución saturada de NaHC03 (3 x 2 ml) y

finalmente con agua (2 x 2 ml). El extracto clorofórmico, secado con NaZSO4 (anh), se

evaporó a sequedad y el residuo obtenido se disolvió en 20 pl de cloroformo inmediatamente

antes de inyectar en el cromatógrafo gaseoso.

7.12.3. PREPARACIÓN DE ALDONONITRILOS ACETILADOS

Se prepararon siguiendo el procedimiento de Turner y Cherniak“. A la mezcla de

azúcares proveniente de la hidrólisis se le agregó 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 dejó

enfriar y se añadieron 0,5 ml de anhídrido acético, manteniendo la mezcla 20-30 min más a

85°C. Los aldononitrilos acetilados se extrajeron tal como se describió para los alditoles.
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7.12.4. HIDRÓLISIS REDUCTIVA

La hidrólisis de los polisacáridos indicada en 7.12.1 degrada las unidades de 3,6­

anhidrogalactosa. El método de hidrólisis reductiva, descripto por Stevenson y Fumeaux'z,

permite el análisis completo de los monosacáridos componentes y puede dividirse en dos

etapas. En la primera, se hidrolizan selectivamente y reducen las unidades de 3,6­

anhidrogalactosa. En la segunda etapa, el polisacárido se hidroliza y reduce totalmente.

REACTIvos NECESARIOS

l- TFA 3 M

2- 4-metilmorfolina-borano (MMB) 8% (p/v), solución preparada en el momento

3- TFA

4- Anhídrido acético

PROCEDIMIENTO

Al polisacárido (1-3 mg) se le agregaron TFA 3 M (0,4 ml) y la solución 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 agregó una nueva porción de MMB (0,1 ml) e hidrolizó en estufa a

121°C durante 120 min.

Luego de dejar enfriar, se añadió una nueva porción de MMB (0,2 ml) justo antes de

comenzar a evaporar bajo corriente de aire seco a 50°C. Al residuo seco se agregó acetonitrilo

(0,5 ml), llevando a sequedad otra vez. El producto de hidrólisis se dejó en desecador al vacío

durante por lo menos l h.

Los alditoles obtenidos se acetilaron con anhídrido acético (0,1 ml) y TFA (0,] ml), a 55­

60°C durante 10 min. La mezcla acetilada se trató según se describe en 7.12.2.
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7.13. ESTUDIOS DE ALQUILACIÓN

7.13.1. MÉTODO DE HAWORTH

Algunos xilomananos de Nothogem’a fasligiata, especificamente las fi'acciones F2',

F2 'desulfatada y F4’, se metilaron en una primera etapa por el método de Haworthl3 según la

técnica descripta por Cerezol4 . El tratamiento subsecuente del producto parcialmente

metilado según el método de Hakomori's dio como resultado los polisacáridos permetilados.

El polisacárido (20 mg) se disolvió en agua (0,60 ml) a temperatura ambiente, y se redujo

con NaBH4 (2-3 mg), agitando durante 16 h. Después se agregó NaOH 30% (120 ul); se

mantuvo la agitación mecánica vigorosa mientras se agregaban, simultáneamente y gota a

gota, NaOH 30% (840 ul) y sulfato de dimetilo (280 ul) manteniendo todo el sistema en baño

de hielo y bajo corriente de nitrógeno. La agitación se mantuvo durante 5 h 30 min (en este

lapso la solución se tomó más viscosa). Se hicieron dos agregados más de NaOH y sulfato de

dimetilo en las mismas condiciones. Luego de diluir con un poco de agua, el sistema se

dializó y liofilizó.

7.13.2. METODO DE HAKOMORIls

REACÏTVOS NECESARIOS

l- Metilsulfinilmetanuro de sodio

2- Ioduro de metilo

PREPARACIÓN DEL METILSULFINILMETANURO DE SODIO (CARBANIÓN SÓDICO)

Se suspendió NaH (1,8-2 g) en dimetilsulfóxido (15 ml) (secado sobre tamices moleculares

de 4 Á) en un balón de dos bocas. A una de las bocas se acopló un refrigerante con

circulación de agua, en cuyo extremo se anexó una trampa de CaClz (anh); la segunda boca se

selló con un séptum de goma por el cual se hizo pasar una corriente continua de N2 seco. El

balón se calentó a 50-60°C, en baño de aceite o vaselina líquida. Al cabo de aproximadamente

3 h de reacción, la evolución de gas cesó y la solución gris-verdosa resultante se trasvasó para

ser utilizada directamente en la metilación. El reactivo se conservó en freezer a —l7°C, en

fi'asco cerrado y contenido dentro de un recipiente con CaClz (anh). La concentración del

carbanión se determinó, inmediatamente antes de su empleo, por titulación con HC] 0,05 M,
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con fenolftaleína como indicador. El reactivo se consideró adecuado si la concentración de

base era mayor quc 2 M.

METILACIÓN DE LOS POLISACÁRIDOS

La muestra (15 mg) se disolvió en DMSO (l ml) con agitación. Se agregó carbanión

sódico ( l ml) y sonicó durante 3 h, en atmósfera de N2. La mezcla se enfi'ió en baño de hielo,

mientras se agregaba gota a gota cl ioduro de metilo (l ml). Se continuó con la agitación a

temperatura ambiente, cn atmósfera de N2, durante l h. Se hizo un segundo agregado de

carbanión sódico (0,5 ml), colocando la mezcla sobre baño de hielo; luego de agitar durante l

h 30 min, se hizo una nueva adición dc ioduro dc metilo (0,5 ml) cn las mismas condiciones

anteriores. Después de l h 30 min se cortó la reacción por agregado de agua, dializó y

liofilizó, para dar los polisacáridos permetilados.

7.13.3. MÉTODO DE STEVENSON Y FURNEAUXI2

Este método se trata de una modificación del descripto por Hakomori. Implica la

conversión de los polisacáridos en las sales de trietilamonio correspondientes, en una etapa

previa a la metilación propiamente dicha, a fin de mejorar la solubilidad del material de

partida en DMSO.

SALES DE TRlETlLAMONlO

Se preparó una columna (l x lO cm) rcllcna con Amberlite IR 120 plus (11+),equilibrando

con una solución de clorhidrato de trietilamonio 20% de modo de cambiar el catión de

intercambio. Una vez lavada con agua, hasta prueba de precipitación negativa del eluido con

una solución de AgNO; 5 %, se sembró el polisacárido (5-10 mg) disuelto en un volumen

mínimo de agua. Las sales de trietilamonio de los polisacáridos se recuperaron por elución

con agua y liofilización, manteniendo en dcsecador al vacío hasta su utilización.

METILACIÓN

Los polisacáridos (5 mg), como sal dc trietilamonio, sc disolvieron en DMSO (0,5 ml), con

agitación. A la solución se añadió carbanión sódico (0,5 ml), agitando 2 h en atmósfera de N2.

El ioduro de metilo (0,5 ml) se incorporó sobre la mezcla enfriada en baño de hielo, gota a

gota, después se agitó durante l h. Se efectuó un segundo agregado de carbanión sódico (0,5

ml) y de ioduro de metilo (0,5 ml), siempre sobre baño de hielo y atmósfera de N2,
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continuando con la agitación durante 2 h y l h respectivamente. La reacción se cortó por

agregado de agua, el exceso de ioduro de metilo se eliminó por evaporación con aire bajo

campana. Los productos metilados se recuperaron por diálisis y liofilización.

Las metilaciones realizadas sobre carragenano kappa y sus derivados desulfatados se

llevaron a cabo con un solo agregado de carbanión sódico y ioduro de metilo, en las

condiciones arriba indicadas, dejando con agitación durante 30 min cada vez.

7.13.4. METILACIÓN CON N-ÓXIDO DE 4-METILMORFOLINA

Este método se desarrolló a fin de pr0porcionar un mejor solvente para la metilación de

celulosa y otros polisacáridos estructurales de plantas“. Se intentó la metilación de la fracción

F2' siguiendo el procedimiento que se detalla.

Las muestras (20 mg) en N-óxido de 4-metilmorfolina monohidrato (500 mg) se calentaron

durante 30 min a 120°C en un vial cerrado (Wheaton-V de 5 ml). Se agregó DMSO (2 ml)

sobre la mezcla fundida y se agító durante l h a 55°C. Se llevó a temperatura ambiente y se

añadió carbanión sódico (l ml), agitando durante 2 h. Luego se incorporó ioduro de metilo (l

ml), sobre baño de hielo, agitando durante 2 horas más. El contenido del vial se volcó sobre

20 ml de agua. El producto de reacción se recuperó por diálisis y liofilización.

7.13.5. METILACIÓN CON CLORURO DE LlTlO

Esta modificación del método de l-Iakomori utiliza como solvente un sistema de

LiCl/DMSO, fue desarrollada para alquilar celulosa en medio homogéneo”. Se intentó

metilar la fi'acción F2' siguiendo esta técnica.

El polisacárido (25 mg) se disolvió en una mezcla de LiCl (200 mg) y DMSO (2,8 ml), por

sonicación, y se dejó en reposo durante 24 h. Se agregó carbanión sódico (l ml), se sonicó

durante l h y luego se dejó con agitación durante 4 h. Se adicionó ioduro de metilo (0,5 ml),

se sonicó durante 30 min y se dejó agitando durante 14 h. Se realizó un segundo agregado de

carbanión sódico (0,5 ml) y de ioduro de metilo (0,5 ml), con períodos de agitación de 3 h

luego de cada uno. La reacción se volcó sobre agua (20 ml). El producto se dializó y liofilizó.
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7.13.6. ETlLAClÓN

Los polisacáridos naturalmente metilados de Georgiella confluens fileron etilados, luego

dc convertirlos en sus sales de trietilamonio, siguiendo el procedimiento descripto por Cases

et al.”

REACTIVOS NECESARIOS

1- Metilsulfinilmetanuro de sodio (carbanión sódico, ver Sección 7.13.2)

2- Ioduro de etilo

ETILACIÓN

Las sales de trictilamonio de los polisacáridos (3-5 mg) se disolvieron en DMSO (0,5 ml),

todo el proceso se realizó bajo atmósfera de N2 y con agitación. Se agregó carbanión sódico

(0.5 ml), luego de 2 h se incorporó ioduro de etilo (0,5 m1)gota a gota y enfriando en baño de

hielo, se dejó reaccionar durante 30 min. Se efectuó un segundo agregado de carbanión sódico

(0,5 ml) y de ioduro dc etilo (0,5 ml), agitando durante 60 y 30 min respectivamente después

de cada adición. La reacción se cortó por agregado de agua, el exceso de ioduro de etilo se

evaporó con corriente de aire bajo campana. Los productos etilados se recuperaron por diálisis

y liofilización.

A fin de asegurar su etilación completa, GZ' etilada y GZ'SD etilada se sometieron a un

segundo proceso de etilación.

7.13.7. DETERMINACIÓN DE LA COMPOSICIÓN EN MONOSACÁRIDOS DE

LOS POLISACÁRIDOS PERALQUILADOS

Los polisacáridos permetilados de Nothogeniafastigiala se hidrolizaron en las condiciones

descriptas en 7.12.1 y se transformaron en los acetatos de aldítoles o de nitrilos, según 7.12.2

y 7.12.3.

Los polisacáridos peralquilados de Georgiella confluens y los carragenanos permetilados

se sometieron a hidrólisis reductiva en las condiciones descriptas en 7.12.4, pero realizando la

evaporación a seco después de agregar la tercera porción de MMB (0,2 ml) bajo corriente de

aire a 30°C, en vez de 50°C.
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7.14. DETERMINACIÓN DE LA CONFIGURACIÓN ABSOLUTA DE LAS

UNIDADES DE GALACTOSA

La configuración absoluta de las unidades de galactosa que componían los polisacáridos de

G. confluens se determinó por aminación reductiva, según el método desarrollado por Cases er

al.” Las aminaciones reductivas de las muestras se llevaron a cabo sobre los polisacáridos

hidrolizados, en las condiciones indicadas en 7.12.1, con (S)-l-amino-2-propanol, para dar los

l-desoxi-l-(2-hidroxipropilamino)alditoles correspondientes. En aquellos casos en los que se

quería analizar específicamente la configuración absoluta de los residuos de 2-0­

metilgalactosa se derivatizaron con (S)-l-feniletilamina, obteniéndose entonces los l-desoxi­

l -( l -feniletilamino)aldito les.

REACTIVOS NECESARIOS

l- Solución AA: (S)-l-amino-2-propanol en metanol (1:8 v/v)

2- Solución AF: (S)-l-feniletilamina en metanol (1:8 v/v)

3- Solución B: Ácido acético glacial en metano] (l :4 v/v)

4- Solución C: Cianoborohidruro de sodio en metanol (3% p/v)

7.14.1. OBTENCIÓN DE l-DESOXI-l-(2-HIDROXIPROPILAMINO)-ALDITOLES
ACETILADOS

Al polisacárido hidrolizado (1-5 mg) se agregaron las soluciones AA (20 ul), B (17 ul) y C

(13 ul) y se calentó en un vial con cierre de teflon a 65°C, durante 2 h. Luego de enfriar se

agregó, gota a gota, TFA 3 M hasta pH 1-2. La mezcla se evaporó a sequedad, se co-evaporó

con agua (3 x 0,5 ml) y metanol (5 x 0,5 ml). El residuo se mantuvo en desecador al vacío,

para ser acetilado con anhídrido acético-piridina (1:1) a lOO°Cdurante 45 min. Los derivados

se purificaron por extracciones, según el procedimiento indicado en 7.11.2.
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7.14.2. OBTENCIÓN DE l-DESOXI-1-(l-FENlLETlLAMlNO)ALDITOLES
ACETILADOS

Se siguió el procedimiento indicado para la obtención de l-desoxi-l-(Z­

hidroxipropilamino)alditoles, pero utilizando solución AF (32 ul) en lugar de la solución AA.

7.15. DETERMINACIÓN DE LA CONFIGURACIÓN ABSOLUTA DE LAS

UNIDADES DE 2,6-Dl-0-ALQUILGALACTOSA

Se siguió la técnica desarrollada en colaboración con la Dra. M.l. Errea. El estándar de 2,6­

di-O-metilgalactosa fue preparado y cedido gentilmente por el Dr. A.S. Cerezo. El estándar de

2,6-di-O-etilgalactosa se obtuvo por ctilación e hidrólisis (TFA 2 M, 121°C, 2 h), a partir de

carragcnano kappa comercial (carragenano tipo lll, de Eucheuma coitom'i, Sigma: C ¡263).

REACTIVOS NECESARIOS

l- Solución A: (S)-l-fcniletilamina en metanol (1:8 v/v)

2- Solución B: Ácido acético glacial en metanol (l :4 v/v)

3- Solución C: Cianoborohidruro de sodio en metano] (3% p/v)

PROCEDIMIENTO

El polisacárído (l-3 mg) se hidrolizó en las condiciones indicadas en 7.12.1, luego se

agregaron las soluciones A (32 ul), B (l7 ul) y C (13 ul) y se calentó en vial con cierre de

teflon a 65°, durante 2 h. Luego de enfriar se agregó TFA 3 M, gota a gota, hasta pH 1-2. La

mezcla se evaporó a sequedad y luego se co-evaporó con agua (3 x 0,5 ml) y metano] (5 x 0,5

ml). El residuo se acetiló con anhídrido acético-TFA (1:1), a 65°C durante 15 min. Luego de

enfriar, los derivados se extrajeron en las condiciones descriptas en 7.12.2. El rendimiento del

(l 'S)-l -desoxi- l -(l '-feniletilamino)-2,6-di-O-metilgalactitol fire del 80 %.
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7.16. CROMATOGRAFÍA GASEOSA

Los análisis de las muestras hidrolizadas y derivatizadas se realizaron en un cromatógrafo

gaseoso Hewlett-Packard 5890A con detector de ionización de llama, nitrógeno como gas

carrier, relación de split 80:1, conectado a un integrador Hewlett-Packard 3395A. Las

proporciones menores al 1% se consideran trazas.

7.16.1. ANÁLISIS DE ALDlTOLES Y ALDONONITRILOS ACETILADOS

Los monosacáridos componentes de los polisacáridos y de sus productos de peralquilación

se analizaron con una columna capilar SP-2330 (Supelco) de 30 m de longitud; 0,25 mm de

diámetro interno y 0,20 pm de espesor del film, bajo una presión de cabeza de lS psi y flujo

de gas carrier de 1 ml/min. La conversión de las áreas de cada pico a porcentajes molares se

calculó de acuerdo a la teoría de respuesta efectiva de carbono (effective carbon response

theory, ecr) propuesta por Albersheimzo; para el l,4,5-tri—0—acetil-3,6—anhidro-2-0­

metilgalactitol se utilizó un factor de respuesta de 0,64'2. Los programas de temperatura

utilizados fueron los siguientes:

PROGRAMAA: isotérrnica a 220°C, temperaturas de inyector y detector: 240°C, para

alditoles y nitrilos acetilados de N.fastigiata.

PROGRAMAB: isotérmica a 210°C, temperaturas de inyector y detector: 240°C, para

acetatos de alditoles y nitrilos metilados de N.fastigiata.

PROGRAMAC: 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 N.fasrigiata.

PROGRAMAD: de 160 a 210°C a 2°/min, de 210 a 240°C a S°/min, 30 min a 240°C,

temperaturas de inyector y detector: 220 y 240°C respectivamente, para

alditoles y nitrilos acetilados de G. confluens.

PROGRAMAE: 2 min a 180°C, de 180 a 210°C a l°/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. ANÁLISIS DE AMINOALDITOLES ACETILADOS

Los productos obtenidos por aminación reductiva se cromatografiaron con una columna

Ultra-2 (Hewlett-Packard) de 50 m de longitud; 0,2 mm de diámetro interno y 0,11 um de

espesor de film; bajo una presión de cabeza de 20 psi y flujo de gas carrier de 0,65 ml/min.

Los programas de temperatura utilizados fueron los siguientes:

PROGRAMAF: de 180 a 220°C a 4°/min, 2 min a 220°C, de 220 a 270°C a l°/min,

temperaturas de inyector y detector: 240 y 270°C respectivamente, para l­

desoxi- 1-(2-hidroxipropilamino)alditoles acetilados.

PROGRAMAG: 3 min a 180°C, de 180 a 220°C a 3°/mín, 2 min a 220°C, de 220 a 270°C a

l°/min, temperaturas de inyector y detector: 240 y 270°C respectivamente,

para l-desoxi- l -( l -feniletilamino)alditoles acetilados.

7.17. ESPECTROMETRÍA DE MASA

7.17.1. CROMATOGRAFÍA GASEOSA-ESPECTROMETRÍA DE MASA

Para las muestras analimdas por cromatograña gaseosa-espectrometría de masa se

utili7aron un cromatógrafo gaseoso HP-5890 Series II acoplado a un espectrómetro de masa

Trío-2 VG Masslab y/o un cromatógrafo gaseoso GC17A acoplado a espectrómetro de masa

GCMS QPSOSOA(Shimadzu), en ambos casos a un potencial de ionización de 70 eV. Las

condiciones de corrida fueron las mismas que en 7.16.1 y 7.16.2, con la única diferencia que

el gas carrier era helio en este caso.

7.17.2. ESPECTROMETRÍA DE MASA UV-MALDl-TOF

Los experimentos de espectrometría de masa UV-MALDl-TOF (matrix-assisted laser

desorption/ionization, desorción/ionimción por láser asistidas por la matriz) se llevaron a

cabo en colaboración con la Dra. R. lïrra-Balsells y el Dr. H. Nonami (Plant

Biophysics/Biochemistry Research Laboratory, College of Agriculture, Ehime University,

Japón).
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7.17.2.]. XILOMANANOS

Se utilizó un equipo Shimadzu Kratos, Kompact MALDI Ill (Shimadzu, Kyoto, Japón),

equipado con un láser pulsado de nitrógeno (¡F337 nm, ancho de pulso=3 ns). El analizador

se utilizó a un voltaje de aceleración de 20 kV para medir muestras de peso molecular

elevado. Los iones se obtuvieron por irradiación de la muestra justo por encima de la potencia

mínima del láser, por lo tanto, la irradiancia empleada para obtener un espectro de masa

dependió del analito. Se acumularon 50 espectros. Todas las muestras se analizaron en los

modos lineal y reflectrón, tanto en modo positivo como negativo.

Las matrices que se ensayaron fueron:

B-carbolinas: nor-harmano (9H-pirido[3,4-b]indol); harmano (l-metil-9H-pirido[3,4­

b]indol); harmina (l-metil-7-metoxi-9H-pirido[3,4-b]indol);

ácido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB, ácido gentísico);

ácido sinapínico (SA, ácido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinámico);

ácido a-ciano-4-hidroxicinámico (4-HCCA);

l-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 estándares como calibrantes externos y matrices como calibrantes internos

(B-carbolinas), aplicando el programa de calibración Kratos Kompact.

Las muestras se colocaron en soportes de acero inoxidable para 20 muestras cada uno

(Shimadzu).

PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS

Se prepararon soluciones stock disolviendo los compuestos seleccionados como matriz

(nor-hannano, hannano, 2,5-DHB, 20 mg) en mezclas 2:3 v/v de MeCN-TFA 0,1% (l ml).

Cuando se utilizó HIQ como aditivo de 2,5-DHB, se usaron soluciones de 2,5-DHB 0,2 M y

HIQ 0,06 M en H20-MeCN lzl, que se mezclaron en proporción 3:1 para dar la solución

inicial de matriz en los métodos A y B (ver más adelante). Cuando se usaron B-carbolinas

(nor-harmano y harmano) como aditivos de 2,5-DHB se siguió el mismo protocolo. Las

soluciones de analito se prepararon disolviendo los polisacáridos 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 proteínas (l0 pmol/ul) en TFA 0,1%.

Se utilizaron tres métodos de preparación de muestras:

MÉTODOA: antes de colocar la muestra, se colocó solución de matriz (l ul) en cada

portamuestras (2 x 1,5 mrn) y luego se removió, a fin de lavar la superficie. Luego se depositó

la solución de analito (0,5 ul), la solución de matriz (1,0 ul) cubriendo a la anterior y el

solvente se evaporó por corriente de aire.

MÉTODOB: primero se depositó la solución de matriz (0,5 ul) en el portarnuestras, se

evaporó el solvente bajo corriente de aire, después se cubrió la matriz con solución de analito

(0,5 ul) y se evaporó el solvente. Finalmente se hicieron dos nuevos depósitos de matriz (0,5

ul de solución cada uno). Esto da como resultado una relación de soluciones analito-matriz

1:3 (v/v).

MÉTODOC: 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 ul); (iii) HIQ (0,5 ul); (iv) 2,5-DHB (0,5 ul); (v) analito (0,5

ul). Esto da como resultado una relación de soluciones analito-2,5-DHB-HIQ 1:3:1 (v/v). Se

empleó el mismo protocolo para todas las matrices “dopadas” 2,5-DHB-B-carbolinas.

Uso DE CSCL COMO DOPANTElÓNlCO

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 se agregó CsCl como dopante iónico. Las

secuencias para cargar el portamuestras fueron:

Método B: (i) matriz (0,5 ul); (ii) analito (0,5 ul); (iii) CsCl 0,25 M (0,5 ul); (iv) matriz

(0,5 ul); (v) matriz (0,5 ul).

Método C: (i) 2,5-DHB (0,5 ul); (ii) 2,5-DHB (0,5 ul); (iii) HIQ (0,5 ul); (iv) 2,5-DHB

(0,5 ul); (v) analito (0,5 pl); CsCl 0,25 M (0,5 ul).

Los cristales de los sólidos listos para analizar fueron inspeccionados con un microscopio

Stereoscopic (NIKON Optiphot), con una magnificación de 400 x y se registraron imágenes

digitales con un microscopio de alta resolución digital (Keyence VH-6300, Keyence

Corporation) con magnificación de 150 x. Las imágenes logradas corresponden a las Figs.

4.6-4.9 (Capítulo 4).
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7.17.2.2. XILANOS

Las muestras de xilanos (XT,Xl-X3) se analizaron en dos equipos: (a) un espectrómetro de

masa Shimadzu Kratos, Kompact MALDI 4 (pulsed extraction) (TOF) (Shimadzu, Kyoto,

Japón) y (b) un espectrómetro de masa Applied Biosystems Voyager DE-STR (TOF). Ambos

estaban equipados con láser pulsado de nitrógeno (lem=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 láser, a fin de seleccionar la posición óptima para la recolección 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 láser necesario para

obtener iones y con una potencia mayor para analizar la formación de clusters. Por lo tanto, la

irradiación empleada para cada espectro de masa dependió del analito. En general se

acumularon 100 espectros. Todas las muestras se analizaron en los modos lineal y reflectrón,

tanto en modo iónico positivo como negativo. Como las señales registradas no fireron

suficientemente intensas, no se hicieron experimentos PSD en modos positivo o negativo.

Las matrices que se usaron fiieron:

B-carbolinas: nor-harmano (9H-pirido[3,4-b]indol);

ácido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB, ácido gentísico);

ácido sinapínico (SA, ácido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinámico, para las proteínas

calibrantes).

Los espectros se calibraron con calibrantes externos: (i) proteínas comerciales

(neurotensina: PM 1672,96; insulina bovina: PM 5733,5) con SA como matriz en modos

iónicos negativo y positivo; y (ii) a-ciclodextrina (ciclohexaamilosa, PM 972,9); B­

ciclodextrina (cicloheptaamilosa, PM ll35,0); y-ciclodextrina (ciclooctaamilosa, PM 1297,l)

con nor-harmano como matriz en modos iónicos negativo y positivo. Se aplicaron los

programas de calibración 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).

289



Capítulo 7

PREPARAClÓN 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-HZO (0,2 ml) ó 2:3 v/v de

MeCN-lle (0,2 ml). Las soluciones de analito se prepararon en el momento, disolviendo los

polisacáridos (1 mg) en agua pura (grado MilliQ, 56-59 nS/cm) (0,5 ml).

Se utilizaron dos métodos de preparación de muestras:

MÉTODO A (SANDWICH):primero sc depositó la solución de matriz (0,5 ul) en el

portamuestras, se evaporó el solvente bajo corriente de aire a temperatura ambiente. Después

se cubrió la matriz, dísolviéndola parcialmente, con solución de analito (0,5 ul) y se evaporó

el solvente. Finalmente se hicieron dos nuevos depósitos de matriz (0,5 pl de solución cada

uno), produciendo una disolución parcial de las capas de matriz y analito previamente

depositadas. Esto da como resultado una relación de soluciones analito-matriz 1:3 (v/v),

siguiendo una secuencia: (i) matriz; (ii) analito; (iii) matriz; (iv) matriz.

MÉTODOB (MEZCLA):la solución de analito se mezcló con 1a de matriz en proporciones

1:1 a 1:12 (v/v). Se depositó una alícuota (0,5 pl) de esta mezcla en el portamuestras y se secó

bajo corriente de aire a temperatura ambiente. Luego se colocó una porción adicional (0,5 pl)

sobre la capa sólida formada, redisolviéndola parcialmente, y el solvente se evaporó

nuevamente con aire.

Las capas sólidas, parcialmente cristalinas, resultaron relativamente homogéneas en ambos

casos. Los cristales de los sólidos listos para analizar fueron inspeccionados con un

microscopio Stereoscopic (NIKON Optiphot), con una magnificación de 400 x y se

registraron imágenes digitales con un microscopio de alta resolución digital (Keyence VH­

6300, Keyence Corporation) con magnificación de 800 x. Se obtuvieron señales de mejor

calidad con nor-harmano como matriz, utilizando el Método B en relaciones xilanozmatriz 1:4

y 1:8 (v/v). Por lo tanto, se presentan sólo los resultados obtenidos en condiciones

experimentales óptimas.
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7.18. ESPECTROSCOPÍA RMN

Los espectros se realizaron en tres equipos: l) Bruker AC 200, 2) Bruker AM 500, 3)

Bruker DPX 300 (Faculté de Fannacie, Université Louis Pasteur, Strasbourg, Francia).

7.18.1. RMN "C

Los espectros RMN lJC con desacoplamiento protónico 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 H20­

D20 l:l (0,5 ml) y se colocaron en tubos de 5 mm de diámetro. Los parámetros empleados

fueron: ángulo de pulso, 45°; tiempo de adquisición, 0,4 s; ancho espectral, ll kHz, 518000­

603000 scans.

Para los espectros RMN l3Ccon desacoplamiento protónico de las fi'acciones estudiadas de

G. confluens se disolvieron las muestras (lO-20 mg) en una mezcla de H20-D20 l:l (0,5 ml)

y se colocaron en tubos de 5 mm de diámetro. Los espectros correspondientes a CP y GZ’

iniciales, así 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 parámetros empleados fueron: ángulo de pulso, 90°;

tiempo de adquisición, 0,700 s; tiempo entre pulsos, l 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 realizó a temperatura ambiente en un Bruker AC 200 a

50 MI-Izcon un ancho espectral de ll,l kHz, ángulo de pulso de 45°, tiempo de adquisición

de 0,4 s, registrando 298000 scans. Los espectros de G2', G2'Dl, G2'D4 y G2'D5 se hicieron

a temperatura ambiente en un Bruker AM 500, con un ancho espectral de 29,4 kHz; ángulo de

pulso de 51,4°; tiempo de adquisición de 0,4 s; tiempo entre pulsos de 0,6 s, con 28200-42400

scans. Los carbonos metilénicos de GZ' se asignaron mediante un experimento de

intensificación sin distorsión por transferencia de polarización2| (distorsionless enhancement

by polarization transfer, DEPT 135) realizado en el equipo Bruker AM 500 con un ancho

espectral de 26,3 MHz; tiempo de adquisición de 0,56 s y relaxation delay de 0,6 s,

registrando 5376 scans. En todos los espectros de G. confluens se usó 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 desulfatación

con CTMS a 100°C durante 8 h (relación 12200)se registraron en el equipo Bruker DPX 300 a
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80°C, con DMSO como referencia interna, y los siguientes parámetros: ángulo de pulso, 90°;

tiempo de adquisición, 0,70 s; tiempo entre pulsos, l s; ancho espectral, 9,l kl-Iz; número de

scans, ca. 60000.

Los espectros de 125 MHz de los demás productos de desulfatación del carragenano kappa

se registraron en el equipo Brukcr AM 500, a temperatura ambiente, con DMSO como

referencia interna, y los siguientes parámetros: con un ancho espectral de 27,8 kHz; ángulo de

pulso de Sl,4°; tiempo de adquisición de 0,4 s; tiempo entre pulsos de 0,6 s; número de scans,

ca. 3000.

7.18.2. RMN 'H

Los espectros RMN 'H de 500 Mlvlzde las fracciones de N. fasligiala se registraron en el

equipo Brukcr AM 500, con 3-(trimctilsilil)-l-propanosulfonato de sodio como referencia

interna. Se utilizaron soluciones de polisacáridos, previamente intercambiados con D20, en

D20 (lO mg en 0,5 ml) y colocadas cn tubos de 5 mm de diámetro. Los parámetros aplicados

fueron los siguientes: ángulo de pulso, 90°; tiempo de adquisición, 4,4 s; ancho espectral, 7,5

kHz; número de scans, 120.

Los espectros RMN lH de 500 MHz de los productos de desulfatación del carragenano

kappa se realizaron en el equipo Brukcr AM 500, con acetona como referencia interna (a 2,20

ppm) a temperatura ambiente y a 45°C. Los polisacáridos se intercambiaron con D20, luego

se disolvieron en el mismo solvente (7-10 mg cn 0,5 ml) y se colocaron en tubos de 5 mm de

diámetro. Los parámetros aplicados fueron los siguientes: ángulo de pulso, 90°; tiempo de

adquisición, 4,4 s; ancho espectral, 5,7 kl-lz; número de scans, 144.

7.18.3. RMN BIDlMENSlONAL

Los espectros RMN bidimensionalcs de correlación homonuclear 'H-‘H (COSY |H-ll-I) y

heteronuclear lsC-lll (HETCOR |3C-ll-l) fueron realizados a 500 y 125 MHz en el equipo

Brukcr AM 500, aplicando la secuencia de pulsos proporcionada por el software del

fabricante.
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7.19. DESULFATACIÓN

7.19.1. DESULFATACIÓN ÁCIDA

Los xilomananos sulfatados de N. fastígiata se desulfataron con cloruro de hidrógeno

metanólico 0,1 M (preparado por reacción de 250 ul de cloruro de acetilo con 35 ml de

metanol anhidro) según la técnica aplicada previamente”. Una porción de polisacárido (21,4

mg) se suspendió en cloruro de hidrógeno 0,1 M en metanol (16 ml), agitando a temperatura

ambiente durante 72-96 h. Luego de agregar agua (5 ml), la mezcla se neutralizó con NaHCO;

(s.s.) y se dializó contra agua corriente y destilada. Los polisacáridos desulfatados se

recuperaron por liofilización. 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. DESULFATACIÓN SOLVOLÍTICA

Las técnicas de desulfatación solvolítica implican calentamiento de la sal de piridinio del

polisacárido sulfatado en DMSO-piridina en presencia de metanol y/o aguan'zs. Las muestras

se transformaron en las sales de piridinio por pasaje a través de una columna de Amberlite IR

120+ (11+),eluyendo con agua y recogiendo sobre piridina 20 %. Las sales de piridinio se

recuperaron por diálisis contra agua destilada y liofilización.

DESULFATACIÓN DE G2' CON PlRlDINA 20 % EN DMSO

Una porción de la fracción 62' como sal de piridinio (11,45 mg) se suspendió en piridina

20 % en DMSO (1,4 ml), se sonicó y agitó vigorosamente a fin de lograr una suspensión

homogénea. De esta mezcla se colocó en un vial con cierre de teflon y se calentó en estufa a

100°C durante 10 h. La mezcla inicial se transformó en una solución límpida durante el

calentamiento. El producto se recuperó por diálisis y liofilización; el contenido de sulfato se

determinó por cromatografia iónica: 10,1 % SO;Na.

DESULFATACIÓN DE GZ’ CON PIRIDINA 2 % EN DMSO

El polisacárido como sal de piridinio (9,0 mg) se mezcló con piridina 2% en DMSO (1,4

ml), se sonicó y agitó vigorosamente a fin de lograr una suspensión homogénea. Esta mezcla
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se dividió en alícuotas de 200 ul (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

transformó en una solución límpida durante el calentamiento. Por otra parte, el remanente de

la solución inicial se tomó como blanco y dializó. Los productos se recuperaron por diálisis y

liofilización; el contenido de sulfato se determinó por cromatografia iónica: 9,7; 12,5; 10,6;

9,6 % SOJNa para 2, 4, 6 y 8 h respectivamente.

DESULFATACIÓN DE G2' CON DMSO-METANOL-PIRIDINA 89:10:]

El polisacárido como sal de piridinio (6,05 mg) se disolvió en una mezcla DMSO-metanol­

piridina 89:10:] (2,4 ml). La mezcla se calentó en vial con cierre de teflon durante 4,5 h a

105°C. El producto se recuperó por diálisis y liofilización; el contenido de sulfato se

determinó por el método turbidimétrico de Dogdsonsz 13,0 % SO;Na.

DESULFATACIÓN DE GZ' CON MEZCLAS DMSO-METANOL-lhO-PIRIDINA

El polisacárido como sal de piridinio se calentó a 100°C durante 5 h con distintos solventes

(0,4 ml solvente/mg de muestra):

1- DMSO-HZO-piridina 89:10:]; masa inicial: 6,05 mg; masa recuperada: 3,7 mg; 12,3 %

SO;Na.

2- DMSO-metanol-piridina 79:20:]; masa inicial: 5,25 mg; masa recuperada: 3,65 mg;

13,0 % SOJNÜ.

3- DMSO-metanol-I-Izo-piridina 89:5:521; masa inicial: 7,45 mg; masa recuperada: 4,2

mg; 12,5 % SOJNa.

Otra porción de muestra (5,3 mg) se trató con DMSO-metanol-piridina 7922021(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 diálisis y liofllización; el contenido de

sulfato se determinó por el método turbidimétrico de Dogdsons.
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7.19.3. DESULFATACIÓN CON AGENTES SlLlLANTES

REACl'lVOS NECESARIOS

clorotrirnetilsilano (CTMS)

piridina anhidra (p.a., secada sobre tamices moleculares 4 Á)

PROCEDIMIENTO

Los polisacáridos, como sus sales de piridinio, se agitaron unos 15 min en piridina anhidra

(solución a1 1% p/v) a la temperatura de trabajo. Luego se desulfataron por agregado de

CTMS sobre la suspensión y calentando, con agitación constante, durante el tiempo y 1a

temperatura indicados en cada caso. La reacción se cortó por agregado de agua, gota a gota y

en baño 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 polisacáridos 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 polisacáridos de G. confluens se indican a continuación. El contenido de sulfato de los

productos obtenidos se determinó por el método turbidimétrico de Dogdsons.

1­

4:.
l

RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:90

8,75 mg CP + l ml piridina + 150 ul CTMS

calentamiento a 95°C durante 4,5 h

Rendimiento: 4,4 mg; 11,6% S03Na

RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:470

10,00 mg CP + 1 ml piridina + 150 pl CTMS

calentamiento a 100°C durante ll h, luego de 100 a 40°C, 16 h

Rendimiento: 5,80 mg; 6,1% SOJNa

RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:390

20,86 mg CP + 2,09 ml piridina + 1,05 m1CTMS

calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 14,98 mg; 5,0% S03Na

RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS l :3 80

19,23 mg CP + 1,92 m1piridina + 970 pl CTMS
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calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 14,88 mg; 4,5% S03Na

RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:470

29,65 mg G2' + 3 m1piridina + 1,80 m1CTMS

calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 16,34 mg; 4,6% S03Na

RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:380

24,80 mg G3' + 2,5 m1piridina + 1,50 m1CTMS

calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 16,50 mg; 6,1% S03Na

Las condiciones ensayadas para carragenano kappa (se detallan las masas de las sales de

piridinio) se indican a continuación. E1 contenido de sulfato de los productos obtenidos se

determinó por cromatogralïa iónica, a menos que se indique lo contrario.

1.

3.1

3.2
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BLANCO:29,0 mg + 2,9 m1 piridina

calentamiento a 100°C durante 3 h

Rendimiento: 25,85 mg; 18,1% SOJNa

BLANCO:35,0 mg + 3,5 m1 piridina

calentamiento a 100°C durante 8 h

Rendimiento: 22,65 mg; 18,8% SOJNa

RELACIÓNMOLARSULFATO-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

RELACIÓNMOLARSULFATO-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% SOgNa

RELACIÓNMOLARSULFATO-CT MS 1:100

47,75 mg + 4,8 ml piridina + 1,17 m1CTMS

calentamiento a 100°C durante 3 h

Rendimiento: 33,6 mg; 7,0% S03Na



10.1.

RELACIÓNMOLARSULFATO-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% SOgNa

RELACIÓNMOLARSULFATO-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% S03Na

RELACIÓNMOLARSULFATO-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% SOJNa

RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:1

39,0 mg + 4,0 ml piridina + 0,010 m1CTMS

calentamiento a 100°C durante 3 h

Rendimiento: 17,75 mg; 16,5% S03Na

RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS l :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% SOgNa

RELAClÓNMOLARSULFATO-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. RELACIÓNMOLARSULFATO-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

RELACIÓNMOLARSULFATO-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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RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:50

54,3 mg + 5,4 ml piridina + 0,66 ml CTMS

calentamiento a lOO°Cdurante 6 h

Rendimiento: 40,1 mg; 5,3% SOgNa

13.1. RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 12200

18,45 mg + 1,84 ml piridina + 0,93 ml CTMS

calentamiento a lOO°Cdurante 8 h

Rendimiento: 5,3 mg (parte de la solución se perdió por proyección al agregar agua);

9,7% S03Na (turbidimetría)

13.2. RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:200

30,0 mg + 3,0 ml piridina + 1,6 ml CTMS

calentamiento a lOO°Cdurante 8 h

Rendimiento: 16,35 mg; 11,3% SOJNa (turbidimetría)

13.3. RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 1:200

31,7 mg + 3,2 ml piridina + l,7 ml CTMS

calentamiento a lOO°Cdurante 8 h

Rendimiento: 15,4 mg

13.4. RELACIÓNMOLARSULFATO-CTMS 12200

36,75 mg + 3,7 ml piridina + 1,84 ml CTMS

calentamiento a lOO°Cdurante 8 h

Rendimiento: 22,65 mg; 6,9% S03Na (cromatografia iónica); 11,3% S03Na

(turbidimetría)
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7.20. DEGRADACIÓN DE SMITH

Los polisacáridos CP y G2', de G. confluens, se sometieron a una degradación de Smith26

127en las condiciones descriptas por Usov et a pero agregando además MMB, a fin de evitar

la degradación de unidades Iábiles durante la etapa de hidrólisis controlada.

REACTIVOS NECESARIOS

l NaIO4 0,02 M

2- Etilenglicol

3- Borohidruro de sodio

4- Ácido acético

5- Ácido acético 1,5 %

6- 4-metilmorfolina-borano (MMB) 80 mg/ml

PROCEDIMIENTO

A una solución acuosa de xilogalactano sulfatado (CP, 51 mg; G2', 49,7 mg; disueltos en

20 ml) se agregó NaIO4 0,02 M (20 ml) y se dejó agitando en oscuridad, a temperatura

ambiente, siguiendo el consumo de oxidante por su absorbancia a 222 y 304 nm. Una vez que

cesó el consumo de NaJO4 se destruyó el exceso con etílenglicol (0,5 ml), agitando durante l

h. La mezcla de reacción se dializó, concentró a aproximadamente lO ml, y se redujo durante

16 h con exceso de NaBH4. Luego de acidificar con ácido acético, se dializó y liofilizó dando

el polisacárido oxidado y reducido (CP, 36,4 mg; GZ', 38,3 mg). Estos productos (CP, 32,4

mg; 62', 38,3 mg) se sometieron a una hidrólisis suave por tratamiento con la solución de

MMB (2 ml) y el ácido acético 1,5 % (4 ml), con calentamiento a 100°C durante 2 h. Se

evaporó a sequedad, el residuo se redisolvió y dializó para dar los productos CPSD (23,7 mg)

y G2'SD (32,0).



C(¡pitido 7

7.21. ACTIVIDAD BIOLÓGICA

Los ensayos de actividad anti-I-ISVy anticoagulante fueron realizados en el Departamento

de Química Biológica dc la Facultad dc 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 Virologie, INSERM U74, Strasbourg, Francia.

7.21.]. ACTIVIDAD ANTI-HSV

COMPUESTOS, CÉLULAS Y VIRUS

Los polisacáridos se disolvieron en agua, fueron esterilizados por filtración y se hicieron

diluciones adecuadas para los ensayos en medio de cultivo.

Se usaron las siguientes cepas de virus: herpes simplex tipo l (HSV-l) cepa F, las cepas

deficientes en timidina quinasa HSV-l (TK') 82006 y Field; HSV-Z (cepa G). Todas las cepas

se propagaron y titularon sobre células Vero (células de riñón de mono verde africano).

PROCEDIMIENTO

La actividad antiviral se evaluó mediante un ensayo de reducción de placas. Monocapas de

células Vero, distribuidas cn microplaeas de 24 pocillos (6 x 105 células/pocillo), se

infectaron con 80 unidades formadoras de placas (PFU) por pocillo en ausencia o presencia de

los polisacáridos en concentraciones variadas. Luego se cubrieron con medio esencial mínimo

de Eagle (MEM) conteniendo 0,5 % de metilcelulosa y la dosis correspondiente de agente

antiviral o polisacárido. Luego de la adsorción, las células se lavaron y cubrieron con medio

de cultivo de mantenimiento que incluía al polisacárido en la misma concentración. Las

placas se contaron luego de 2 días de incubación a 37°C. La concentración inhibitoria 50%

(leo) se definió como la concentración de compuesto requerida para reducir el número 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

dilución de muestra.

La citotoxicidad de los polisacáridos se evaluó, paralelamente a la actividad antiviral, por

determinación de la viabilidad de células por el método de exclusión de trypan blue (tinción

de las células muertas)". Las monocapas de células Vero se incubaron durante 48 h a 37°C,

con medio de cultivo de mantenimiento quc contenía además diluciones en serie (1:2) de los

compuestos estudiados. Después se removió el medio, las células se tripsinizaron y se
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determinó el número de células viables. Se usaron dextran sulfato de 8000 Da de peso

molecular (DS8000) y heparina como compuestos referencia. La concentración citotóxica

50% (CCso) se definió como la concentración de compuesto que reducía el número de células

viables al 50%.

7.21.2. ACTIVIDAD ANTI-HIV29

COMPUESTOS, CÉLULAS Y VIRUS

Los polisacáridos se disolvieron en agua, fueron esterilizados por filtración y se hicieron

diluciones adecuadas para los ensayos en medio de cultivo RPM] 1640. Los cultivos de

control recibieron los mismos volúmenes de solvente, sin exceder nunca el 1%.

Los cultivos se mantuvieron a 37°C en atmósfera con C02 5%. Se estudiaron los efectos de

los compuestos en la replicación de HIV en células MT-4 y CEM-SS.

PROCEDIMIENTO

1- HIV-1"“, SOBRECÉLULASMT-4

En el primer ensayo, la actividad de los polisacáridos contra HIV-lun, estaba basada en la

inhibición del efecto citopatogénico inducido por el virus sobre células MT-4. Las células se

infectaron con HIV-lun, con 5 veces la dosis infectiva de cultivo celular 50% (TCleo) —que

se determinó por evaluación de la actividad de la transcriptasa reversa (RT) liberada por

células MT-4 infectadas luego de 5 días. Esta dosis infectiva disminuye el número de células

viables en un 90% luego de S días. Luego de la adsorción a 37°C durante 30 min., las células

infectadas se ajustaron a una concentración de 2 x 105 células/ml en medio RPMI 1640

suplementado con 20% de suero fetal bovino (FCS) inactivado con calor, 100 lU/ml de

penicilina, 100 ¡Ag/mlde 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 día, la

viabilidad celular se midió por reacción 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 formazán. La cantidad producida de formazán, medida por su absorbancia a

540 nm, se correlacionó con el número de células vivas”. El porcentaje de protección de las

células infectadas y tratadas con los compuestos se calculó aplicando la fórmula propuesta por

Pauwels et a1.3°:
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I":T leOOU-l
donde: P, porcentaje de protección;

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.

La concentración inhibitoria ICso corresponde a la concentración de compuesto ensayado

que confiere un 50% de protección.

2- HIV-1M. SOBRECÉLULASCEM-SS

El procedimiento seguido para medir la actividad anti-HIV en células CEM-SS estaba

basado en la detección cuantitativa de la actividad de RT en el sobrenadante del cultivo. Las

células CEM-SS se infectaron con HIV-11,,“a 20 TCleo (evaluado de la misma manera que

en el ensayo anterior). Luego de permitir la adsorción durante 30 min, las células se lavaron

dos veces para eliminar partículas virales no adsorbidas y cultivadas a una concentración final

de l x 105 células/ml en presencia de varias diluciones de los compuestos probados. En el

quinto día siguiente a la infección se evaluó la actividad de RT en el sobrenadante como se

indica a continuación.

3- ENSAYO DE TRANSCRIPTASA REVERSA

Las partículas virales (65 pl de sobrenadante del cultivo) se disociaron en 10 min, a 4°C,

por tratamiento con bufl'er 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, añadiendo 25 pl de una mezcla de reacción conteniendo: Tris-HCl 0,2 M (pH 7,8);

MgClz 20 mM; EGTA 4 mM; 3 pCi de [3H]timidina trifosfato (48 Ci/mmol); 5 pg de

oligo(rA)-oligo(dT). La reacción se detuvo con 20 |.llde difosfato de tetrasodio decahidratado

en 60% de ácido tricloroacético. Los precipitados se recolectaron sobre un filtro y se midió la

radioactividad. Los ensayos se hicieron por duplicado.

4- ClTOTOXlClDAD

La toxicidad de los compuestos sobre las células MT-4 y CEM-SS no infectadas (mock­

infected cells) sc midió también por el método MTT. Se definió como CCsoa la concentración

de compuesto que producía 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 midió utilizando plasma humano y varias concentraciones de los

xilomananos. Se mezclaron plasma humano (170 pl) y la solución ensayada (30 pl),

incubando 2 min a 37°C. A la mezcla se le agregó trombina bovina (7,5 U/ml; 100 pl) y se

registró el tiempo de coagulación.
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RESUMEN

Las investigaciones llevadas a cabo sobre polisacáridos de algas rojas son relevantes a

partir de dos aspectos básicos:

l- El análisis estructural de los polisacáridos, a fin de evaluar la diversidad de estructuras

naturales y de establecer su aplicación como indicadores quimiotaxonómicos.

2- La detección de especies con usos prácticos potenciales debido a ciertas propiedades —

como actividad antiviral- y el estudio de correlaciones estructura-actividad.

Además se intenta desarrollar y mejorar las metodologías utilizadas para el estudio

estructural de los hidratos de carbono de interés.

En este trabajo de Tesis se estudiaron los sistemas de polisacáridos extraídos de dos

especies de algas rojas de la costa patagónica y antártica: Nolhogem'a fastigiata

(Galaxauraceae, Nemaliales) y Georgiella confluens (Ceramiaceae, Ceramiales),

respectivamente. El contenido está dividido en cinco partes, de las cuales la primera es una

introducción al tema, las tres siguientes corresponden a resultados obtenidos y la última a los

métodos experimentales aplicados.

Parte l. En el Cap. I se introducen las clasificaciones y estructuras de los polisacáridos de

algas rojas marinas. Se detallan los antecedentes bibliográficos vinculados al análisis

estructural de galactanos sulfatados extraídos dc Ceramiaceae.

El estudio del sistema de polisacáridos de N. fastigíata había sido iniciado con

anterioridad. Dicho sistema comprende:

l- D-Xilanos neutros del tipo denominado “uniones mixtas” con enlaces [HI-+3) y B-(l—)4).

Se aislaron tres fracciones (XI-X3) por precipitación con etanol. Su estudio indicó que las

uniones [3-(1-—)3)estaban dispersas en toda la cadena.

2- Xilogalactanos sulfatados (Fl, F7) de la familia del agar, que mostraron características

erráticas de solubilidad, atribuidas a asociaciones moleculares.

3- Xilomananos sulfatados (F2-F6). El análisis preliminar de dos fracciones indicó la

presencia de D-mananos con uniones a-(l—)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

polisacáridos sulfatados de N. fastigiata. Las cinco fracciones de Xilomananos sulfatados

fiJeron probadas para controlar su actividad contra HSV-l, resultando interesante solamente

F6. Se analizó entonces su eficacia frente a varios virus a ADN y ARN. La actividad



Resumen

inhibitoria completa se logró sólo cuando el compuesto estaba presente durante el período de

adsorción viral.

Posteriormente, y en simultáneo con este trabajo de Tesis, se demostró que tres actividades

mediadas por la glicoproteína gC -vinculada a la adhesión de HSV-l al heparán sulfato de la

superficie celular- eran igual y efectivamente bloqueadas por F6. Esto confirmó la interacción

de F6 con los dominios cargados positivamente de la glicoproteína viral, evitando la

adsorción del virus a la célula.

Parte ll. Las propiedades antivirales dcmostradas por el sistema de xilomananos de N.

fastigiala, así como el interés por determinar exhaustivamente la estructura poco frecuente de

estos polisacáridos y la posibilidad de establecer una correlación estructura actividad fueron

los factores que motivaron la investigación (Cap. 3). Se comenzó llevando a cabo un nuevo

procedimiento de extracción y fraccionamiento, basado en la precipitación de los

polisacáridos sulfatados con cetrimida y su redisolueión en soluciones de concentración

creciente 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 de los xilomananos dependió fundamentalmente del contenido de

ramificaciones simples de xilosa. Sólo aquellas fracciones con niveles de xilosa similares se

separaron según su grado de sulfatación. Estos polisacáridos poseían una conformación al

azar en solución. Se llevaron a cabo estudios de metilación, desulfatación-metilación y

espectroscopía RMN '3C y lH.

HO

Ho R' R2 R3

Man 2X H Man H H

Man2x es NasoJ Manzs Naso, H

o Man óS H NaSOJ

Man 2,6-diS NaSO; NaSO;

El alga roja N. fizstigiala biosintetim un sistema de D-mananos con uniones a-(l—>3)

sulfatados en las posiciones 2 y 6, y con ramificaciones simples de D-xilosa cnlazada B­

(l—)2). Sc estableció la composición en unidades estructurales de los xilomananos,

considerando que la abundancia de unidades disulfatadas era mínima. Tanto F2’ como F4’
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contienen xilomananos que se aislaron como complejos con otros polisacáridos existentes en

el alga. Las fracciones FS’ y F6’ son mananos verdaderos.

La falta de dependencia directa entre el contenido de sulfato y el orden de fraccionamiento

de las muestras, sugirió que el factor principal para la precipitación y redisolución de los

polisacáridos era la formación de agregados de moléculas. Los xilogalactanos, xilomananos y

xilanos pertenecientes al sistema formarían agregados insolubles y solubles. Estas

propiedades de agregación podrían explicarse mediante el modelo de “cierre de cremallera”

(sugar zipper) para interacciones carbohidrato-carbohidrato. Además, los xilomananos

contenían mayoritariamente cationes Ca2+ y Mg2+ a pesar de haber sido sometidos a dos

tratamientos sucesivos con NaCI. Dichos cationes no actuaban como simples contraiones, sino

que estaban complejados con los polisacáridos. En particular, F2’ (con 91% de grupos

aniónicos asociados a cationes divalentes, baja sulfatación y alto contenido de xilosa) file

aislada como un complejo de xilomanano con galactano y xilano. Ciertas regiones de los

hidratos de carbono podrían interactuar entre sí -mediante interacciones cooperativas

carbohidrato-carbohidrato dependientes de calcio- formando complejos muy estables.

Se evaluó la actividad biológica de los xilomananos cuyo análisis estructural se llevó a

cabo. Si bien algunas fi'acciones resultaron activas frente a HIV, su citotoxicidad elevada les

restó interés para llevar a cabo estudios posteriores. El manano Fó’ fue el compuesto más

activo frente a varias cepas de HSV tipos l y 2, dos de ellas resistentes a aciclovir. Las

actividades de F2’ y F3’ resultaron algo menores, mientras que FS’ no inhibió

significativamente la replicación viral. Los polisacáridos no fiieron citotóxicos. Aquellos

xilomananos cuya distribución de sulfato simule la distribución de cargas negativas de los

sitios de unión del heparán sulfato podrán inhibir competitivamente la unión de HSV. La

presencia de grupos 2- y 6- sulfato parece ser importante, pero también se requiere su

distribución en dominios que imiten el sitio de unión del receptor celular. El manano F6’ es el

que reproduciría mejor el dominio para la unión viral.

Los polisacáridos sulfatados suelen poseer propiedades antiCoagulantes. Sin embargo, las

fi'acciones de xilomananos estudiadas no resultaron activas. Esto constituye una ventaja para

la aplicación potencial de estos polisacáridos como agentes antivirales en formulaciones de

aplicación local, con menores efectos secundarios adversos.

En el Cap. 4 se trata la aplicación de una nueva metodología para determinar el peso

molecular y su función de distribución en polisacáridos de algas rojas: los xilomananos

sulfatados y los xilanos fueron estudiados por EM UV-MALDI-TOF.

Los espectros de los xilomananos presentaron ciertas características interesantes:
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l- Abarcaron un rango amplio de valores de m/z (N2100-45300 uma), siendo este el primer

antecedente sobre espectros de masa UV-MALDl-TOF de polisacáridos sulfatados de

pesos moleculares tan altos.

2- lndividualmente, no mostraron una distribución unimodal de pesos moleculares.

3- Estaban compuestos por pocos picos que aparecieron al azar, sugiriendo la existencia de

procesos de desorción/ionización erráticos y de baja eficiencia.

El cálculo 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 demás, los pesos moleculares calculados por EM MALDI eran

menores. Las diferencias aumentaban con el peso molecular, indicando mayores dificultades

en la etapa de desorción/ionización y la consecuente discriminación de masas, con defecto de

iones de m/z mayores.

El análisis de un espectro total de l’2’ rcveló una distribución unimodal velada. La

reconstrucción de un espectro total para la familia de xilomananos mostró una distribución

unimodal, con distorsiones de la envolvente causadas por el proceso de obtención y cálculo y

por la naturaleza compleja del sistema de polisacáridos.

Con respecto a los xilanos, sólo sc obtuvieron buenos espectros par X1 y X3, con las

siguientes características:

l- Mostraron distribuciones unimodales de pesos moleculares.

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

3- Las señales principales, bien resueltas, diferían en una unidad de anhidroxilosa.

4- Los iones principales fireron [M+Na]+ó [M-H]' (modos positivo o negativo).

La coincidencia entre los pesos moleculares promedio numérico determinados por UV­

MALDl-TOF y por espectroscopía RMN 'H indicó que los experimentos de EM dieron

resultados que rcflejaban cn forma confiable la composición de estas muestras en relación a

su distribución de pesos moleculares.

La aplicación de EM UV-MALDI-TOF a la determinación de la distribución de pesos

moleculares de carbohidratos está todavía en desarrollo. El enfoque general de los trabajos

publicados consiste en la comparación con los resultados obtenidos por métodos

convencionales. Los experimentos realizados sobre N. fasligiata demostraron que es

interesante su aplicación a polisacáridos de algas rojas, si se cuenta con una buena

combinación de las variables experimentales.

Parte Ill. El Cap. 5 comprende cl análisis estructural de los polisacáridos de G. confluens.

No existían antecedentes bibliográficos sobre esta especie, aunque datos de otros miembros de
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Ceramiales permitían esperar la presencia de galactanos sulfatados de la familia del agar. Por

tratamiento con cetrimida y redisolución en soluciones de NaCl, se aislaron siete fracciones

de las cuales dos —GZy G3- sumaban el 86% de la masa recuperada. Cada una fue redisuelta

en solución de NaCl dando las fracciones G2’ y G3’, sobre las que se llevó a cabo el análisis

estructural. Además se estudió CP, el material antes del fraccionamiento.

El análisis de las subfracciones aisladas por cromatografia de intercambio iónico de GZ’ en

columna de DEAE Sephadex A-25 (Cl') permitió concluir que GZ’ era una muestra

polidispersa de composición homogénea. Por lo tanto, se desestimó el estudio exhaustivo de

las subfi'acciones y se continuó con el de G2’ como tal.

Las metodologías utilizadas fueron: metilación, etilación, desulfatación-etilación,

desulfatación-metilación, degradación de Smith, espectroscopía RMN I3Cy determinación de

la configuración absoluta de monosacáridos a partir de derivados diastereoméricos. Se

aplicaron dos técnicas desarrolladas durante este trabajo de Tesis: desulfatación de

polisacáridos sulfatados con CTMS en piridina y determinación de la configuración absoluta

de residuos de 2,6-di-0-metilgalactosa por aminación reductiva con (S)-l -feniletilamina.

El análisis de los espectros RMN I3C, a la luz de los resultados provenientes de análisis

químicos; permitió la asignación de ciertas unidades relevantes dentro del complejo esquema

de sustitución de estos polisacáridos.
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En conclusión, las muestras aisladas de G. confluens presentan las siguientes

particularidades estructurales:

l- Una cadena central de agarano altamente metilado.
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2- Bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa y sus unidades precursoras.

3- Ramificaciones simples de xilosa unidas a la posición 4 de unidades de B-D-galactosa.

4- Sulfatación mayoritariamente en la posición 3 de a-L-galactosa.

5- Sulfatación menor en la posición 4 de B-D-galactosa..

Los polisacáridos de G. confluens son muy interesantes a nivel estructural, ya que es la

primera vez que se encuentra un sistema de polisacáridos que reúnen dos características

inusuales en galactanos de algas rojas: sulfatación en C-3 de unidades a-L-galactosa y

ramificaciones simples de xilosa en la posición 4 de B-D-galactosa.

Parte lV. En el Cap. 6 se desarrolla la reacción de desulfatación con CTMS de

carragenano kappa comercial, a fin de probar su eficacia en un polisacárido con máximo

contenido de unidades de 3,6-anhidrogalactosa y optimizar las condiciones de reacción. Los

productos de desulfatación aislados se caracterizaron por espectroscopía RMN, contenido de

sulfato, peso molecular y porcentaje de recuperación. Se determinaron las mejores

condiciones experimentales -en términos de desulfatación con menor degradación y mayor

recuperación del producto.

Se llevó a cabo además el estudio por RMN ID ('3C, 'H) y RMN 20 (COSY 'H-‘H,

HETCOR |3C- lH) de carragenano beta —obtenido por desulfatación total de can'agenano

kappa—-que permitió la asignación completa de su espectro protónico.

El método de desulfatación desarrollado demostró ser útil y versátil para la remoción de

grupos sulfato en posiciones distintas y cn varios tipos de polisacáridos. En algunos casos fue

la última técnica de desulfatación adecuada que permitió completar el análisis estructural de

las muestras.

Parte V. El Cap. 7 incluye los métodos experimentales utilizados.
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APÉNDICE A.1. AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE POLISACÁRIDOS DE NOT}

Nothogenia
fastigiata

1-H10 ebullición
2-Preclpltnclón I-PrOH

1' Extracción
2' Extracción
3' Extracción

NaCl 1.0 M
F2

NaCI 2.0 MF4

NaCI 3.0 M
F5

NaCI 4.0 MF6



4STIGlATA

'-F6' se recuperaron
con 1-pentanol. diálisis



DE GEORGIELLA CONFLUENS

NaCl 3.0 M

DEAESephadex

G2’D1 - H20
GZ'DZ - NaCl 0.3 M

G2'D3 - NaCl 0.3 M

GZ'D4- NaCI0.3 M

62'05 - NaCI0.5 M

GZ'DG - NaCI 0,5 M

62'07 - NaCI0.7 M

G2'DB - NaCl 0.7 M

62'09 - NaCl1.0M



APÉNDICE A.2. AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE POLISACARIDOS DE GEOA

Georgia/Ia
confluens

E1+E2+E3+E4+ESBPE

NoCI 3,0 M

NIC! 4.0 M

CP
solución


