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El alga verde cenocítica ��������	
����
� desarrolla paredes celulares complejas, con 

una fase fibrilar compuesta por β.(1→4).D.mananos que se ubican en una capa exterior 

y una interior de similar espesor, y una matriz central de polisacáridos sulfatados, 

incluyendo un arabinano y un galactano como componentes principales, y en menor 

medida un β.(1→4).D.manano sulfatado que podría actuar como interfase con la parte 

neutra de la pared). El galactano es similar a los sintetizados por otras especies del 

género. Tienen enlaces β.D.(1→3), grupos sulfato en C.4 y C.6 y acetales de ácido 

pirúvico en C.3 y C.4. El arabinano, altamente sulfatado y con uniones β.L.(1→3), 

constituye el primer reporte de un polisacárido compuesto por una cadena lineal de 

unidades de arabinopiranosa. Estos resultados permiten proponer un modelo completo 

de pared celular para esta macroalga verde.  

 

El arabinano sulfatado presentó una importante actividad anticoagulante a través de al 

menos cuatro mecanismos: potenciación de antitrombina y de cofactor II de la heparina 

e inhibición directa de Factor Xa y de trombina. La inhibición directa de trombina 

involucra un mecanismo novedoso, donde la unión del polisacárido al exositio 2 de la 

enzima provoca cambios en la geometría de su tríada catalítica. �
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Palabras clave: pared celular, alga verde, ������� �	
����
�, polisacáridos sulfatados, 

arabinano, galactano, manano, FTIR.Análisis de Componentes Principales, actividad 

anticoagulante, inhibición directa de trombina. 
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Coencocytic green seaweed ������� �	
����
� develops complex cell walls, with a 

fibrillar phase composed by β.(1→4).D.mannans that form an outer and an inner layer 

of similar thickness, and a central matrix of sulfated polysaccharides, including 

arabinans and galactans as major components, and in minor quantities, a sulfated β.

(1→4).D.mannan that could act as an interphase with the neutral part of the wall). 

Galactans are similar to those synthetized by other �������species. They present β.D.

(1→3) linkages, sulfate groups on C.4 and C.6 and pyruvic acetals on C.3 and C.4. The 

highly sulfated arabinan, with β.L.(1→3) linkages, constitutes the first report of a 

polysaccharide built up by a linear chain of arabinopyranose units. These results allow 

us to postulate a complete model of cell wall arrangement for this green macroalga. 

 

 The sulfated arabinan showed important anticoagulant activity by at least four 

mechanisms of action: potentiation of antithrombin and heparin cofactor II and direct 

inhibition of Factor Xa and thrombin. Direct inhibition of thrombin takes place by an 

original mechanism involving binding of the polysaccharide to exosite 2 of the enzyme 

that promotes changes in the geometry of its catalytic triad.  
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Key words: cell wall, ��������	
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�, sulfated polysaccharides, arabinan, galactan, 

mannan, FTIR.Principal Component Analysis, anticoagulant activity, direct inhibition 

of thrombin. 
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Este trabajo de Tesis se centra en la caracterización de las paredes celulares de 

macroalgas verdes marinas de la especie ������� �	
����
�, que crece sobre costas 

rocosas en aguas argentinas y de otras regiones templadas.  

 

La 1° Parte se subdivide en: 

 

A) Pared celular de ������� �	
����
�
� Estructura y componentes: se describe el 

fraccionamiento y purificación de los componentes principales de la pared (manano 

fibrilar y polisacaridos sulfatados de matriz celular: galactano, arabinano y manano) y 

su caracterización química. Además, se presenta la localización ��������y el ensamble de 

esos componentes en la estructura de la pared. La metodología utilizada incluye: 

técnicas cromatográficas (intercambio iónico, gaseosa), precipitación con KCl, 

determinaciones químicas colorimétricas, espectroscopía de masa y FTIR, tratamientos 

enzimáticos, microscopía óptica y confocal con técnicas histoquímicas y de 

inmunomarcación y mapeo por microespectroscopía SR/FTIR, entre otras. 

 

B) Variabilidad de los componentes de la pared celular de ��������	
����
�: se analiza 

la variabilidad geográfica y temporal en los componentes de la pared celular, en base a 

muestras procedentes de tres localidades diferentes, y de ocho muestreos realizados en 

una de ellas a lo largo de dos años. La metodología involucrada en esta parte incluye 

determinaciones químicas y espectroscopía FTIR asociada a técnicas estadísticas de 

compresión de datos (Análisis de Componentes Principales). 

 

La 2° Parte: Actividad anticoagulante de un polisacárido sulfatado de ��������	
����
��

describe la importante actividad anticoagulante del arabinano altamente sulfatado 

obtenido de las paredes celulares de �
� �	
����
�. Se evaluó su actividad mediante 

pruebas globales de coagulación, para luego ahondar en sus mecanismos de acción y la 

interacción con distintas proteínas que forman parte de dicho proceso. Esto se realizó 

mediante ensayos amidolíticos, electroforesis en geles de poliacrilamida, espectroscopía 

de dicroísmo circular y de fluorescencia y simulación de la dinámica molecular.  

�
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Ara: arabinosa 

Man: manosa 

Gal: galactosa 

Ram: ramnosa 

Fuc: fucosa 

Glc: glucosa 

Xil: xilosa 

AT: azúcares totales 

AT:SO3Na : relación molar entre azúcares totales y sulfato expresado como SO3Na 

Gal:Ara: relación molar entre galactosa y arabinosa 

HRGP: glicoproteína rica en hidroxiprolina 

AGP: arabinogalactano proteína 

IR: infrarrojo 

FTIR: espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier 

DEAE: dietil amino etil 

RMN: resonancia magnética nuclear 

PCA: análisis de componentes principales 

PC1: componente principal Nro 1 

PC2: componente principal Nro 2 

MWCO: corte de peso molecular 

A1: arabinano sulfatado del extracto acuoso a temperatura ambiente de �������

�	
����
� 

A1D: arabinano A1 desulfatado 

A2: arabinano sulfatado del extracto acuoso a 90° C de ��������	
����
� 

G1: galactano sulfatado de ��������	
����
� 

G1D: galactano G1 desulfatado 

M: manano fibrilar de ��������	
����
��

MS: manano sulfatado de ��������	
����
��

PS: polisacárido sulfatado 

BA: Bahía Arredondo 

SAO: San Antonio Oeste 

LF: La Farola 
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DE: desvío estándar 

ST: sulfotransferasa 

SH: sulfohidrolasa 

GT: glicosiltransferasa 

GAG: glicosaminoglicano 

CesA: celulosa sintasa�

Csl: enzima tipo celulosa sintasa 

CAZy: enzimas activas hacia carbohidratos 

UDP: uridín difosfato 

UDP/GlcA: uridín difosfato/ácido glucurónico 

UDP/Xil: uridín difosfato/xilosa 

UDP/Ara�: uridín difosfato/arabinopiranosa  

UDP/Ara�: uridín difosfato/arabinofuranosa 

PAPS: 3’/fosfoadenosina 5’/fosfosulfato 

HG: homogalacturonano 

RGI: ramnogalacturonano de tipo I 

RGII: ramnogalacturonano de tipo II 

TFA: ácido trifluoroacético 

MMB: complejo metilmorfolina borano 

DMSO: dimetil sulfóxido 

FID: detector de ionización de llama 

SDS: dodecil sulfato de sodio 

CW: blanco de calcofluor 

 

�

�

� �
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��������������������������������� ��������!�����������"�����"��� �

 

La pared celular es una estructura sumamente compleja y dinámica (Somerville et al., 

2004; #�$���� �). Sus principales funciones, las más reconocidas y estudiadas 

tradicionalmente, son el dar forma y sostén a las células, determinando así los distintos 

tipos celulares que conforman tejidos y órganos (Keegstra, 2010), y en parte también la 

morfología del organismo. A través de la pared, las células vegetales son capaces de 

afrontar las fuerzas de gravedad, tensión y compresión, así como la presión osmótica 

proveniente de su propio interior (Burton et al., 2010). Otros aspectos de su función 

estructural se relacionan con la adhesión celular y la porosidad o permeabilidad de las 

células. En algunos casos constituye además una fuente de energía metabolizable, y ha 

sido relacionada con numerosos procesos como la protección ante patógenos, 

reconocimiento, señalización (generalmente asociado a la pérdida de integridad de la 

pared), crecimiento y morfogénesis (Pilling y Höfte, 2003; Somerville et al., 2004; 

Cosgrove, 2005; Burton et al., 2010; Keegstra, 2010). Se cree que las paredes celulares 

de eucariotas habrían evolucionado por transferencia lateral a partir de organismos 

procariotas productores de pared (Niklas, 2004; Popper y Tuhoy, 2010) 

 

Los principales componentes de la pared celular son polisacáridos, junto con 

glicoproteínas y lignina (Somerville et al., 2004). Si bien suelen distinguirse dos tipos 

de paredes (primaria y secundaria) la variabilidad en la composición entre tipos 

celulares es tal que entre estos extremos existe un continuo de paredes especializadas 

(Keegstra, 2010), y en la práctica es difícil establecer cuándo se pasa de un tipo de pared 

al otro (Burton et al., 2010). En términos generales, la pared primaria de las plantas 

superiores está formada por una estructura fibrilar de celulosa embebida en una matriz 

de polisacáridos que combina hemicelulosas y pectinas; mientras que la lignina es el 

polímero que caracteriza a las paredes secundarias, junto con grandes cantidades de 

celulosa. La pared primaria se encuentra en células en expansión (o que al menos 

conservan su capacidad de crecimiento), y la secundaria se desarrolla en células que 

pierden esa capacidad ya que se han diferenciado completamente y especialmente en 

ciertos tipos celulares con funciones estructurales como las fibras, y de transporte, como 

los elementos conductores del xilema.  
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#�$���� �� Modelo molecular a escala de la pared celular de una hoja de ��������	�	. La 

cantidad de cada polímero se basa  en su razón respecto del contenido de celulosa. La cantidad 

de celulosa representada es menor a la real, para mayor claridad del esquema. XG: xiloglucanos, 

GAX: glucuronoarabinoxilanos, RGII: ramnogalacturonano II, RGI: ramnogalacturonano I, HG: 

homogalacturonano. Tomado de Somerville et al., 2004.   

 

��%��&��������'�
(�������������������������

 

La celulosa, componente común a la pared de la mayoría de las plantas, consiste en 

acadenas lineales de β�D�(1→4)�glucanos que forman microfibrillas estableciendo 

interacciones hidrofóbicas y puentes de hidrógeno inter e intramoleculares. Si bien la 

estructura química fundamental es esencialmente la misma, se encuentra una cierta 

variabilidad en el largo de las cadenas de celulosa y en su grado de cristalinidad (Burton 

et al., 2010). 

 

Por el contrario, los componentes no celulósicos de la pared (es decir, hemicelulosas y 

pectinas) son estructuralmente más complejos y presentan una gran heterogeneidad a 
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diferentes niveles (órgano, tejido, célula, molécula). Esta variabilidad estructural se 

vincula con una diversidad en las paredes celulares que es también evolutiva y 

ambiental, y está íntimamente relacionada con las funciones que cumplen esas paredes. 

De la diversidad encontrada en estos componentes puede interpretarse, siguiendo a 

Burton y colaboradores (2010), que se han desarrollado diferentes estrategias químicas 

para alcanzar las propiedades físico�químicas requeridas por la matriz de la pared para 

cumplir sus funciones. Estas estrategias consisten principalmente en la introducción de 

cierta “irregularidad controlada” sobre estructuras de polisacáridos regulares, con el fin 

de evitar su tendencia a la agregación. De este modo, con el agregado de mono u 

oligosacáridos como cadenas laterales sobre las cadenas principales, se generan zonas 

donde las interacciones intermoleculares se ven impedidas combinadas con otras zonas 

no sustituidas que permiten la unión a través de interacciones intermoleculares 

localizadas. Esto permite la formación de geles, es decir redes tridimensionales de 

polisacáridos con segmentos libres en solución y otros involucrados en estructuras del 

tipo cristalinas (Kloareg y Quatrano, 1988).  

 

Los mecanismos biosintéticos que originan la diversidad observada en las paredes 

celulares son sólo parcialmente conocidos. En general, se cree que involucran enzimas, 

llamadas glicosiltransferasas (GT), que suman residuos glicosilo a partir de los 

correspondientes donores azúcar�nucleótido a una cadena polimérica en elongación 

(Burton et al., 2010). Las GT se han clasificado en la base de datos CAZY 

(
���������
����
����������	, enzimas con actividad hacia carbohidratos) de acuerdo a 

las familias de genes que las codifican y a los productos de las reacciones que catalizan 

(Scheible y Pauly, 2004). Probablemente la clase de GT mejor conocida corresponda a 

las codificadas por la familia de genes CESA (por �������	��	��
��	�), responsables de 

la síntesis de celulosa en la membrana plasmática. En Charophytas y plantas superiores 

estas enzimas se agrupan en complejos de treinta y seis unidades formando rosetas de 

donde surgen las microfibrillas de celulosa (Sarkar et al., 2009). Las enzimas GSL 

(������� 	��
��	�� ����) responsables de la síntesis de calosa (un β�(1→3)�glucano) 

también actúan en la membrana plasmática.  Por otro lado, la superfamilia Csl (por 

�������	��	��
��	������) agrupan las subfamilias de genes que codifican GT involucradas 

en la síntesis de los esqueletos de polisacáridos no celulósicos, que a diferencia de la 

celulosa se producen en el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi. Algunas de 

estas subfamilias son comunes a todas las plantas, mientras que otras sólo se encuentran 
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en ciertos grupos (Lerouxel et al., 2006). La subfamilia CSLA se relaciona con la 

síntesis de mananos y glucomananos y CSLC lo hace con los xiloglucanos, mientras 

que en el caso de CSLF y más recientemente CSLH (Doblin et al., 2009), se las vincula 

con los β�(1→3)/β�(1→4) glucanos característicos de las gramíneas. Para las restantes 

subfamilias (CSLB, D, E y G), predichas por similitud de secuencias, aun no se han 

determinado funciones (Lerouxel et al., 2006). Por último, otro tipo de GT serían las 

responsables de la síntesis de pectinas, así como de agregar mono� u oligosacáridos 

como sustituyentes de las cadenas principales (Burton et al., 2010). Algunos aspectos 

clave del proceso de biosíntesis de los polisacáridos de pared celular son aun 

desconocidos, como por ejemplo los mecanismos de iniciación y terminación de la 

síntesis de una cadena, el rol de las hidrolasas que se encuentran presentes en sitios 

donde al mismo tiempo hay síntesis y deposición de polisacáridos de pared, o qué tan 

precisa es la adición de sustituyentes sobre el esqueleto de un polímero ramificado 

(Burton et al., 2010).  

 

Las hemicelulosas, también llamadas glicanos de entrecruzamiento, son un grupo 

heterogéneo de polisacáridos no cristalinos, con una estructura básica del tipo β�(1→4). 

Se trata de polisacáridos que se extraen de la pared en medio alcalino, de menor peso 

molecular que la celulosa y alto grado de ramificación, que establecen puentes de 

hidrógeno con las microfibrillas de celulosa, manteniéndolas unidas entre sí. Las 

principales hemicelulosas son los xiloglucanos (en dicotiledóneas y gimnospermas), 

glucuronoarabinoxilanos (principalmente en gramíneas, aunque también en 

dicotiledóneas), β�(1→3)/β�(1→4)�glucanos (característicos de gramíneas) y 

galactomananos (en semillas de leguminosas).  

 

Las pectinas incluyen polisacáridos muy ramificados y con la posibilidad de hidratarse 

gracias a la presencia de cargas negativas, aportadas por cantidades variables de ácido 

α�D�galacturónico. Se extraen de la pared con agua a alta temperatura o con agentes 

quelantes de Ca
++

, y regulan la porosidad, el balance iónico y el pH de la pared, así 

como la adhesión entre células, dada su abundancia en la lámina media. Además se las 

relaciona con procesos de reconocimiento y detección de agentes patógenos y 

simbiontes. El componente más simple y abundante de las pectinas es el 

homogalacturonano (HG), polímero lineal de ácido α�D�galacturónico unido por enlaces 

(1→4). El ramnogalacturonano I (RGI) consiste en una repetición del disacárido [→4)�
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α�D�GalA�(1→2)�α�L�Rha�(1→], con ramificaciones de unidades de arabinosa y/o 

galactosa sobre la ramnosa. El ramnogalacturanano II (RGII), componente minoritario y 

mucho más complejo, posee un esqueleto formado por unidades de  α�D�(1→4)�GalA 

al igual que HG, pero con patrones de sustitución muy complejos que incluyen hasta 12 

monosacáridos diferentes y 22 tipos de uniones glicosídicas (Harholt et al., 2010). 

Además, suele estar presente como dímeros cuya formación está mediada por la 

presencia de iones borato. RGII no ha sido detectado en algas verdes y parece ser una 

innovación ocurrida en el linaje de las plantas terrestres, donde es ubicuo, y su 

estructura se encuentra muy conservada (Popper y Tuhoy, 2010).  

 

Las razones para abordar el estudio de la pared celular son variadas: desde el interés en 

los aspectos evolutivos de su diversidad y su rol fisiológico en los distintos grupos de 

organismos hasta las numerosas aplicaciones, actuales o potenciales, relacionadas con 

sus componentes: biomasa para la producción de etanol y otros biocombustibles, fibra 

dietaria debido a los beneficios que su consumo representa para la salud humana 

(Burton et al., 2010), y otras aplicaciones industriales como la producción de 

hidrocoloides. En el caso de las algas marinas, se suma la posibilidad de obtener 

compuestos bioactivos de variada aplicación a partir de polisacáridos sulfatados.  

 

��)���������������������$���

�

Al igual que en las plantas y demás organismos que producen una pared celular, en las 

algas esta estructura está formada por una fase cristalina o fibrilar y una fase amorfa o 

matriz. De acuerdo a la literatura sobre el tema, la particularidad en las algas marinas es 

que la matriz predomina sobre la primera fase, y que los componentes aniónicos son 

más abundantes que los neutros (Kloareg y Quatrano, 1988). Sin embargo, esto no 

parece ser válido en el caso de las paredes celulares del género 
����� (o al menos en 

las especies estudiadas por nuestro grupo de investigación: 
���������� y 
��������). De 

cualquier modo, resulta claro que los polisacáridos aniónicos de la matriz 

(principalmente sulfatados, aunque también carboxilados) deben cumplir algún rol 

específico de importancia relacionado con el entorno marino.  

 

La fase cristalina se compone de polisacáridos neutros lineales. Las Chlorophyta 

presentan la mayor diversidad en esta porción de la pared, a nivel de subclase, género, 
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especie y también de generaciones, debido al fenómeno llamado “alternancia 

bioquímica de generaciones”, por el cual las fases esporofítica y gametofítica de algunas 

algas sintetizan paredes de composición completamente diferente. En unos pocos 

grupos de algas verdes (Siphonocladales, Cladophorales, Chlorococcales) se encuentra 

verdadera celulosa, en proporciones similares a las que se observan en plantas 

superiores. En la mayoría de los grupos que producen polisacáridos tipo celulosa como 

componente fibrilar de pared, su porcentaje es menor y su hidrólisis da además otros 

monosacáridos, como xilosa (Kloareg y Quatrano, 1988). Las microfibrillas de celulosa 

de algas pueden alcanzar dimensiones mayores que las de plantas (30 nm de ancho 

contra 4�10 nm) y ser más cristalinas (Cosgrove, 1997). Otros órdenes, como las 

Caulerpales, sintetizan β�(1→3)�xilanos muy cristalinos. Por último, las células adultas 

de Codiales y Dasycladales producen β�(1→4)�mananos. También las algas rojas tienen 

como componentes fibrilares mananos y xilanos, mientras que en algas pardas sólo se 

encuentra celulosa. 

 

En la matriz de las paredes celulares de las Rhodophyta predominan los galactanos 

sulfatados (carragenanos o agar, según la configuración y naturaleza de los residuos y 

enlaces), y en las algas pardas los fucanos y el alginato (que alterna unidades de ácidos 

manurónico y gulurónico). También en el caso de la matriz se encuentran numerosos 

casos de diferencias bioquímicas en la pared entre las generaciones de una misma 

especie. La fase amorfa de las algas verdes, compuesta por heteropolisacáridos 

sulfatados ramificados con un rango de peso molecular de 10
5
�10

6
, presenta una 

variabilidad similar a la que se encuentra en las pectinas y hemicelulosas de plantas 

(Kloareg y Quatrano, 1988), y fue clasificada en dos grupos principales (Percival y 

McDowell, 1981): glucuronoxiloramnanos y glucuronoxiloramnogalactanos por un 

lado, y xiloarabinogalactanos por el otro. Los polisacáridos del género 
����� se 

ubican en este último grupo. La ��*��� �� resume los resultados de los principales 

trabajos que han encarado el estudio de los polisacáridos componentes de la pared 

celular de algas del género 
�����, realizando la caracterización estructural de los 

mismos. 
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%����	�������
�������$���������

 

Según Lewis y McCourt (2004) el término ���� carece de sentido filogenético por sí 

mismo, y tanto este concepto general como el más particular de ���������� son difíciles 
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de definir de forma tal que se excluyan otros organismos filogenéticamente relacionados 

pero que no son algas verdes. No obstante, suele delimitarse a las algas verdes, 

agrupadas en la división Chlorophyta, por la presencia de clorofila a y b en cloroplastos 

rodeados por una doble membrana y almidón como polisacárido de reserva, que se 

almacena en plástidos. Estas dos caracterísicas son compartidas con las embriofitas 

(McCourt, 1995). Se trata de uno de los  grupos de eucariotas más diverso desde el 

punto de vista morfológico, incluyendo algas unicelulares flageladas o cocoides, 

filamentosas simples o ramificadas y macroalgas de gran complejidad y tamaño. Se las 

encuentra principalmente en aguas dulces, también en ambientes marinos, así como en 

suelos y formando parte de asociaciones simbióticas o como epifitas. Se estima que 

abarca unas 10000 especies, agrupadas en 600 géneros. La clasificación de las algas 

verdes ha sido revisada siguiendo criterios morfológicos, bioquímicos y más 

recientemente desde el enfoque de la sistemática molecular (Lewis y McCourt, 2004). 

 

Entre las algas verdes marinas bentónicas, Boraso de Zaixso (2004) menciona sesenta y 

siete especies que se encuentran en el litoral argentino, incluídas en las clases 

Chlorophyceae y Ulvophyceae.  

 

%�%��������+������������

 

El orden Bryopsidales (que también puede encontrarse descripto bajo los nombres de 

Siphonales, Caulerpales o Codiales) reúne algas con talos filamentosos cenocíticos, es 

decir, multinucleados. Los filamentos, que pueden ser fotosintéticos o no, contienen un 

volumen de citoplasma sin subdivisiones, donde se encuentran gran cantidad de núcleos 

y organelas. Además de 
�������otros géneros representativos del orden en nuestras 

costas son �����	�	, �����	���y �������(Boraso de Zaixso, 2004). 

 

%�%����,��$-������������

 

El género 
�����, con unas 150 especies, fue descrito originalmente por Stackhouse en 

el año�1797. Se caracteriza por� talos multiaxiales formados por numerosos filamentos 

cenocíticos, con una médula incolora y una empalizada externa de ramas de crecimiento 

determinado, o utrículos (Boraso de Zaixso, 2004). Estos talos pueden adquirir distintas 

morfologías (erectos, cerebroides o pulvinados). Los gametofitos son dioicos, llevando 
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sobre los utrículos gametangios fusiformes o cilíndricos, en cuya base se forman 

engrosamientos anulares de la pared. Producen meiogametas biflageladas, anisógamas, 

y la cigota se desarrolla directamente en un nuevo gametofito. En la Argentina, este 

género está representado por cuatro especies: 
�����������, 
���������, 
�������
���
�� 

y 
��	����
���
������ 

 

Especies del género han sido usadas como modelo en estudios de fisiología, 

ecofisiología y acumulación de metales pesados (Trowbridge, 1998). Se lo considera 

además un género con potencial como modelo en estudios de evolución y especiación 

marina, debido a su amplia distribución, en todo el mundo y en ambientes muy diversos 

donde se lo encuentra en variadas formas (Verbruggen et al., 2007). En particular, 


������������� ssp� 
����
�	����	 ha sido foco de atención en las últimas dos décadas 

debido a que se la considera la principal alga invasiva a nivel mundial, cuya dispersión 

se vincula con actividades de acuicultura.  

  

La sistemática del género, donde se reconocen dos subgéneros y cinco secciones, ha 

sido revisada en varias ocasiones, en relación a problemas de delimitación entre 

especies. Recientemente, Verbruggen y colaboradores (2007) determinaron mediante un 

estudio filogenético molecular la existencia de 74 “unidades evolutivas significativas”, 

que no necesariamente coinciden con las especies delimitadas a partir de criterios 

morfológicos.  

�

En la especie 
��������������� (Olivi) Chiaje�los talos son erectos, ramificados hasta 

ocho veces y más pequeños que los de otras especies del género (hasta 16 cm). Los 

utrículos, sin mucrón, presentan pelos de hasta 3 mm de largo (#�$���� �). También 

sobre los utrículos se desarrollan los gametangios fusiformes, generalmente uno por 

utrículo (Boraso de Zaixso, 2004). En cuanto al ciclo de vida, los talos maduros son 

haploides; los gametangios producen gametas femeninas que generan nuevos talos 

haploides en forma partenogenética (Miravalles, 2008).  
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#�$���� ��� Izquierda: aspecto general de un talo de 
�� ���������, de ~ 9 cm de longitud� . 

Derecha: utrículo del talo de 
�����������. Escala: 150 Wm. 
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Capítulo 3 � Estructura química de polisacáridos y glicoproteínas 

 

Tanto la preparación del material como las extracciones acuosas a temperatura ambiente 

y a 90° C fueron realizadas por colaboradores del grupo de investigación, anteriormente 

al comienzo de este trabajo de Tesis. La información correspondiente a estos pasos  se 

incluye con el fin de facilitar la comprensión de tareas posteriores.  

 

3.1. Obtención de los extractos y fraccionamiento de los polisacáridos de la pared 

celular de ��������	
����
� 

 

3.1.1. Origen y preparación del material 

 

Talos de ��������	
����
��fueron colectadas en  San Antonio Oeste, Provincia de Río 

Negro, Argentina. El material se lavó con agua de mar y los epífitos presentes se 

eliminaron mediante limpieza exhaustiva para evitar contaminación. Algunos 

ejemplares se depositaron en el herbario del Museo Bernardino Rivadavia, Ciudad 

Autónoma de Buenos Aires (Argentina), bajo el número de colección 40466.  

 

Las algas se secaron a temperatura ambiente y  se molieron  en un molinillo General 

Electric 5K438PG 16 5E, utilizando un tamiz de malla 20. Para eliminar los pigmentos, 

el material molido (100 g) se extrajo con etanol (1000 ml) durante 3 horas a temperatura 

ambiente, agitando en forma continua en un balón de vidrio con paleta de acero 

inoxidable. Posteriormente, se centrifugó durante 30 minutos a 10º C y 8000 g. La 

fracción soluble se descartó y se repitió la extracción sobre el residuo utilizando 500 ml 

de etanol. El  precipitado así obtenido se secó por intercambio de solventes. En primer 

lugar se agregó acetona y se centrifugó durante 15 minutos (10º C, 8000 g). Se descartó 

el sobrenadante y al residuo se  agregó éter etílico, centrifugando en las mismas 

condiciones, y llevando el nuevo residuo a desecador de vidrio durante 20 minutos. El 

secado se repitió hasta lograr la eliminación del solvente, verificada al lograr un peso 

constante. Finalmente, las muestras se liofolizaron en un equipo Virtis 10	324, a 

presiones inferiores a 0,1 mm Hg (100 mTorr), y a temperaturas del condensador 

cercanas a –45º C, siendo éste el equipo utilizado en todos los casos mencionados a lo 

largo de esta tesis.  
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3.1.2. Obtención de los extractos  

 

3.1.2.1. Extracción a temperatura ambiente 

 

El  residuo final de la extracción con etanol  se suspendió en agua destilada (20 g de 

material en 1000 ml de H2O destilada) y se extrajo con agitación continua en un balón 

de vidrio con paleta de acero inoxidable, durante 18 horas a temperatura ambiente. Las 

fracciones se separaron por centrifugación (40 minutos, 5º C, 8000 g). El residuo (RV1) 

se liofilizó y se pesó. Tras ser dializado, el sobrenadante (V1) se concentró en un 

evaporador rotatorio Büchi 10566 a presión reducida, con temperaturas del baño de 

agua inferiores a 45º C y liofilizó. Se realizó una segunda extracción siguiendo el 

mismo protocolo, obteniéndose el extracto V2 y el residuo RV2. Durante la agitación se 

agregaron unas gotas de �	toluidina para evitar la contaminación con microorganismos 

que pudieran echar a perder el material. 

 

3.1.2.2. Extracción a 90 ° C  

 

El residuo RV2 se disolvió en agua destilada  (20 g de material en 1000 ml) y se agitó 

en forma continua durante 3 horas a 90º C. Luego de llevar a  temperatura ambiente, se 

centrifugó (25 minutos, 10º C, 8000 g) para separar  la fracción soluble (W1)  y el 

residuo (RW1). Siguiendo este protocolo, se realizó una segunda extracción con agua 

caliente, obteniendo W2 y RW2. 

 

3.1.3. Fraccionamiento de los polisacáridos 

 

3.1.3.1. Cromatografía de intercambio iónico 

 

Con el objetivo de fraccionar los polisacáridos presentes en los extractos V1 

(temperatura ambiente) y W1 (90° C) se realizaron cromatografías en escala analítica y 

preparativa, utilizando DEAE	Sephadex A	25 (Sigma	Aldrich). En el caso de la 

cromatografía analítica, se utilizaron columnas de 16 ml de capacidad y se sembraron 

100 mg de muestra. Las columnas utilizadas en escala preparativa fueron de 160 ml y se 

sembraron 1000 mg. La muestra fue disuelta en agua destilada y eluida con soluciones 

de cloruro de sodio de concentración creciente (0M	4M). La presencia de azúcares se 
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verificó por el método de fenol	ácido sulfúrico. Las fracciones obtenidas se dializaron y 

liofilizaron. Estas diálisis y todas las mencionadas a lo largo de esta tesis se realizaron 

utilizando tubos de celulosa (Spectra/Por) seleccionando el diámetro según el volumen a 

dializar. El corte de peso molecular empleado (MWCO) se detalla en cada caso (3500, 

6000	8000 u otros). Las diálisis se efectuaron durante 48 horas en sistema abierto contra 

agua corriente y 24 a 48 horas más en sistema cerrado contra agua destilada, renovando 

el agua dos o tres veces. 

 

3.1.3.2. Precipitación por agitación en soluciones acuosas de cloruro de potasio 

 

Aproximadamente 0,5 g de los extractos se disolvieron en 250 ml de agua destilada 

(0,25 % p/v). Tras centrifugar (20 minutos, 10° C, 9000 g) y separar el precipitado, fue 

agregándose cloruro de potasio hasta alcanzar una concentración de 0,1 M, con 

agitación magnética. Los agregados de KCl se repitieron llegando hasta una 

concentración de 2M. Después de cada aumento de la molaridad se mantuvo la 

agitación durante 3 a 4 horas, se tomó una alícuota de solución, y se centrifugó para 

observar si formaba un precipitado. En caso de obtenerse, el precipitado fue separado 

para su posterior diálisis y liofilización, y con la solución restante se continuó el 

procedimiento descripto. La solución obtenida al final del proceso fue asimismo 

dializada y liofilizada. 

 

A modo de control, el mismo procedimiento se realizó remplazando el cloruro de 

potasio por cloruro de sodio, para descartar la posibilidad de algún tipo de precipitación 

inespecífica. 

 

3.1.4. Tratamientos enzimáticos 

 

3.1.4.1. Tratamiento con α�amilasa 

 

El tratamiento con α	amilasa se realizó en aquellos casos donde una fracción presentaba 

un alto contenido de glucosa y se presumía que dicho azúcar correspondía a 

polisacáridos de reserva (almidón, fundamentalmente) extraídos conjuntamente con los  

polisacáridos estructurales. La muestra fue disuelta en buffer fosfato 0,1 M (pH 6,9) y la 

enzima (α	amilasa tipo VI	B, origen: páncreas bovino; Sigma) se incorporó en tres 
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agregados a lo largo de 24 horas de agitación a temperatura ambiente. La cantidad de α	

amilasa necesaria fue determinada de acuerdo al contenido de glucosa de la muestra y 

los datos de actividad de la enzima provistos por el fabricante. La muestra fue luego 

dializada (MWCO 3500) y liofilizada. 

 

3.1.4.2. Tratamiento con endo�ββββ�(1→4)�D�mananasa 

 

3.1.4.2.1. Tratamiento enzimático sobre el residuo final RW2 

 

El residuo final de la secuencia extractiva de la pared de �
� �	
����
� (RW2) fue 

suspendido en buffer acetato 50mM pH 5,5 con la enzima endo	β	(1→4)	D	mananasa 

(AN3358.2; Bauer et al., 2006) a 37º C durante una noche con agitación continua. El 

residuo tratado fue dializado (MWCO 6000	8000) y liofilizado.  

 

3.1.4.2.1. Tratamiento enzimático �
����� 

 

Secciones semifinas del alga fueron incubadas con endo	β	(1→4)	D	mananasa 

(AN3358.2; Bauer et al., 2006) tras remover la resina Paraplast. La incubación se 

realizó en buffer acetato 50 mM pH 5,5, a 37º C durante una noche. Como control se 

incubaron los cortes con buffer sin enzima. Se recuperó la solución de incubación de 40 

secciones, y la cantidad de manosa liberada por el tratamiento fue determinada por 

derivatización de alditoles a acetatos y posterior cromatografía gaseosa como se 

describe más adelante (3.2.8.), y expresada como cantidad de manosa liberada por área 

de la sección (ng.mm
2
). El área de las secciones se midió usando el software Image J 

1.30.  

 

3.2. Caracterización química 

 

3.2.1. Determinación del contenido total de hidratos de carbono 

 

3.2.1.1. Método de fenol�ácido sulfúrico (Dubois et al., 1956) 
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La muestra (2 mg) se disolvió en 5 ml de agua destilada. Se tomaron alícuotas de entre 

50 y 150 Ol, en tubos de ensayo, llevando a 0,5 ml con agua destilada. A cada alícuota 

se agregaron 0,5 ml de solución de fenol 5% y se mezcló. Se adicionaron en forma 

rápida y por medio de un dispensaor 2,5 ml de ácido sulfúrico concentrado. Tras agitar 

utilizando un mezclador de vórtice y dejar que los tubos alcancen temperatura ambiente 

se midió la absorbancia a 490 nm. Todas las determinaciones colorimétricas 

mencionadas en esta tesis se llevaron a cabo en un espectrofotómetro Spectronic 20D 

(Milton Roy Company) empleando celdas de 1 cm de recorrido óptico. La cantidad de 

azúcar presente en la muestra se determinó por referencia a una curva patrón obtenida a 

partir de soluciones de galactosa (15 a 70 Og/ml, aproximadamente). 

 

3.2.1.2. Adaptación para material insoluble (Ahmed y Labavitch, 1977) 

 

En un vial cilíndrico de 5 ml en baño de hielo, se colocaron 2,5 mg de muestra a los que 

se adicionó 1 ml de ácido sulfúrico concentrado. El material se agitó magnéticamente 

durante 10 minutos. Luego se fue agregando gota a gota 1 ml de agua destilada, 

manteniendo la agitación y el baño de hielo el tiempo necesario para lograr la disolución 

completa del material. Se trasvasó a un matraz de 5 ml y se completó el volumen con 

agua destilada. Se tomaron alícuotas de esta solución (50	500 Ol) y se cuantificó el 

contenido de hidratos de carbono  de acuerdo al método descripto en el punto anterior. 

 

3.2.2. Determinación del contenido de sulfato 

 

3.2.2.1. Método de Dodgson y Price (1962) 

 

Esta técnica requiere la preparación previa del cloruro de bario	gelatina, que se obtuvo 

disolviendo 200 mg de gelatina (Oxoid, exenta de sulfato) en 40 ml de agua destilada a 

60	70º C y dejando reposar en heladera durante 6 horas al menos. Luego, se agregaron 

200 mg de cloruro de bario (grado analítico), volviendo a heladera durante 3 horas 

como mínimo. 

 

Entre 1 y 2 mg de muestra se hidrolizaron en 1 ml de  ácido clorhídrico 1 M, a 110° C 

durante 4 a 5 horas. Se tomaron alícuotas de 250 Ol, se llevó a 0,5 ml con HCl 1M  y a 

esta solución se sumaron 3,5 ml de TCA 30 % (p/v). Luego se agitó utilizando un 
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mezclador de vórtice. Se agregó 1 ml de cloruro de bario	gelatina, y luego de agitar 

nuevamente se dejó a temperatura ambiente por 10 minutos. Se midió la absorbancia a 

360 nm contra un blanco de 0,5 ml de HCl 1 M sometido a las mismas condiciones. El 

color obtenido permanece estable por aproximadamente una hora, ya que luego el 

sulfato de bario tiende a precipitar. La cantidad de sulfato se determinó por referencia a 

una curva patrón obtenida a partir de soluciones de sulfato de sodio anhidro en ácido 

clorhídrico 1M (40	400 Og/ml de SO4). 

 

3.2.2.2. Cromatografía iónica isocrática 

 

Alrededor de 1 mg de la muestra se hidrolizó en TFA 2M durante 2 horas a 120° C. El 

contenido de sulfato se determinó por cromatografía iónica isocrática en un equipo 

Dionex DX	100 con una columna Dionex AS4A, utilizando una solución de Na2CO3 

1,8 mM, NaHCO3 1,7 mM como eluyente. Estas determinaciones fueron realizadas en 

el Instituto de Química Física de los Materiales, Medio Ambiente y Energía 

(INQUIMAE	 FCEN	CONICET).  

 

3.2.2.3. Microanálisis elemental 

 

Los análisis se realizaron en el INQUIMAE (CONICET; FCEN	UBA), en un equipo 

Carlo Erba EA 1108. La técnica está basada en la oxidación de la muestra mediante 

combustión con oxígeno en un tubo reactor. Los diferentes productos de combustión 

(CO2, H2O N2 y SO2) son separarados por cromatografía gaseosa y se cuantifican 

posteriormente mediante un detector de conductividad térmica. 

  

3.2.3. Determinación del contenido de proteínas 

 

Siguiendo el método de Lowry 	����
�(1951), se prepararon las siguientes soluciones: 

 

	Solución A: carbonato de sodio 2 % en NaOH 0,1 N 

	Solución B: sulfato cúprico pentahidratado 0,5 % en tartrato de sodio y potasio 1 %.  

	Solución C: 1 ml de solución B en 50 ml de solución A. 
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Se diluyó la muestra en agua obteniendo una solución de no más de 500 Og de 

proteína/ml.  Se tomaron alícuotas de 0,4ml a las que se agregaron 2 ml de la solución 

C. Luego se mezcló y se dejó reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se 

agregaron 0,2 ml de reactivo de Folin	Ciocalteau (Anedra), diluido a la mitad antes de 

ser usado, y agitando inmediatamente, tras lo cual se esperó durante 30 minutos antes de 

medir la absorbancia a 500 nm contra un blanco de agua destilada. Se utilizaron como 

referencia soluciones de albúmina de suero bovino de concentración creciente (50	500 

Og/ml). 

 

3.2.4. Determinación del contenido de ácidos urónicos 

 

3.2.4.1. Método de Filisetti�Cozzi y Carpita (1991); modificación al método de 

Blumenkrantz y Asboe�Hansen (1973). 

 

Se prepararon las siguientes soluciones: 

 

	Solución A (buffer pH 1,6): ácido sulfámico/sulfamato de potasio 4 M. Se disolvieron, 

con agitación, 38,8 g de ácido sulfámico en agua, agregando luego KOH gota a gota 

hasta lograr la disolución. El pH de la solución se ajustó con HCl y se llevó a 100 ml 

con agua.  

	Solución B: ácido sulfúrico/tetraborato de sodio 0,0125 M. 

	Solución C: �	hidroxifenilo 0,15 % en NaOH 0,5 %.  

 

Se disolvieron 4	5 mg de muestra en 2 ml de agua. Se tomaron alícuotas de 0,5 ml a las 

que se adicionaron 40 Ol de solución A. Luego de agitar, se llevó a baño de hielo y se 

agregaron 2,4 ml de solución B. Tras agitar nuevamente, los tubos se taparon y se 

colocaron en un baño de agua a 100° C  durante 20 minutos. Se llevó a temperatura 

ambiente en baño de hielo, tras lo cual se agregaron 80 Ol de solución C. Luego de un 

reposo de 10 minutos se midió la absorbancia a 52 5nm contra un blanco de agua 

destilada y utilizando como referencia soluciones de D	glucuronolactona de 

concentraciones crecientes (10	80 Og/ml). 

 

3.2.4.2. Adaptación para material insoluble 
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Se siguió el procedimiento de Ahmed y Labavitch (1977) descripto en  el punto 3.2.1.2. 

 

3.2.5. Determinación del contenido de ácido pirúvico 

 

Siguiendo el método de Koepsell y Sharpe (1952), 4 mg de muestra se hidrolizaron en 

ácido oxálico 0,02 M, durante 2 horas a 120° C. Se tomaron alícuotas del hidrolizado de 

0,5 ml y se les agregó 2 ml de ácido sulfúrico 0,75 N  y 1 ml de solución de 2,4	 

dinitrofenilhidracina al 0,1 % en HCl 2 N, llevando luego a un baño de 30° C durante 15 

minutos. A continuación se agregaron 10ml de acetato de etilo, se mezcló y se descartó 

la fase acuosa (inferior) que contenía las hidrazinas. A la fase restante se sumaron 6 ml 

de solución de carbonato de sodio 10 %, se mezcló y se descartó la fase orgánica 

(superior).  Se leyó la absorbancia de la fase acuosa a 380 nm, contra un blanco de agua 

destilada, utilizando como referencia soluciones de ácido pirúvico (5	50 Og/ml).  

 

3.2.6. Determinación del contenido de aminoazúcares 

 

De acuerdo al método de Smith y Gilkerson (1979), entre 1 y 2 mg de muestra se 

hidrolizaron a 110°C en ácido clorhídrico 0,5M durante 2 horas. Se tomaron alícuotas 

de entre 0,1 y 0,25 ml, llevando el volumen a 0,5 ml con HCl 0,5 M. Se agregó 1 ml de 

nitrito de sodio 2,5 % y tras agitar se dejó a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

Luego se agregaron 0,5 ml de sulfamato de amonio 12,5 % y se dejó actuar durante 5 

minutos a temperatura ambiente, para eliminar el exceso de nitrito de sodio. Se sumaron 

0,5 ml de solución de clorhidrato de hidrazona de 3	metil	2	benzotiazona (MTBH) 0,25 

%, llevando a 37° C durante 30 minutos. Finalmente se agregaron 0,5 ml de cloruro 

férrico 0,5 %, volviendo a 37° C, por 5 minutos. La coloración obtenida se mantiene 

estable durante 72 horas. Se leyó la absorbancia a 650 nm contra un blanco de HCl 0,5 

M, y usando como referencia soluciones de D	glucosamina (5	30 Og/ml) preparadas en 

el momento. 

 

3.2.7. Determinación del peso molecular 

 

Se utilizó el método de dosaje de extremos reductores (Park y Johnson, 1949). Se 

prepararon las siguientes soluciones: 
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	Solución A: ferricianuro de potasio (500 mg/ml) 

	Solución B: cianuro de portasio (650 mg/ml), en solución de carbonato de sodio (5,3 

g/l) 

	Solución C: 1,5 g de sulfato amónico	férrico hidratado y 1 g de dodecilsulfato de sodio 

(SDS) en 1l de ácido sulfúrico 0,025 M. Esta solución debe filtrarse antes de usar. 

 

A 0,5 ml de una solución del polisacárido (1	10 ug/ml) se agregaron 0,5 ml de la 

solución A  y 0,5 ml de la solución B. Después de agitar y tapar se llevó 15 minutos a 

un baño a 100° C. Luego de dejar enfriar los tubos, se sumaron 2,5 ml de la solución C 

y se dejó reposar durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Se leyó la absorbancia a 

690 nm contra un blanco de agua destilada, usando como referencia soluciones de D	

galactosa (1	10 Og/ml). El peso molecular se obtiene de la siguiente ecuación: 

                       

PM= m muestra . PM unidad . Fd 

                      R 

donde m muestra= mg totales de la muestra en solución; R=poder reductor (Og de 

galactosa terminal según la absorbancia obtenida); PM unidad= peso molecular 

promedio de la unidad de monosacárido que conforma el polisacárido y Fd= factor de 

dilución de la muestra. 

 

3.2.8. Cromatografía Gaseosa 

 

Se trabajó con un cromatógrafo Hewlett	Packard modelo 5890A, con detector de 

ionización de llama (FID), con una relación de ����� de 80:1 y usando nitrógeno como 

gas portador. Se utilizó un integrador Hewlett	Packard 3395. Los análisis se realizaron 

con una columna capilar SP	2330 (Supelco), de 30 m de largo, 0,25 mm de diámetro 

interno y 0,20 Om de espesor de la fase líquida, con un flujo de gas portar de 1 ml/min y 

una presión de cabeza de 15 psi. La temperatura del inyector y del detector fue  240º C. 

 

Las condiciones cromatográficas para los alditoles peracetilados obtenidos por hidrólisis 

ácida total o hidrólisis reductiva total fueron las siguientes: 200°C→(1°C/min)→230°C. 

En el caso de los alditoles acetilados obtenidos a partir de la hidrólisis de polisacáridos 

parcialmente metilados las condiciones fueron: 160°C → (1°C/min) → 210°C → 

(2°C/min) → 230°C. 
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A partir de los cromatogramas obtenidos, se realizó la conversión de la información de 

áreas de pico a porcentajes molares de cada unidad, siguiendo el criterio de la teoría de 

respuesta efectiva (	��	����	���
����
	�����	���	�
���(Sweet 	����, 1975). 

 

3.2.8.1. Hidrólisis de los polisacáridos y reducción de monosacáridos a alditoles 

 

3.2.8.1.1. Hidrólisis ácida total  (Morrison, 1988) 

 

Entre 1 y 2 mg de muestra se hidrolizaron en 1 ml de TFA 2 M, a 121º C durante 2 

horas. Se evaporó el TFA llevando a seco tras sucesivos agregados de agua. Se agregó 

1ml de NH3 1 M y una punta de espátula de borohidruro de sodio, dejando al menos 2 

horas a temperatura ambiente para permitir la reducción de los azúcares a alditoles. Se 

llevó a pH 6 con ácido acético 50 %. Posteriormente, la muestra se pasó por una 

columna cromatográfica con resina Amberlite IR	120 (H
+
). Los alditoles se eluyeron 

con agua destilada, verificando su presencia mediante reacción con fenol	ácido 

sulfúrico. Se eliminó el exceso de reactivo resultante agregando 0,5 ml de metanol y 

llevando a seco, repitiendo este paso tres veces.  

 

3.2.8.1.2. Adaptación para material insoluble (Morrison, 1988) 

 

Unos 3 mg de muestra se llevaron a 37º C durante 60 minutos en 0,2 ml de TFA 

concentrado. Luego se agregaron 25 Ol de agua destilada y se completó la hidrólisis a 

100º C durante 60 minutos. Finalmente, se agregaron 1,054 ml de agua para alcanzar 

una concentración de TFA de 2 M y se procedió según lo descripto en la sección 

anterior. 

 

3.2.8.1.3. Hidrólisis reductiva total 

 

Siguiendo el método desarrollado por  Stevenson y Furneaux  (1991) para evitar la 

degradación de las unidades de 3,6	anhidrogalactosa, 1 a 3mg de muestra se colocaron 

en 0,4 ml de TFA 3 M y 0,1 ml de solución acuosa de complejo 4	metilmorfolina 

borano (MMB) (80 mg/ml). Se llevó a 80º C durante 10 a 20 minutos, hasta observar 

que el material se encontrara disuelto. Luego se adicionó nuevamente 0,1 ml de la 
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solución de MMB y se calentó a 120º C durante 2 horas. Se dejó enfriar, se agregaron 

0,2 ml de la solución de MMB y se llevó a seco hasta eliminar el exceso de TFA.  

 

3.2.8.2. Obtención de acetatos de alditoles 

 

3.2.8.2.1. Acetilación de los alditoles obtenidos por hidrólisis ácida total y posterior 

reducción 

 

La mezcla de alditoles se acetiló con 0,5 ml anhídrido acético y 0,5 ml de piridina, a 

100º C durante 45 minutos. La solución se dejó enfriar y se extrajo con 1ml de 

cloroformo/ agua (1:1). Se agitó y se descartó la fase acuosa con pipeta Pasteur. Se 

realizó una segunda extracción idéntica a la primera. La fase clorofórmica se lavó con 

0,5 ml de solución saturada de bicarbonato de sodio (3 lavados) y agua destilada (2 

lavados). En cada paso se agitó después del agregado y se descartó la fase acuosa. 

Luego se agregó sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua presente en la fase 

clorofórmica. El sobrenadante se pasó a un vial donde fue llevado a seco. Las muestras 

se mantuvieron a 	20° C hasta ser analizadas por CG.  

 

3.2.8.2.2. Acetilación de los alditoles obtenidos por hidrólisis reductiva total 

 

La mezcla de alditoles se acetiló con 0,2 ml anhídrido acético y 0,2 ml de TFA 

concentrado, a 50º C durante 20 minutos. La solución se dejó enfriar y se extrajo 

siguiendo el procedimiento descripto para el caso de la hidrólisis ácida total. 

 

3.2.9. Metilación de los polisacáridos  (Ciucanu y Kerek 1984). 

 

Con el fin de lograr una mejor solubilidad en dimetilsulfóxido (DMSO), se preparó una 

sal de trietilamonio a partir de la  muestra (5	15 mg), de acuerdo a lo descripto por 

Stevenson y Furneaux (1991) para polisacáridos sulfatados. Para ello se utilizó una 

columna de intercambio catiónico de resina Amberlite IR	120 plus con trietilamonio 

como contraión, que se preparó con una solución de clorhidrato de trietilamonio 20 %. 

Se lavó con abundante agua hasta que la prueba con solución de AgNO3 5 % diera 

precipitación negativa. Luego se sembró la muestra disuelta en el menor volumen de 
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agua posible. Las sales de trietilamonio de los polisacáridos se eluyeron de la columna 

con agua destilada y se liofilizaron. 

 

Las sales liofilizadas se suspendieron en 1 ml de DMSO agitando hasta observar su  

disolución; de ser necesario la muestra se mantuvo en agitación de un día para el otro, 

ya que la correcta disolución es crucial para lograr la metilación del polisacárido, al 

igual que el carácter anhidro del medio de reacción. Se agregó una punta de espátula de 

hidróxido de sodio en lentejas pulverizado y se dejó reaccionar con agitación magnética 

durante una hora. Posteriormente, y en baño de hielo, se agregaron 0,5 ml de ioduro de 

metilo, colocando una aguja en la tapa del recipiente para evitar el exceso de presión por 

los gases generados. Se llevó a temperatura ambiente y se dejó agitando 1 hora más. Los 

pasos de agregado de NaOH y CH3I se repitieron una vez más. Finalmente se 

interrumpió la reacción agregando 4 ml de agua y se dializó (MWCO 3500), para luego 

liofilizar.  

 

3.2.9.1. Hidrólisis y derivatización de los polisacáridos metilados 

 

Los polisacáridos permetilados se hidrolizaron y derivatizaron a los correspondientes 

alditoles acetilados en las condiciones ya descriptas (3.2.8.1 y 3.2.8.2). Las asignaciones 

de picos se hicieron siguiendo a Shea y Carpita (1988). 

 

3.2.10. Desulfatación de los polisacáridos  

 

El procedimiento se realizó siguiendo el método desarrollado por Navarro y Stortz, 

(2007). En primer lugar se obtuvieron las sales de piridinio de los polisacáridos, de 

forma similar a la descripta para las sales de trietilamonio en el caso de la metilación, 

utilizando en este caso una solución de cloruro de piridinio al 10 % p/v para preparar la 

columna. Luego de eluir con agua, se ajustó el pH con piridina a un valor de 6,5	7.  

 

Una vez obtenidas las sales, a partir de 10 a 20 mg de muestra, éstas se disolvieron en 

una mezcla de 10 ml de DMSO y 0,2 ml de piridina. La solución se llevó a un recipiente 

de teflón de 50 ml de capacidad y paredes de 5 mm de grosor, capaz de resistir la 

temperatura y  presión generadas durante la reacción. Se utilizó un horno de microondas 

doméstico marca Sharp, modelo R353EA de 1200 W de potencia y 2450 MHz de 
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frecuencia de irradiación. La muestra se sometió a 6 pulsos de 10 segundos de duración 

a la máxima potencia, dejando enfriar en baño de hielo tras cada uno de ellos hasta 50	

60°C. Una alícuota de la muestra fue metilada siguiendo el procedimiento ya descripto, 

y el resto se dializó (MWCO 3500)  y liofilizó. 

 

3.3. Métodos espectroscópicos 

 

3.3.1. Espectroscopía de masa  acoplada a cromatografía gaseosa 

 

Se trabajó con un espectrómetro de masa acoplado a un cromatógrafo gaseoso GCMS	

QP5050A (Shimadzu), a un potencial de ionización de 70eV y con He como gas 

portador. Las cromatografías fueron realizadas en las mismas condiciones descriptas 

para los análisis por cromatografía gas	líquido. 

 

3.3.2. Espectroscopía de infrarrojo FTIR 

 

Los espectros de FTIR (espectroscopía infrarrojo por transformada de Fourier) se 

realizaron usando muestras de algas secas o fracciones liofilizadas pulverizadas. La 

muestra se mezcló con bromuro de potasio en una relación de aproximadamente 1:20 y 

se prepararon pastillas utilizando una prensa manual. Los espectros se registraron entre 

4,000 y 250 cm
	1

 en un espectrofotómetro 510P Nicolet  (Madison WI, USA), tomando 

32 pulsos�con una resolución de 4 cm
	1

. Los datos se recolectaron y procesaron con el 

software OMNIC 7.2 (Thermo	Nicolet, Madison, WI, USA). Se realizó la corrección 

por sustracción automática del ruido de fondo, se obtuvieron los espectros promedio y 

se guardaron en formato JCAMP.DX para análisis posteriores.  

 

3.3.3. Espectroscopía de RMN 

 

Los espectros se realizaron en un espectrómetro Bruker AM 500 y un espectrómetro 

Bruker Avance II 500 a 500.13 (
1
H) y 125.77 (

13
C) MHz, a temperatura ambiente. Se 

utilizó acetona como estándar interno (referido a Me4Si), el grupo metilo de la acetona 

se calibró en 31.1 ppm en 
13

C y en 2.22 ppm en 
1
H. Las muestras (10	30mg) se 

disolvieron en 0,5 ml de agua deuterada y se liofilizaron, a fin de intercambiar los 

protones de sus oxhidrilos. Luego se disolvieron en D2O (0,5 ml) y tras centrifugar  se 
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dispusieron en tubos de 5 mm de diámetro. En el caso de los espectros de RMN de 
13

C, 

los parámetros utilizados fueron los siguientes: tiempo de relajación máximo, ángulo de 

pulso de 90º y unos 40000 pulsos, sin tiempo entre pulsos. Para los espectros de RMN 

de 
1
H, se acumularon 300 pulsos, y para eliminar el pico de HOD se efectuó la 

secuencia de pulso 180º	τ	90º. Los experimentos en 2D se realizaron utilizando los 

parámetros estándar del software de Bruker. 

 

3.4. Determinación del poder rotatorio 

 

Los poderes rotatorios se determinaron a temperatura ambiente en un polarímetro 

Perkin	Elmer 343, provisto de una lámpara de sodio (589 nm), una celda de 1 dm de 

camino óptico y aproximadamente 1,0 ml de volumen interno, utilizando soluciones 

acuosas 0,1	0,4% del polisacárido.  

 

Capítulo 4 � Microscopía óptica y láser confocal: localización �
� ���� de los 

componentes de la pared 

 

4.1. Preparación del material 

 

El material fue preparado en el Departamento de Biología, Bioquímica y Farmacia de la  

Universidad Nacional del Sur (Bahía Blanca, Provincia de Buenos Aires). Fragmentos 

de talos de ��������	
����
� fueron fijados en formaldehído 4 %, deshidratados con 

una serie etanol en concentración creciente y embebidos en paraplast (Fisher, 

Pittsburgh, PA, USA). Se cortaron secciones transversales de 10 Om en un micrótomo 

tatorio Reichert Jung con cuchillas de metal, que se recogieron sobre portaobjetos 

(Fisher); luego de remover la resina con disolvente histológico Histo	Clear, los cortes 

fueron bloqueados durante 30 minutos con una solución de PBS con 5 % (p/v) de leche 

en polvo descremada (buffer fosfato	salino modificado 5 %, MPBS por sus siglas en 

inglés). 

 

4.2. Tinciones  histoquímicas 

 

Para microscopía óptica, secciones de ~ 10 Om fueron montadas sobre portaobjetos de 

vidrio y observadas en un microscopio Carl Zeiss Axiolab (Carl Seizz, Jena, Alemania). 
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Las tinciones histoquímicas se hicieron siguiendo a Krishnamurthy (1999). Las 

muestras fijadas como se  describió anteriormente se tiñeron con: 

 

	Azul de �	Toluidina 0,05 % p/v en HCl 0,1M (pH 1,0), que tiñe específicamente 

polisacáridos sulfatados dando coloración ente rojiza y violeta (γ metacromasia). Como 

control negativo se realizó la misma tinción sobre secciones preextraídas con agua (90° 

C, 2 horas) para remover los polisacáridos sulfatados.  

 

	Calcofluor White 0,1% p/v en solución acuosa, para detección de polisacáridos con 

estructura β	(1→3) y β	(1→4).  

 

4.3. Inmunolocalización 

 

Para localizar las glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) se utilizaron 

anticuerpos monoclonales específicos para epitopes de hidratos de carbono: 

arabinósidos de tipo extensina (JIM11 y JIM20, Smallwood et al. 1994) y glicanos de 

tipo AGP (JIM16, Knox et al. 1991; MAC207, Yates et al. 1996). Los cortes se 

incubaron durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo primario, en una 

dilución 1:50	1:500, y se lavaron luego con PBS 2X. Se usó un anticuerpo secundario 

anti	Rata IgG acoplado a Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) 

(1:1000) en MPBS 5 %, incubando durante una hora a temperatura ambiente.  

 

En el caso de las unidades β	(1→4)	D	Man� se utilizó un anticuerpo policlonal 

específico antimanano (Mab) desarrollado por Handford et al. (2003), en una dilución 

1:100. Se usó un anticuerpo secundario anti	Conejo IgG acoplado con Alexa Fluor 565 

(Molecular Probes) (1:250). En todos los casos, tras la incubación con el anticuerpo 

secundario se lavó 5 minutos con PBS 2X. 

 

Se observaron los cortes mediante microscopía láser confocal. El equipo usado consta 

de un cabezal confocal de escaneado láser, MCR 1024 (Bio	Rad, Hércules, CA), 

montado sobre un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon, Tokio, Japón), un 

microscopio confocal de escaneo láser Zeiss 510 y TCS SP2 AOBS Leica. Se realizó 

una construcción tridimensional en el programa Image J ver.1.30. Todas las imágenes 

fueron procesadas en el Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, Mountain View, CA).  
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Como un primer control de cada prueba de inmunolocalización, se omitieron los 

anticuerpos primarios, siguiendo el resto del procedimiento descripto. Un control 

adicional se obtuvo utilizando secciones previamente extraídas donde las AGPs y 

extensinas solubles habían sido removidas. Por último, secciones no extraídas y sin 

marcar marcadas fueron visualizadas en las mismas condiciones para evaluar la 

autofluorescencia intrínseca  del material. 

 

4.4. Microespectroscopía SR�FTIR 

 

Los datos correspondientes a esta técnica fueron recogidos por el Dr. José M. Estevez 

en ������	� ������ ���
�	 (ALS, Berkeley, Estados Unidos). La espectroscopía de 

infrarrojo basada en radiación de sincrotrón (SR	FTIR) acoplada a microscopía permite 

el mapeo de componentes sobre cortes de material, usando diferentes longitudes de 

onda asociadas a grupos funcionales determinados. Para este análisis, las muestras se 

embebieron en paraplast, se cortaron con micrótomo en secciones de ~10 Om y luego la 

resina fue removida usando �������	�
. Las secciones se llevaron a portaobjetos ����	 

(MirrIR, Kevley Tech, Chesterland, Estados Unidos) y los espectros FTIR de reflexión 

(también llamado “modo de doble absorción”) se adquirieron con el haz 1.4.3 de ALS. 

La radiación de sincrotrón se usó como fuente externa, con un equipo FTIR Nicolet 760 

y un microscopio Nic	PlanTM. Para el mapeo de la pared celular se recolectaron 96 

espectros en la región de 650 a 4000 cm
	1

, con una resolución de 4 cm
	1

, apodización de 

Happ	Genzel y 64 pulsos. Se recolectó una imagen espectroscópica del �����
���� a 

partir de un área libre de muestra. La recolección y procesamiento de se realizaron en el 

programa OMNIC 7.2 (Thermo	Nicolet, Madison, Estados Unidos), junto con Win	Das 

software (Wiley, New York, NY, USA). Se corrigió la línea de base de los espectros y 

se normalize el área  para compensar cualquier cambio en el espesor a lo largo de la 

sección. 
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La  �!���� � muestra la secuencia extractiva realizada sobre el material de �������

�	
����
�. Los extractos acuosos a temperatura ambiente (V1, V2) y a 90° C (W1, W2) 

fueron analizados y caracterizados con anterioridad al comienzo de esta Tesis (��"����) 

(Ciancia et al., 2007). A partir de este análisis pudo calcularse que globalmente las 

paredes celulares de ��������	
����
� están constituidas por ∼32 % de manano y ∼12 

% de polisacáridos sulfatados, esto es, arabinano y galactano fundamentalmente, sin 

tener en cuenta un manano sulfatado que representa una proporción muy pequeña de la 

pared (ver más adelante). Estos porcentajes de manano y polisacáridos sulfatados son 

similares a los reportados para �������

����	 de aguas argentinas (alrededor de 31 y 9 

%, respectivamente; Ciancia et al., 2007). Por otro lado, la cantidad estimada de 

material correspondiente a la pared celular también es similar en ambas especies (40 % 

p/p en ���

����	 y 44 % p/p en ����	
����
�). 

 

 

 

 �!������ Secuencia extractiva aplicada sobre el material molido de ��������	
����
�. 
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Durante este trabajo de tesis, se analizó el residuo final (RW2) y los extractos V1 y W1 

se fraccionaron mediante distintos procedimientos para aislar sus componentes y poder 

realizar la caracterización estructural de cada uno de ellos. El fraccionamiento de 

extractos complejos que contienen una mezcla de polisacáridos permite aislar 

componentes de la pared celular con una estructura homogénea.  

 

��#�����$����������$������������%��������&������

 

Se usaron diferentes técnicas de fraccionamiento y para cada uno de los tipos de 

polisacáridos presentes en la pared celular, la fracción a estudiar en detalle fue definida 

en función de la eficacia del fraccionamiento para la obtención de ese polisacárido en 

particular. Algunos de los polímeros componentes de la pared fueron aislados para su 

caracterización mediante cromatografía de intercambio iónico: el manano sulfatado a 

partir del extracto acuoso a 90° C (W1), y el galactano sulfatado a partir del extracto 

acuoso a temperatura ambiente (V1). En el caso de los arabinanos sulfatados resultó 

más efectiva la precipitación con cloruro de potasio a partir de V1 y W1. Por otro lado, 

el manano fibrilar se caracterizó a partir del residuo final de la secuencia extractiva 

(RW2), del cual es el componente mayoritario ( �!����#).  
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 �!����#��Esquema del fraccionamiento de los extractos acuosos V1 y W1  y del residuo RW2, 

mostrando el origen de las fracciones elegidas para su posterior caracterización. 

 

��'��  ��������&������ ��� ��$� �(������$� )� ���������*������ +��&���� ��� ��$�

��&
������$�

 

��'����,�������������-,.��

�

El manano neutro (M) se caracterizó a partir de RW2, el residuo obtenido tras la 

secuencia extractiva aplicada al material de ��������	
����
��( �!�����). Al tratarse de 

la porción de pared insoluble en agua tanto a temperatura ambiente como a 90º C puede 

asumirse que en este residuo, que representa el 50% del peso seco del alga, se encuentra 
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el componente fibrilar de la misma. Su análisis (��"���#) muestra que está compuesto 

mayoritariamente por manosa, aunque se encuentra aún un pequeño porcentaje de 

arabinosa y galactosa (~10 %). Este porcentaje, junto con la presencia del manano 

sulfatado (ver más adelante), podrían ser la causa del 4	5 % de sulfato detectado, así 

como de los picos correspondientes a las longitudes de onda asociadas a la presencia de 

grupos sulfato que se observan en el espectro de FTIR del residuo (regiones 1220	1250 

y 820	930 cm
	1

) ( �!���� ').  

 

 

 �!����'��Espectro de FTIR de RW2 en la región 800	1500 cm	1. 

 

 

 

La naturaleza insoluble de este residuo inhabilita la aplicación de las técnicas con que 

habitualmente se analiza la estructura de los polisacáridos de pared (análisis por 

metilación, espectroscopía de RMN). En este caso, se recurrió a un tratamiento con una 

enzima endomananasa seguido de electroforesis en gel de agarosa de los productos de 
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digestión, lo que permitió caracterizar a la porción fibrilar de la pared. De este modo 

pudieron separarse por su peso molecular los fragmentos obtenidos tras el tratamiento 

enzimático de RW2 y compararse con los obtenidos a partir de los compuestos usados 

como patrón. La endomananasa Man5A hidroliza enlaces glicosídicos β	(1→4) entre 

unidades de D	manosa. La acción de esta enzima sobre RW2 produjo manosa, 

manobiosa, manotriosa y manotetraosa como productos principales ( �!����/). Como 

estándares se usaron mananos, glucomananos y galactomananos comerciales, sometidos 

al mismo tratamiento enzimático. Los productos de digestión del residuo de la pared 

celular migraron igual que los del β	(1→4)	D	manano usados como estándar, lo que 

indica que el manano insoluble de C�������	
����
�� está formado por  la secuencia 

repetitiva [→4)	β	D	manosil	(1→], aunque un cierto grado de sustitución podría haber, 

como lo sugiere la presencia de dos bandas menores en el análisis de electroforesis. Por 

otra lado, estas bandas de baja intensidad podrían también corresponder a fragmentos 

del manano sulfatado, componente minoritario de la pared celular de estas algas (ver 

más adelante). El principal componente de RW2, de acuerdo a lo observado, es un 

polímero neutro de unidades de D	manopiranosa unidas por enlaces β	(1→4) ( �!����

�), lo que indica una estructura similar a la de otros β	(1→4)	glicanos, como la celulosa 

o los xilanos que cumplen una función fibrilar en paredes de plantas y otros organismos. 

Además, la localización ������� también permitió confirmar que se trata de este tipo de 

compuestos (ver más adelante). 
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 �!���� /��Electroforesis en gel de agarosa de M tratado con β	(1→4) endomananasa. Como 

controles se usaron manano, glucomanano y galactomanano comerciales, para comparar los 

oligosacáridos liberados por cada uno de los polisacáridos. En cada caso se sembró una alícuota 

de polisacárido tratado (+) y una alícuota sin tratar (	). Los oligosacáridos que se observan  

provienen de la digestión de 1,25 Jg en el caso de RW2 y 0,5 Jg en el caso de los polisacáridos 

comerciales. La posición de las dos bandas menores se indica con asteriscos. A la izquierda del 

gel se indica la cantidad de unidades de manosa que contiene cada oligosacárido.  

�
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 �!�������Unidad de →4)	β	D�manopiranosa	(1→, componente del manano fibrilar de las 

paredes celulares de ����	
����
�.�

�

��'�#������$��0����$�$��%�����$� �

�

��'�#�����������������

�

Los polisacáridos sulfatados representan alrededor de 12% de la pared celular de 

��������	
����
�. Al analizar los extractos V1 y W1, no había elementos suficientes 

para definir si se trataba de arabinogalactanos o de una mezcla de arabinanos y 

galactanos. Los fraccionamientos realizados permitieron obtener tanto fracciones casi 

puras de arabinanos y de galactanos como otras de composición mixta. Adicionalmente, 

un manano con bajo grado de sulfatación fue aislado a partir de W1.  

 A continuación se presentan los resultados de los fraccionamientos de V1 y W1 

realizados por cromatografía de intercambio iónico y por precipitación con cloruro de 

potasio. Algunas de las fracciones así obtenidas fueron seleccionadas para posteriores 

análisis estructurales, por considerarse de mayor interés y/o representatividad por su 

abundancia en la pared celular de ��������	
����
�. En las secciones subsiguientes se 

detallan los resultados obtenidos en esos análisis para un galactano, un arabinano y un 

manano sulfatados.  

�

��'�#�#�� ��������&���������1�  

 

El primer extracto obtenido con agua a temperatura ambiente (V1) representa el 6,8% 

(p/p) del peso seco del alga y está compuesto fundamentalmente por galactosa y 

arabinosa (~50 y 45%, respectivamente). Su composición se muestra en la ��"����.  
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La cromatografía de intercambio aniónico permite la separación o purificación de 

polisacáridos ácidos en base a la retención de los grupos cargados negativamente por 

parte de grupos catiónicos que se encuentran unidos covalentemente a un soporte 

(Matsuhiro, 1995). En el caso del DEAE	Sephadex, el ion de intercambio es un grupo 

dietilaminoetilo (DEAE, de estructura [	CH2CH2NH
+
(CH2CH3)2]) unido a una fase de 

dextrano. Al pasar a través de la columna cromatográfica, los polisacáridos cargados 

negativamente quedan retenidos, mientras que los neutros son eluidos. Los 

polisacáridos retenidos pueden eluirse usando soluciones de creciente fuerza iónica 

(cuanto más grupos cargados negativamente posea el compuesto será retenido más 

fuertemente y se necesitarán soluciones de mayor fuerza iónica para lograr su elución).  

 

El extracto V1 fue sometido a fraccionamiento usando como fase DEAE	Sephadex A	

25. Una primera columna analítica dio como resultado las fracciones que se describen 

en la ��"���'.  

 

 

 

La segunda columna se realizó partiendo de una masa mayor de V1 (500 mg) a fin de 

obtener mayor cantidad de cada fracción para poder hacer análisis más detallados de 

cada una de ellas (��"���/..   
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En  ambas columnas  se  observa  que se obtuvieron fracciones similares en cuanto a su 

composición (básicamente, dos fracciones ricas en arabinosa, dos ricas en galactosa, y 

varias de composición mixta), aunque las mismas eluyeron a diferentes concentraciones 

de NaCl y con diferentes rendimientos. Este comportamiento, que muestra un cierto 

grado de falta de reproducibilidad, podría deberse a la formación de agregados entre los 

componentes iónicos del extracto, lo que dificultaría su correcta separación. La 

formación de estos agregados podría depender de diversas variables como la 

temperatura, la concentración de la solución de siembra, etc.  

 

��'�#�#�#�������
�����������������������
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El método de precipitación con cloruro de potasio fue aplicado fundamentalmente en la 

purificación carragenanos, para la obtención de fracciones homogéneas. La base del 

mismo es la propiedad de galactanos sulfatados que contienen 3,6	anhidrogalactosa de 

formar geles en presencia de iones potasio (Matsuhiro, 1995). No obstante, algunos 

polisacáridos de composición diferente también muestran este comportamiento, por lo 

que pueden ser purificados mediante esta técnica. 

�

El fraccionamiento de V1 con cloruro de potasio produjo un precipitado muy evidente a 

una concentración de la sal de 0,115 M y una fracción soluble en KCl 2 M, no 

observándose precipitación alguna en las concentraciones intermedias utilizadas (��"���

�). El mismo procedimiento se repitió remplazando el cloruro de potasio por cloruro de 

sodio en el mismo rango de concentraciones (0 M	2 M) para determinar si se producía 

precipitación inespecífica dependiente de la concentración salina del medio. En este 

caso no se produjo precipitación de material con ninguna de las concentraciones de 

cloruruo de sodio usadas. 

 

El producto precipitado a KCl 0,115 M resultó ser un arabinano altamente sulfatado 

(A1, en adelante), mientras que en el material que quedó soluble en KCl 2 M predomina 

la galactosa (77 %). Esta fracción soluble fue sometida a un nuevo paso de precipitación 

con cloruro de potasio (��"��� 2) que permitió obtener una nueva fracción soluble 

enriquecida en galactosa (83 %) y con menor contenido de sulfato. Ninguna de las 

fracciones obtenidas por este procedimiento presentó porcentajes significativos de 

ácidos urónicos.  
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El primer extracto con agua a 90° C (W1) de ������� �	
����
� representa el 4,3 % 

(p/p) del peso seco del alga y su principal componente es la manosa (~30 %). Su 

composición se muestra en la ��"����.  

 

��'�#�'�������&���!��%�������������&"����������

 

Este procedimiento fue el que permitió obtener las fracciones más ricas en manosa, 

aunque con bajo rendimiento. Las primeras tres fracciones eluidas (��"��� 4) 

presentaron contenido mayoritario de manosa. Se eligió la fracción con mayor 

contenido de manosa (94 %), obtenida con NaCl 0,5 M, para análisis estructurales 

adicionales que permitieron caracterizar al manano sulfatado de ��������	
����
�. En 

adelante, se mencionará a esta fracción como MS. �



1° Parte	A Resultados 

 47 

 

 

��'�#�'�#�������
�����������������������
���$���

�

Este procedimiento permitió obtener una fracción mayoritaria enriquecida en arabinosa 

(W1 KCl 0,1 M) (��"���5).  

  

 

 

La fracción W1 KCl 0,1 M fue sometida a tratamiento con α	amilasa (��"��� 6), y 

debido a la importante disminución observada en el contenido de glucosa, puede 

asegurarse que ésta provenía de glucanos de reserva, con enlaces α	(1→4), y no era 

parte de la pared celular. El contenido de arabinosa de W1 KCl 0,1 M se incrementó 

entonces de 41 % a  62 %, a la par que aumentaba el contenido de sulfato (relación 

molar azúcares:sulfato de 1:0,6 a 1:0,8). 
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Un nuevo paso de precipitación con cloruro de potasio sobre la fracción tratada con 

amilasa permitió una mayor purificación, hasta obtener una fracción con 96 % de 

arabinosa y una relación molar azúcares: sulfato más alta (��"����7,�ver esquema en la 

 �!����2), que nuevamente precipitó con una concentración de cloruro de potasio de 0,1 

M. Esta fracción será llamada A2 de aquí en adelante, para distinguirla del arabinano 

A1 obtenido a partir de V1. 
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 �!���� 2�� Esquema de obtención de A2 mediante tratamiento con α	amilasa y nueva 

precipitación con KCl a partir de la fracción rica en arabinosa original. 

 

��'�#�/��8���������$��%������-8�.�

�

Como se desprende de la descripción de los fraccionamientos realizados, se obtuvieron 

varias fracciones ricas en galactosa, con caracterísitcas similares y cierta variabilidad en 

el grado de sulfatación. Dos de ellas, obtenidas por diferentes procedimientos, se 

eligieron para realizar análisis adicionales (��"��� ��), y debido a su similitud 

estructural se las considera equivalentes. Se trata de la fracción eluida con NaCl 0,75 M 

en cromatografía de intercambio iónico y del producto soluble en KCl 2 M que resta 

tras la precipitación de la fracción rica en arabinosa a concentraciones menores. De aquí 

en adelante, se mencionarán indistintamente como G1. Por otro lado, tanto por 

cromatografía de intercambio iónico como por nueva precipitación de V1 KCl 2M 

soluble se obtuvieron, con menor rendimiento, fracciones ricas en galactosa pero con 

mayores niveles de sulfatación. Las diferencias entre estas fracciones podrían atribuirse 

tanto a la variabilidad propia de los polisacáridos de la pared celular como a la  

inflluencia de las técnicas y condiciones de obtención de cada una de ellas. 

 



1° Parte	A Resultados 

 50 

 

 

La determinación del signo y valor del poder rotatorio de un polisacárido con aquellos 

reportados en la literatura es una de las formas de determinar la configuración de las 

unidades presentes en el polímero (Matsuhiro, 1995). Para G1 se determinó un poder 

rotatorio específico de [α]D=+12,9°, más cercano al reportado para el metil	β	

galactopiranósido ([α]D= 	 2/0, valor calculado y observado, respectivamente) que para 

el metil	α	galactopiranósido ([α]D=+386/380, valor calculado y observado, 

respectivamente) (Stroyan y Stevens, 2000). 

 

El análisis por metilación es una herramienta de uso muy habitual en el estudio 

estructural de polisacáridos, ya que permite obtener información acerca de las uniones y 

sustituciones presentes sobre la cadena de carbohidrato (Matulewicz, 1995). El método 

consiste en la metilación exhaustiva de la muestra (todos los hidroxilos libres dan éteres 

metílicos), su hidrólisis y finalmente su derivatización para ser analizada mediante 

cromatografía gaseosa. Las uniones glicosídicas son estables en el medio alcalino donde 

se desarrolla la metilación, mientras que los metil ésteres formados en ella son estables 

en el medio ácido diluido en que ocurre la hidrólisis. De este modo, la posición de los 

grupos hidroxilo (derivatizados según el método usado) en los monosacáridos 

parcialmente metilados indica las uniones presentes en el polisacárido original. Y por el 

contrario, la posición de los grupos metoxilo indica qué hidroxilos se encontraban 

libres. Por último, la metilación en C	4 o en C	5 informa acerca del tipo de anillo 

presente (piranósico o furanósico, respectivamente). 

 

En el caso de los polisacáridos sulfatados, el análisis por metilación suele 

complementarse con la desulfatación del polímero seguida de metilación, para precisar 

la posición de los grupos éster sulfato y de los enlaces glicosídicos (Matulewicz, 1995). 
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Al comparar los resultados del análisis por metilación de un polisacárido sulfatado y del  

producto de su desulfatación, si se observa que una posición que no se metilaba en el 

compuesto original sí lo hace en el polisacárido desulfatado, puede inferirse la presencia 

de un grupo éster sulfato en dicha ubicación.  

 

 Los resultados del análisis por metilación de G1 se muestran en la ��"��� �#. Las 

asignaciones de los picos de cromatografía gaseosa correspondientes a los alditoles 

peracetilados parcialmente metilados se confirmaron por cromatografía gaseosa 

acoplada a espectrometría de masa en los casos en que fue necesario. 

 

 

 

La espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica no 

degradativa que se basa en un fenómeno que ocurre en el núcleo de ciertos átomos en 

presencia de un campo magnético intenso y homogéneo (Stortz, 1995). Estos átomos se 

caracterizan por poseer un número atómico impar (es decir, espín nuclear no nulo), 

como es el caso de isótopo de 
1
H y del carbono 

13
C. En estos casos se produce la 

alineación del espín nuclear a favor o en contra del campo magnético. A determinada 

frecuencia de irradiación (en el rango de las ondas de radio), combinada con un campo 

magnético de cierta intensidad, se produce la inversión del espín en los núcleos que 

constituye el fenómeno de resonancia magnética. Las condiciones en que se produce ese 

fenómeno varían en función del entorno químico y electrónico en que se encuentra un 

núcleo. Este es el fundamento de las técnicas de RMN. Los espectros de RMN se toman 

aplicando un campo magnético de intensidad creciente, a una dada frecuencia, y 
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registrando la intensidad de campo a la cual se produce la resonancia. De este modo se 

obtienen espectros donde la posición de las señales o picos corresponde a unidades σ de 

desplazamiento químico respecto de un compuesto de referencia. El desplazamiento 

químico, expresado como partes por millón (ppm), es dependiente del entorno del 

átomo, que puede estar “protegido” o “desprotegido” del campo aplicado por efecto de 

los átomos y electrones vecinos, de forma tal que el desplazamiento se produzca hacia 

campos más altos o más bajos, respectivamente.  

 

La RMN protónica tiene una complejidad adicional debido a que cada protón recibe la 

influencia no sólo del campo magnético aplicado sino también del espín de los protones 

de los carbonos adyacentes, en un fenómeno conocido como acoplamiento espín	espín. 

Esto produce un desdoblamiento de las señales que se observan en los espectros. El 

número de picos en que se desdobla una señal y la separación entre ellos da una idea del 

entorno en que se encuentra un protón (Stortz, 1995). La constante de acoplamiento (J) 

expresa la magnitud de la separación entre señales desdobladas. 

 

En el análisis de polisacáridos mediante RMN aporta información respecto de la 

configuración de las unidades presentes, la posición y el tipo de enlaces y la sustitución 

y modificaciones sobre los monosacáridos (sulfatación, metilación, desoxiazúcares, 

etc.). Se usan tanto técnicas unidimensionales de RMN (
1
H y 

13
C) como 

bidimensionales (HMQC, HMBC, COSY) que combinan ambos tipos de espectros.  

 

Junto con los espectros de resonancia magnética nuclear de G1 que se muestran a 

continuación ( �!����4, ��"�����'), los resultados del análisis por metilación confirman 

que se trata de un polímero donde las unidades de D	galactopiranosa se enlazan por C	

3. Predominan las unidades de galactopiranosa disustituidas en C	4 y C	6 (37 %). Las 

sustituciones en C	6 podrían corresponder tanto a ramificaciones con unidades de 

galactosa como a grupos sulfato. Le siguen en importancia el conjunto de unidades no 

sustituidas de cadena (23 %) y aquellas que presentan sustituciones con sulfato en C	4 

y/o unidades terminales con ácido pirúvico en C	3 y C	4. Las unidades metiladas en C	4 

y sin metilar se explican probablemente por cierto nivel de  submetilación de la muestra. 

Finalmente, las unidades metiladas en C	2 podrían corresponder tanto a unidades 

disulfatadas en C	4 y C	6 como a unidades piruviladas en esas  posiciones y enlazadas 

por C	3. 
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 �!����4��Arriba: espectro bidimensional  HMQC de G1. Los números corresponden al carbono 

y protón asignado; � indica unidades 3,4 piruviladas; � indica unidades sulfatadas en C	4; ��� 

indica unidades sustituidas en C	6. Abajo, izquierda: sector del espectro HMQC de G1 con las 
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señales asignadas al CH3 de las unidades piruviladas; derecha: fragmento del espectro 
13

C de G1 

donde se muestran las señales asignadas a los grupos COOH y O	C	O del ácido pirúvico (178,8 

y 108,8, respectivamente). 

 

Los espectros de RMN de G1 fueron analizados en base a las asignaciones reportadas 

anteriormente para los galactanos piruvilados sulfatados de ��� �	��	��	� y ���

������������ (Bilan et al., 2007; Farias et al., 2008). La estructura de estos polímeros 

es muy similar a la que surge de la caracterización química de G1 y la mayor parte de 

las señales observadas en los espectros de este último polisacárido pudieron relacionarse 

con las reportadas en los trabajos mencionados. En todos los casos, se trata de 

polisacáridos formados por unidades de β	D	galactopiranosa unidas por C	3 con 

sustituciones en C	4 y/o C	6  atribuidas tanto a grupos sulfato como a acetales de ácido 

pirúvico y ramificaciones.  

 

También se observaron las señales correspondientes a las unidades piruviladas (CH3: 

1,55/24,2, O	C	O: 108,8 y COOH: 178,8) asignadas de acuerdo a los valores reportados 

por Bilan y colaboradores (2007) ( �!����4).  

 

La fracción G1 fue sometida a desulfatación asistida por horno de microondas (Navarro 

y Stortz, 2007), obteniéndose un galactano desulfatado (G1D, ��"��� �/) con un 

rendimiento de 51%. Este polímero aún presentó un cierto contenido de sulfato (< 3%), 

y un contenido de hidratos de carbono de 75%. Las diferencias en el análisis por 

metilación respecto del compuesto original permiten confirmar las inferencias hechas 

sobre el patrón de sulfatación y las demás sustituciones. En este caso se registra un 

incremento de sustitución con grupos metilo en las posiciones C	4 y C	6 (las unidades 

2,4,6	Gal pasan de 23 a 61 %), debido a la pérdida de grupos sulfato. Por otro lado, 

desaparecen las unidades correspondientes a monosacáridos disulfatados en C	4 y C	6 

(2	Gal) y monosulfatados en C	6 (2,4	Gal). En las condiciones en las que se realizó la 

desulfatacion se produjo también una pérdida de las unidades piruviladas. Esto se 

observa en  el incremento de las unidades de 2,3,4,6	Gal y la disminución de las 

unidades 2	Gal y 2,6	Gal (aunque en este último caso la pérdida también se debe a la 

desulfatación de la posición 4). 
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Los espectros de FTIR de G1 y G1D ( �!���� 5) difieren fundamentalmente en la 

absorbancia a longitudes de onda relacionadas con los grupos sulfato (regiones 1220	

1260, 830	930cm
	1

), mientras que la zona correspondiente a la “huella dactilar” del 

esqueleto del polisacárido es muy similar. Por otro lado, hay también diferencias en la 

zona de 1650 a 1715 cm
	1

, donde aparecen  bandas características de los grupos 

funcionales presentes en el ácido pirúvico, confirmando la pérdida de unidades 

piruviladas observada en el análisis por metilación. 

 

                

�

 �!����5� Espectros de FTIR de G1 y G1D. 
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En base a los resultados obtenidos en los diferentes análisis, se propone una posible 

secuencia para un fragmento de G1 ( �!���� 6), en la que aparecen las unidades 

mayoritarias. 

�

�

�

�

��

�

�

�

���

�

�

 �!����6� Posible estructura de un fragmento de G1.�

�
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Un arabinano de gran pureza (A1, 97 % de arabinosa) y altamente sulfatado, se obtuvo 

por precipitación con cloruro de potasio a partir de V1. Este producto representa cerca 

del 30% (p/p) de V1, y se determinó para él un peso molecular promedio numérico de 

180 kDa por dosaje de extremos reductores. El análisis por metilación de A1 (��"�����) 

muestra que los residuos de L	arabinosa se encuentran unidos por enlaces β	(1→3), con 

predominio de unidades disustituidas por grupos sulfato en C	2 y C	4, lo cual coincide 

con el alto grado de sulfatación determinado a partir de la razón molar azúcares 

totales:sulfato (1:1,8). No obstante, es posible que durante el proceso de metilación haya 

habido un cierto grado de pérdida selectiva de las unidades disulfatadas, ya que el 

porcentaje de las mismas debería haber sido un poco mayor de 50 %, como se 

desprende del análisis inicial de la muestra y los espectros de RMN.  
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Adicionalmente, se realizó la desulfatación asistida por microondas de este polisacárido 

obteniendo A1D (rendimiento 65%), cuyo análisis por metilación permitió confirmar las 

características estructurales propuestas para el compuesto original, tanto el tipo de 

enlace presente como la forma piranósica de las unidades de arabinosa y la posición de 

los grupos sulfato (��"��� �2). En el arabinano desulfatado (4,5 % de sulfato, poder 

rotatorio específico [α]D= + 50.3 º) las unidades de cadena y terminales sin sustituir 

suman el 91 % del total, encontrándose bajos porcentajes de residuos monosulfatados 

que resistieron el proceso de desulfatación, y sólo un 1 % de residuos disulfatados en C	

2 y C	4 (mientras que el porcentaje en A1 era de 50% de unidades con dos grupos 

sulfato). 
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El espectro bidimiensional HMQC de A1 muestra sólo cinco picos principales ( �!����

�7, ��"����4). La configuración β	L de las unidades de arabinosa se infirió a partir del 

espectro de A1D ( �!������, ��"����4) y del  poder rotatorio específico de A1 ([α]D= 

+167.5 º) (Il’in et al., 1985; Paradowska et al., 2008). 

 

�

 �!�����7��Espectro bidimensional  HMQC de A1.  

 

 

 

El desplazamiento hacia campos mayores de C	1 se debe a la influencia del grupo 

sulfato en C	2 (Stortz y Cerezo, 1992; Noseda y Cerezo, 1993), lo mismo puede decirse 

acerca de C	5 y la influencia del sulfato en C	4. Un α	L	galactano sulfatado (Cinelli et 

al., 2010) y un α	L	fucano sulfatado (Pereira et al., 2002), cuya configuración es similar 

a la del arabinano de ��������	
����
��( �!�����#) mostraron resultados semejantes en 

sus espectros. Además, las constantes de acoplamiento ����� experimental y calculada 

inicialmente�para H1	H2 y H2	H3 para galactanos y fucanos con similar configuración 
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confirman una conformación preferencial 
4
C1 para el ciclo de arabinosa piranósica 

(Becker et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 �!��������Espectro bidimensional  HMQC de A1D. 
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 �!�����#��Conformación�preferencial de unidades�β	L	arabinopiranosa comparada con la de α	

D	galactopiranosa y α	L	fucopiranosa enlazadas por C	3. Los números en rojo indican la 

posición de los carbonos C	1, C	2, etc.  

 

Por otro lado, la señal de 61,6 ppm correspondiente al C	5 de estas unidades (Bock y 

Pedersen, 1983) confirma esta asignación, teniendo en cuenta que un sulfato axial sobre 

C	4 provoca un desplazamiento hacia campos más altos en la señal de dicho carbono 

(Stortz y Cerezo, 1992). Los desplazamientos observados para C	2 y C	4 son los 

esperables dada la sustitución por grupos sulfato, e igualmente para C	3 por la 

influencia de la unión glicosídica.  

 

El espectro de HMQC de A1D ( �!������, ��"����4) presenta cinco picos principales 

asignados a unidades arabinopiranosa considerando los valores reportados para los metil 

β	D	(β	L)	 y α	D	(α	L)	arabinopiranósidos (Bock y Pedersen, 1983; Zhuo et al., 2008), 

la 3	�	L	arabinopiranosil	L	arabinosa (Odonmažig et al., 1994), el residuo L	

arabinopiranosil terminal no reductor, unido a C	3 de una Ara
, de un oligosacárido 

(Ishii et al., 2005), y los efectos de glicosilación en disacáridos con una aglicona 

piranósica con el protón ecuatorial en uno de los carbonos β (Shashkov et al.,1988).  
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Las señales anoméricas en ambos espectros 
1
H NMR (5,37 y 5,12 ppm, en A1 y A1D, 

respectivamente) concuerdan con la conformación propuesta (unidades de β	L	

arabinopiranosa en forma de silla 
4
C1), mientras que el desplazamiento a campos más 

bajos del protón anomérico del polímero original respecto del de su desulfatado apoya la 

propuesta de una sulfatación en C	2.  

 

Asimismo, los espectros de FTIR de A1 y A1D se compararon, observándose 

diferencias importantes en la intensidad de la absorbancia a longitudes de onda 

características de la sustitución con grupos sulfato: región 1220	1250 cm
	1 

y picos a 

830, 870, 890, 920 y 980 cm
	1

, mientras que la región correspondiente a la “huella 

dactilar” del esqueleto de ambos polisacáridos es similar ( �!�����', ver ��"������(��

 ���).  

 

 

 

 �!�����'��Espectros FTIR del arabinano sulfatado de A1 y A1D. 

�

��'�#���#�����"������$��%���������3��-�#.�

�

Una vez lograda la purificación del arabinano sulfatado presente en este extracto a 

través de los sucesivos pasos aplicados (tratamiento con α	amilasa y nueva precipitación 

con KCl 0,1 M, lo que permitió pasar de 41 a 95 % arabinosa), la fracción obtenida 

(A2) se analizó por metilación (��"��� �5). A diferencia de A1 (50 % de unidades 
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disulfatadas en C	2 y C4), en el de A2 predominan las unidades monosulfatadas (∼37 

%, principalmente en C	4 y en menor medida en C	2), seguidas por los residuos sin 

sustituir (35%) y disulfatados (22%). Esto se corresponde con el menor grado de 

sulfatación estimado a partir de la relación molar azúcares totales:sulfato (1:1,8 en el 

caso de A1 y 1:1,5 en el de A2). 

 

 

 

En los espectros de resonancia magnética nuclear de A2 ( �!���� �/) se observan las 

mismas señales principales que en el caso de A1, pero además hay dos señales a 

4,03/69,5 y 4,57/73,7 ppm que fueron tentativamente asignadas a H2/C2 y H3/C3, 

respectivamente, de unidades de arabinopiranosa monosulfatadas en C	4 (��"����6). 
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 �!�����/���Espectro bidimensional  HMQC de A2. 4S: H4/C4 correspondiente a C	4 sulfatado; 

3(4S): H3/C3 de unidades sulfatadas en C	4; 2(4S): H2/C2 de unidades sulfatadas en C	4. 

 

�

�

��'�#�2��,������$��%������-,�.�

 

La fracción MS, eluida con NaCl 0,5M en una columna de cromatografía de 

intercambio iónico con DEAE	Sephadex A	25 se eligió para caracterizar el manano 

sulfatado sintetizado por ��������	
����
���Por el método de Park y Johnson (1949) se 

determinó un peso molecular promedio numérico <10 kDa.�El análisis por metilación de 

MS (��"���#7) mostró que se trata de un polímero con una estructura básica similar a la 

del manano fibrilar, formado principalmente por unidades de β	D	(1→4)	manopiranosa 
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no sustituidas (unidades 2,3,6	trimetiladas), seguidas por un porcentaje importante de 

unidades sustituídas con grupos sulfato en posición C	2.  

 

 

 

La ausencia de un porcentaje significativo de unidades terminales no reductoras (es 

decir, tetrametiladas, con un 3%) confirma la estructura lineal de este manano y la 

sustitución por grupos sulfato (y no por ramificaciones con unidades de manosa). 

También se encontraron pequeñas cantidades de unidades enlazadas por C	4 sustituidas 

en C	6, que podría corresponder a sustituciones con sulfato tanto como a ramificaciones 

simples de β	D	manosa. Previamente, se detectaron cantidades significativas de 

unidades de 2,3	di	�	metilmanosa (6,5%) en el análisis por metilación del extracto W1 

(Ciancia et al., 2007). Las diferencias observadas en el porcentaje de estas unidades en 

ambas muestras (el extracto W1 y la fracción MS) puede explicarse por el hecho de que 

esta última sólo representa alrededor de un tercio del manano total presente en el 

extracto original, y el fraccionamiento por cromatografía de intercambio iónico 

realizado pudo haber arrojado como resultado mananos con ciertas variaciones en sus 

patrones de sustitución. Las restantes unidades presentes (Man, 3	Man y 2,4,6	Man), 

todas ellas con porcentajes de ~1%, podrían atribuirse a submetilación de la muestra.  
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Los espectros de resonancia magnética nuclear de esta fracción ( �!���$����y �2, ��"���

#�) se analizaron teniendo en cuenta la información previamente publicada (Cardoso et 

al., 2007), y confirmaron la estructura propuesta a partir del análisis por metilación, con 

sustituciones de sulfato en C	2. Pudieron detectarse además pequeñas señales 

correspondientes a las unidades de los extremos terminales reductores y no reductores 

(Davis et al., 1995).   

 

�

 �!��������Espectro 13C de MS. M1	6: unidades de manosa no sulfatadas, MS1	6: unidades de 

manosa sulfatadas en C	2. 

 

 

 �!�����2��Espectro HMQC de MS. M1	6: unidades de manosa no sulfatadas, MS1	6: unidades 

de manosa sulfatadas en C	2, Mtα	β: unidades terminales de manosa. 
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La  �!���� �4 muestra el espectro de FTIR de MS, donde se observan, aunque poco 

definidos, algunos picos a longitudes de onda correspondientes a sustitución con grupos 

sulfato, además de aquellas que constituyen la zona de la huella dactilar del polímero. 

En la  �!�����5 se muestra la estructura de las unidades de β	D	manopiranosa que componen 

MS. 

 

 

 �!�����4��Espectro de FTIR de MS. 

 

 

�

 �!�����5��Unidad de →4)	β	D�manopiranosa	(1→ que componen MS. 

�
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���������"��&��9����$���&
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�����

�

Una vez identificados y caracterizados los principales componentes de las paredes 

celulares de ������� �	
����
�, las técnicas de localización ��� ����, combinando 

microscopía óptica y confocal con técnicas de tinción e inmunomarcación, permitieron 

analizar la forma en la que los mismos se disponen para dar origen a la compleja 

estructura que forman.  

�

La microscopía láser confocal, en particular, es un tipo de microscopía de fluorescencia 

que permite la obtención de imágenes de gran nitidez a partir de material de cierto 

espesor. Un haz de láser con luz focalizada ilumina distintos planos focales, barriendo 

punto por punto (en sentido horizontal – ejes   e ��	 y también vertical – eje �). En esta 

técnica se genera una imagen compuesta a partir la fluorescencia emitida por cada punto 

(eliminando el ruido que genera la emisión por fuera del plano focal). 

�

��/����,��������������

�

Inicialmente, la tinción con Calcofluor White (CW) permitió determinar la ubicación de 

polisacáridos fibrilares en la pared celular de ������� �	
����
�. La marcación con 

anticuerpos que detectan específicamente la presencia de unidades β	(1→4)	D	manosilo 

permitió caracterizar la fracción fibrilar del alga. La birrefringencia de la pared celular 

(es decir, la propiedad de desdoblar la luz incidente en dos haces polarizados 

perpendiculares entre sí) fue observada con microscopía de contraste de fases, y la 

inmunomarcación con microscopía confocal gracias al uso de un anticuerpo secundario 

acoplado con Alexa Fluor 488. Se usó un anticuerpo policlonal (Mab) desarrollado por 

Handford y colaboradores (2003) Se encontró que estos polímeros se ubican en dos 

capas bien definidas separadas por una zona central no reactiva ( �!�����6).  
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 �!���� �6� Localización ��� ���� del β	(1→4)	D	manano fibrilar de ������� �	
����
�� en 

secciones longitudinales de la pared del utrículo. Arriba: utrículo de ��� �	
����
�.� Centro, 

izquierda: vista con luz directa; derecha: tinción con Calcofluor White observada con 

microscopía láser confocal. Abajo, izquierda: vista con contraste de fases; derecha: 

inmunomarcación con anticuerpo antimanano observada con microscopía láser confocal. Las 

flechas indican las capas fibrilares externa e interna de la pared. Escala: 20 Jm.  

 

El tratamiento de los cortes con una endomananasa que hidroliza específicamente 

unidades de manosa enlazadas por medio de uniones β	(1→4)	 produjo una 

considerable disminución en la tinción con CW ( �!���� #7), además de la aparente 

pérdida de la estructura fibrilar y el daño de zonas de la pared, lo que conlleva una 

pérdida de parte de la birrefringencia observada en el material sin tratar ( �!�����6). 

Esto confirmaría un rol estructural fundamental para el manano neutro de �������

�	
����
�.  
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 �!����#7� Secciones longitudinales de la pared del utrículo de ��������	
����
� tratadas con 

endomananasa. Izquierda: imagen de microscopía de contraste de fases donde se observa la 

pérdida de la estructura fibrilar. Derecha: imagen de microscopía láser confocal donde se 

observa la pérdida de tinción con Calcofluor White del material tratado (indicado con *). 

Escala: 40 Jm. 

 

Por otro lado, se estimó la cantidad de manosa liberada a partir de los cortes tratados 

con la enzima, siendo considerablemente más alta que en el control (480 ± 10 ng de 

manosa.mm
	2

 y  80 ± 5 ng  de manosa.mm
	2

, respectivamente.  �!����#�).  

 

 

 

 �!����#���Cantidad de manosa liberada por unidad de área de secciones del talo tratadas con la 

enzima (ng de manosa.mm	2), comparada con el control negativo.  

�

��/�#������$��0����$�$��%�����$�

�

��/�#�����������������*������������������

�
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La presencia de polisacáridos sulfatados se detectó mediante tinción con Azul de �	

Toluidina. Esta tinción permite detectar polisacáridos aniónicos (sulfatados y 

carboxilados) al usarse a un pH de 6,8 y si se usa a pH 1, como en este caso, detecta 

específicamente las cargas negativas correspondientes a grupos sulfato, ya que los 

grupos carboxilato se encuentran protonados en esas condiciones. Se observó de este 

modo la existencia de una capa central que concentra este tipo de compuestos ( �!����

##), delimitada por las capas que reaccionaron con la tinción y los anticuerpos para 

manano fibrilar. A modo de control negativo, secciones preextraídas con agua (90ºC, 2 

horas) se trataron con la misma tinción, observándose una coloración significativamente 

menor debido a la remoción de los polisacáridos sulfatados.  

 

 

�

�

 �!���� ##�� Secciones longitudinales de las paredes del utrículo de ������� �	
����
�. 

Izquierda: tinción con Azul de �	Toluidina (pH =1). Derecha: la misma tinción aplicada a un 

corte previamente extraído con agua para remover los polisacáridos sulfatados solubles en agua. 

Escala: 30 Jm. 

 

��/�#�#��,�����$
�����$��
������ ����

�

La espectroscopía de infrarrojo medio basada en radiación de sincrotrón (SR	FTIR) 

acoplada a microscopía permite el mapeo de componentes sobre cortes de material, 

usando distintas longitudes de onda que se relacionan con determinados grupos 

funcionales. Un sincrotrón actúa como un acelerador de partículas que transforma 

electrones en luz (Yu, 2004). El uso de una fuente de luz de tipo sincrotrón, 

extremadamente brillante, permite incrementar la relación señal:ruido y aumenta la  

resolución en forma muy significativa respecto de otras fuentes (Yu, 2004).  
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Se analizaron cortes longitudinales de los utrículos de ��� �	
����
�, estimando la 

intensidad de absorción en las siguientes longitudes de onda: 

1380, 1250 y 1230 cm
	1

 → grupos éster sulfato 

850 cm
	1

 → C	O	SO3  axial (sulfato axial secundario) 

820	830 cm
	1 

→ C	O	SO3  (sulfato primario) 

 

La  �!���� #' muestra los resultados del mapeo, de donde surge un patrón de 

distribución similar al obtenido por el análisis citoquímico. Las máximas absorbancias 

en las longitudes de onda asociadas a grupos sulfato se registraron en la zona central de 

la pared, es decir que es esa la región que concentra los polisacáridos sulfatados que 

constituyen la matriz de la pared celular de ��������	
����
�.  

 

 

 �!����#'��Análisis por microespectroscopía SR	FTIR de secciones longitudinales de la pared 

del utrículo de ��������	
����
�. Las longitudes de onda indicadas en cada caso corresponden 

a grupos éster sulfato (1380, 1250 y 1230 cm
	1

) sulfato axial secundario (850 cm
	1

)  y primario 

(820	830 cm	1). La escala de colores a la derecha representa la intensidad relativa de la 

absorbancia para la frecuencia de onda indicada. Escala: 20 Jm. 
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�

Dado que previamente se habían detectado HRGPs en las paredes de ������� 

����	 

(Ciancia et al., 2007),  se intentó determinar si epitopes de estas glicoproteínas  se 

encuentran también presentes en ��� �	
����
�. Varios anticuerpos contra HRGPs de 

plantas fueron usados sobre cortes de ��� �	
����
� para indagar la localización de 

epitopes de estos compuestos en las paredes celulares del alga. Mediante microscopía 

confocal se detectaron arabinogalactano proteínas (AGPs) con JIM16 y MAC207, y 

epitopes de HRGPs del tipo extensinas con JIM11 y JIM20 ( �!���� #/). JIM16 y 

MAC207 reconocen la porción de hidratos de carbono de las AGPs (Knox et al, 1991).  

 

 

 

 �!���� #/�� Secciones longitudinales de la pared del utrículo de ������� �	
����
� 

inmunomarcadas con anticuerpos que reconocen epitopes de AGPs (JIM16 y MAC207) y de 

HRGPs tipo extensinas (JIM11 y JIM20). Las flechas señalan las regiones con marcación,  * 

indica su ausencia. Escala: 20 Jm. 

�

Bajo el nombre de reactivo de Yariv se agrupa una serie de compuestos sintéticos que 

comparten la estructua general 1,3,5	tri	(pglicosiloxifenilazo)	2,4,5	trihidroxibenceno 

(Seifert y Roberts, 2007). El reactivo de β	glucosil Yariv  se utiliza para detectar AGPs 
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en forma específica, ya que se une de forma no covalente a las AGPs y produce una 

coloración rojiza. Si bien no se conoce en detalle el mecanismo de unión del reactivo de 

Yariv, se sabe que dicha unión requiere de la presencia de la fracción de carbohidratos 

tanto como de la de proteínas en la molécula de AGP (Ellis et al., 2010). Por el 

contrario, el α	manosil Yariv, no se une a las AGPs, por lo cual es usado como control 

negativo en la detección de este tipo de HRGPs mediante el reactivo de Yariv. 

 

Se usó β	glucosil Yariv  para detectar la presencia de AGPs en la pared celular de 

��������	
����
� ( �!����#�), y como control negativo se usaron secciones tratadas 

con α	manosil Yariv, y otras secciones previamente extraídas (para eliminar las AGPs) 

tratadas con β	glucosil Yariv. Ambos controles resultaron no reactivos. Tanto estos 

ensayos como los de inmunolocalización mostraron una distribución en dos capas, 

similar a la que se observó en el caso del manano fibrilar.  

�

�

 �!���� #��� Izquierda<�Tinción con reactivo de β	glucosil Yariv, que reconoce AGPs. Como 

control, se usó el mismo reactivo sobre cortes sometidos a extracción de los AGPs (centro), y el 

reactivo α	manosil Yariv sobre cortes sin extraer (derecha). Escala: 30 Jm.  

 

�����,���������
�����
��
��$���

�

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigación (Estevez et al., 2009) se mostró 

la localización ��� ���� de los componentes de la pared celular de ������� 

����	� (un 

resumen de los resultados se muestra en la�  �!���� #2). A partir de este análisis se 

elaboró un modelo tentativo para la pared celular esta especie ( �!����#4). En base a los 

resultados detallados en esta sección, junto con la caracterización química de los 

componentes, se propone un modelo de pared para el alga cenocítica ��������	
����
� 

( �!���� #5), que permite la comparación con la especie ��� 

����	,� anteriormente 
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estudiada (Estevez et al., 2009.  �!���$� #2� y #4). Los utrículos de ��� �	
����
� 

presentan una estructura tipo sándwich, con dos capas de  β	(1→4)	D	mananos y 

HRGPs (tipo AGPs y extensinas) que limitan una zona central rica en polisacáridos 

sulfatados. En el mucrón de ���

����	�(una prominencia que se forma en el ápice de los 

utrículos de esta especie), mananos y HRGPs están distribuidos en una amplia capa 

interna y otra externa mucho más delgada, mientras que los polisacáridos sulfatados 

también forman una capa media amorfa.  

 

�

�

 �!����#2��Localización ������� de los componentes de la pared celular de �������

����	, en 

secciones longitudinales del mucrón. Arriba: localización del manano con Calcofluor White 

(CW) y el anticuerpo específico (Mab). Seguna línea: mapeo por SR	FTIR; se muestran las 

longitudes de onda correspondientes a la absorción del β	(1→4)	D	manano. Tercera línea: 

tinción de polisacáridos sulfatados con azul de �	Toluidina (izquierda) y localización de AGPs 

con reactivo de β	glucosil Yariv (derecha). Abajo: inmunolocalización de epitopes de HRGPs 

con anticuerpos monoclonales. 
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 �!���� #4��Modelo de pared celular de ������� 

����	, con dos capas fibrilares desiguales 

compuestas por β	(1→4)	D	mananos y una zona central de matriz que concentra los 

polisacáridos sulfatados. Además, hay epitopes de HRGPs de pared del tipo AGPs y extensinas 

que colocalizan con las capas interna y externa de manano, y otras que no forman parte de la 

pared. �

�

�

�

�

�

 �!����#5��Modelo de “sándwich” propuesto para la pared celular de ��������	
����
�, con 

dos capas fibrilares compuestas por β	(1→4)	D	mananos y una zona central de matriz que 

concentra los polisacáridos sulfatados. Además, los epitopes de HRGPs del tipo AGPs y 

extensinas colocalizan con las capas interna y externa de manano. 

�
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��$�&��������$���$������$��=���������<�

�

�El alga verde marina ������� �	
����
� sintetiza paredes celulares que constituyen 

sistemas complejos formados por una porción fibrilar y una matriz de polisacáridos 

sulfatados. 

 

	La porción fibrilar de la pared está formada por un β	(1→4)	D	manano lineal insoluble 

en agua. 

 

	Los principales polisacáridos sulfatados son: 

 

 	galactanos ramificados sustituidos con grupos sulfato y ácido pirúvico, con un 

esqueleto básico formado por unidades β	(1→3)	D	Gal!. Estos compuestos son muy 

similares a otros galactanos descriptos para varias especies del género ������. 

 

 	arabinanos lineales altamente sulfatados, formados por unidades β	(1→3)	L	

Ara!, lo cual constituye una novedad ya que en los arabinanos de distinto origen 

descriptos hasta el presente la arabinosa se encuentra en forma furanósica. 

 

	Por último, se aisló con bajo rendimiento un manano con grado intermedio de 

sulfatación cuya estructura básica es la misma que en el caso del manano fibrilar, 

aunque se encuentran grupos sulfato en posición C	2 en algunas de las unidades Man!. 

Se propone para este polímero un rol de interfase entre la porción fibrilar neutra y la 

matriz sulfatada de la pared. 

 

	Se detectó además la presencia de glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) del 

tipo arabinogalactano proteínas y extensinas. 

 

	La localización ��� ���� de los componentes de la pared reveló una estructura tipo 

sándwich, con dos capas fibrilares (donde también se encuentran HRGPs) que encierran 

una zona central donde se concentran los polisacáridos sulfatados.  
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La caracterización de los componentes de las paredes celulares se realiza a través de 

diversos enfoques y técnicas, y la combinación de los mismos permite la obtención de 

datos complementarios. Cada técnica aplicada contribuye a la caracterización de los 

componentes de la pared a través de información de diferente naturaleza. Esta 

diversidad de enfoques enriquece el estudio de estructuras altamente complejas como lo 

son las paredes celulares.  

 

En este caso, se determinó la composición de monosacáridos mediante cromatografía 

gas	líquido, el contenido de azúcares (y sulfato para los extractos) por técnicas 

colorimétricas, y se complementó esta información con la obtenida por espectroscopía 

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). 

 

Los espectros IR de estructuras de gran complejidad como las paredes celulares de 

������� �	
����
� son a su vez extremadamente complejos, y para su análisis se 

requieren herramientas estadísticas. El Análisis de Componentes Principales es una 

operación matemática que permite reducir una gran cantidad de caracteres a un número 

limitado de variables o componentes. Se trata de un método de compresión que que no 

requiere conocimiento previo de la estructura de clases del conjunto de datos (Kim et 

al., 2004). Cada componente contiene información de todos los caracteres, pero en 

diferente proporción, y “explica” así una parte de la variabilidad total entre las muestras. 

En general, la mayor parte de la variabilidad (50	80%) está comprendida en los 

primeros dos o tres componentes. De este modo, y representando cada componente 

como un eje, las muestras pueden ser caracterizadas de acuerdo al valor que les 

corresponde respecto a cada uno de esos ejes. En el caso de FTIR acoplada a PCA, los 

caracteres son las absorbancias a distintas longitudes de onda, siendo expresada la 

contribución de éstas a cada componente en los gráficos llamados �����
�� (Crisci y 

López Armengol, 1983; Kemsley, 1988; Chen et al., 1998). 

 

Para facilitar la interpretación de los resultados, se incluyeron en los análisis los 

espectros modelo de los siguientes polisacáridos: G1, A1, MS, M, G1D y A1D, (!� ����



1° Parte	B Resultados 

 88 

�). En los cuatro primeros casos se trata de  polímeros aislados de las paredes celulares 

de ��������	
����
��(galactano, arabinano y manano sulfatados, y manano fibrilar) y 

en los restantes, del producto de la desulfatación de dos de ellos (G1D y A1D, galactano 

y arabinano desulfatados). La estructura de estos polisacáridos fue descripta en detalle 

en la 1° Parte	A; en la ��������se presenta un resumen.  

 

 

 

 

 

 

 

 



1° Parte	B Resultados 

 89 

 

 

 

 

 

 

 

!� �����	 Espectros FTIR de los compuestos modelo. 
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!� ����"� Análisis de Componentes Principales de los espectros de los compuestos modelo y 

�����
� del PC 1. A1: arabinano sulfatado, A1D: arabinano desulfatado, G1: galactano 

sulfatado, G1D: galactano desulfatado, M: manano fibrilar, MS: manano sulfatado. 

 

La inclusión de estos polisacáridos como referencia permitió evaluar la contribución de 

cada uno de ellos a la variabilidad total observada en la pared celular. El análisis de 

estos compuestos modelo (!� ���� ") en la región de 1500	800 cm
	1

 mostró que las 

bandas a 1275	1220 cm
	1

, asociadas al estiramiento asimétrico de los enlaces O=S=O 

del éster sulfato (Prado Fernández et al., 2003) permiten diferenciar claramente los 

polímeros sulfatados de sus correspondientes desulfatados. Ambos grupos de 

polisacáridos se segregan respecto de PC1 (horizontal), que explica el 60% de la 

variabilidad total, ubicándose los sulfatados hacia la izquierda del origen, y los no 

sulfatados hacia la derecha. El �����
� correspondiente a PC1 muestra cuáles son las 
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longitudes de onda que más aportan a la separación de ambos grupos. Las mayores 

intensidades, de signo negativo o positivo (el signo es indistinto), se corresponden a los 

valores negativos o positivos del eje de PC1. Es decir, las muestras que presentan mayor 

intensidad de absorción en las longitudes de onda en las que se observan picos 

negativos en el gráfico del �����
�, se ubican hacia la parte negativa del eje PC1 y están 

enriquecidas en esas bandas de absorbancia. Esto indica que las muestras A1, G1 y MS 

presentan grados de sulfatación significativamente mayores que las muestras 

desulfatadas A1D, G1D y M. Lo mismo puede decirse de los picos positivos en el 

�����
� y los valores positivos en el Componente Principal correspondiente: las 

muestras que se agrupan en dicho sector del eje PC presentan alta absorción en las 

longitudes de onda propias de los picos positivos del �����
�. 

 

Así, la intensidad de las bandas en la región 1275	1220 cm
	1 

puede ser usada como un 

indicador del nivel general de sulfatación en las paredes celulares de ����	
����
�, tal 

como se había mostrado previamente para otro tipo de polisacáridos (Prado Fernández 

et al., 2003). Vale aclarar que dada la complejidad de la información involucrada, y  a 

pesar del conocimiento de que ciertas regiones y/o bandas están asociadas a 

determinados grupos funcionales, se consideraron  los espectros como un todo, y no se 

intentó una asignación puntual para explicar las diferencias observadas 

 

��"����������#������
������$��������

�

Se evaluó el ruido, es decir, la variación no relevante desde el punto de vista biológico, 

que pudieran provocar en los espectros los componentes de bajo peso molecular 

presentes en el citoplasma y las paredes celulares. Para esto se compararon los espectros 

de muestras extraídas con metanol y sin extraer (!� ���� �). El hecho de que no se 

observen diferencias significativas en la región a analizar (1500	800 cm
	1

)  confirma 

que los polisacáridos de pared son las macromoléculas que mayor aporte realizan a las 

absorbancias de dicha región. Por otro lado, la región de 1650 a 1500 cm
	1

 no fue 

considerada para el análisis ya que contiene bandas características de amidas primarias 

y secuandarias correspondientes a proteínas.  
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!� �������Espectros FTIR de dos muestras (M6 y M7) sin extraer y sometidas a extracción con 

metanol. 

 

 

En una primera instancia, se determinó que  la variabilidad entre las plantas dentro de 

un mismo muestreo (el procedimiento se repitió con las muestras M4, M5 y M7; ver 

tabla con información de los muestreos en Experimental) resulta menor que la que se 

encuentra entre los diferentes muestreos (M3	M10). Por otro lado, con el objetivo de 

evaluar las diferencias entre zonas con y sin crecimiento activo de los talos, se 

analizaron las regiones apical y basal de cinco ejemplares de una misma fecha de 

recolección (������"; !� ����%).  
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!� ����%� Determinaciones químicas: comparación entre los espectros promedio para ápice y 

base, y entre ápice y base de cada individuo; AT= Azúcares Totales, expresa % p/p; 

Composición relativa monosacáridos expresada como moles %  de Ara, Gal, Man (Σ=100%).�

 

Si bien en la ������"&�y en las restantes tablas que corresponden a muestras sin extraer, 

se muestra el valor de azúcares totales, éste no debe ser considerado como un indicador                                  

confiable en estos casos. Puede verse que los valores obtenidos son fluctuantes en estas 

muestras, no así en los extractos. Esto se debe a que representa un porcentaje de una 

masa de material sin extraer que puede incluir cantidades muy variables de sales y otros 

contaminantes. Por el contrario, la composición de monosocáridos (en moles % del total 

de carbohidratos) refleja las cantidades relativas de cada uno de ellos, siendo este valor 

independiente de la masa original y por lo tanto de las impurezas presentes. Dejando de 

lado la glucosa derivada de polisacáridos de reserva (almidón), se asume que el origen 

del resto de los monosacáridos corresponde casi exclusivamente a la pared celular 

(Ciancia et al., 2007). Por otro lado, dado que el manano sulfatado representa sólo una 

pequeña proporción de la pared celular de ��������	
����
�, la manosa encontrada se 

atribuye al manano neutro fibrilar, componente mayoritario de la pared celular del alga.  

 

Mediante una prueba ��de hipótesis de dos colas se verificó que para ninguna de las 

determinaciones químicas evaluadas existían diferencias significativas entre ambos 

grupos. Asimismo, una observación preliminar de los espectros FTIR muestra por un 

lado un alto grado de similitud entre individuos (!� ���� ', donde cada espectro 
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representa el promedio de 10 espectros obtenidos a partir de cada muestra I	V); y por 

otro lado, para cada individuo, la similitud de los espectros promedio correspondientes 

al ápice y a la base (!� ����().  

 

El análisis de FTIR	PC no mostró una segregación clara entre ambos grupos (ápices y 

bases; !� ���� )), aunque se observa una cierta separación, probablemente debido a 

variación al azar que no es asignable a ningún componente específico de la pared 

celular, es decir, la  variación o ruido propios del método.  

 

Estos resultados permitieron validar la metodología utilizada para lograr los resultados 

que se detallan en las secciones a continuación, donde tanto para las determinaciones 

sobre muestras sin extraer como para la obtención de los extractos acuosos a 

temperatura ambiente se utilizó una mezcla de ejemplares de cada muestreo (n=10	15), 

sin distinguir entre partes de cada talo. 

 

 

 

 

!� ����'��Espectros promedio de ápices y bases de los 5 individuos analizados 
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!� ����(�� Espectros de ápice y base de cada individuo (I	V)  

  

 



1° Parte	B Resultados 

 98 

 

!� ����)���PCA y �����
�� de PC1 y PC2, realizado con 10 espectros por región (apical y basal) 

de cada ejemplar.  

�

������������������ �� �*+������������$
�����#��������
�������������

 

Cabe mencionar, en primer lugar, que la recolección de parte del material utilizado en 

este trabajo se realizó en un sitio no incluido en el área de distribución descripta 

anteriormente para ��������	
����
� (Boraso de Zaixso, 2004) (!� ����,). Dicho área 

abarca las provincias de Chubut y Río Negro, mientras que el sitio La Farola se 

encuentra hacia el norte de esa zona, sobre la costa de la Provincia de Buenos Aires (39° 

00’ S, 61° 65’ O). 
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!� ����,� Distribución de ��������	
����
��en aguas argentinas y sitios de recolección. 

 

 

Al comparar los resultados del análisis químico (�������) de las muestras sin extraer de 

las tres poblaciones de ��������	
����
� (LF, SAO y BA, en sentido norte	sur, !� ����

,), se pudo observar que el contenido de galactano sulfatado se mantiene casi constante, 

mientras que el arabinano sulfatado muestra variaciones significativas. Se observa así 

un incremento relativo del contenido de arabinano de norte a sur, reflejándose en una 

relación molar D	Gal:L	Ara que va desde 1:0,5 en LF hasta 1:1,2 en BA, pasando por 

1,0:0,65 en SAO. Por otro lado, los niveles de manano muestran un pequeño aunque 

significativo incremento en sentido opuesto (!� ����-). 
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!� ���� -�  Composición de monosacáridos (moles %) de las muestras de Bahía Arredondo 

(BA), San Antonio Oeste (SAO) y La Farola (LF).  

 

Adicionalmente, se analizó la variabilidad entre los sitios de recolección mediante 

FTIR	PCA. El grado de afinidad entre las muestras pudo visualizarse mediante un 

gráfico bidimensional incluyendo los dos primeros componentes, y la fuente de 

variabilidad gracias a los �����
��� correspondientes (!� ���� �.). Respecto del 

componente principal 1 (PC1), que explica el 50 % de la variabilidad total, las muestras 

de LF, SAO y BA se distribuyeron a lo largo del eje sin segregarse en grupos definidos. 

SAO se ubicó cerca del polisacárido de referencia M, mientras que el grupo LF lo hizo 

más cerca de MS, sugiriendo que el manano sulfatado es más abundante en las muestras 

de esa población, mientras que BA se ubicó en una posición intermedia. Por otro lado, 

en base al �����
� del PC2, se observa que las bandas de IR asociadas a A1 y G1 

diferencian a SAO y LF de BA, indicando un posible incremento del contenido de ese 

tipo de polímeros y/o del nivel de sulfatación sobre los mismos en el primer grupo. 
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!� �����.	 PCA de los espectros de las tres localidades y los compuestos modelo y �����
���de 

PC1 y PC2. BA: Bahía Arredondo, SAO: San Antonio Oeste, LF: La Farola, A1D: arabinano 

desulfatado, A1: arabinano sulfatado, M: manano fibrilar, MS: manano sulfatado, G1D: 

galactano desulfatado, G1: galactano sulfatado. 

  

��%�����������������$
�������������$
�����#��������
�������������

�

��%������*������������
�������������������
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El análisis químico de las muestras sin extraer de La Farola (������ %) no puso de 

manifiesto diferencias significativas entre las muestras; se observaron variaciones en la 

relación molar galactosa:arabinosa, mientras que el contenido de manosa estuvo en el 

rango de 81 a 87 mol %.  

 

 

 

 

 

En el análisis por FTIR	PC (!� ������), M3	M5 se segregaron por separado de M6	

M10 a lo largo del PC1, aunque esta diferencia no pudo ser asociada a la estructura de 

ninguno de los compuestos modelo utilizados. Un análisis más detallado de la 

composición de monosacáridos muestra que la diferencia entre los grupos definidos por 

PC1 podría estar relacionada con pequeñas variaciones en la relación molar 

galactosa:arabinosa (mayor para M3	M5  y algo menor para M7	M10, mientras que el 

valor para M6 no se corresponde con su ubicación en el segundo grupo), a la par que el 

contenido de manosa permanece casi constante. Por otro lado, respecto del PC2 las 

muestras tuvieron una distribución continua, sin que se observe segregación. 
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!� ������	 PCA de los espectros de M3	M10 y �����
���de PC1 y PC2. A1D: arabinano, A1: 

arabinano sulfatado, M: manano, MS: manano sulfatado, G1D: galactano, G1: galactano 

sulfatado. 

 

Estos resultados sugieren que la cantidad relativa de galactanos y arabinanos totales en 

las paredes celulares de ������� �	
����
� presenta pequeños cambios, así como el 

grado de sulfatación de los mismos a lo largo del tiempo, y que esos cambios serían  

independientes del momento del año en que se recolectó la muestra.  
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Se intentó determinar el contenido de sulfato de las muestras sin extraer mediante dos 

métodos (Dodgson y Price, 1962; Terho y Hartiala, 1971) pero el ruido causado por 

diversos contaminantes, incluyendo sulfato inorgánico, produjo notorias interferencias, 

por lo que estos métodos mostraron no ser apropiados para este tipo de material.  

 

��%�"������$���#��������/���������+����

 

Con el objetivo de analizar el nivel de sulfatación de los polisacáridos sulfatados de la 

pared de ��������	
����
��y sus posibles cambios, las algas se extrajeron con agua a 

temperatura ambiente con un rendimiento promedio de 3 % ± 0,3. Los análisis químicos 

y de FTIR	PC se realizaron entonces sobre los extractos obtenidos (M3E	M10E) (������

').  

 

 

 

Aunque el nivel de azúcares totales varió en M3E	M10E, la relación molar hidratos de 

carbono:sulfato se mantuvo casi constante sugiriendo que la extractabilidad de los 

componentes sulfatados de la pared celular fue la similar en todas las muestras 

analizadas (1:0,5	1:0,6). Por el contrario, la relación galactosa:arabinosa varió 

notablemente entre 1:0,3 (M7E, M9E y ME10), 1:0,5	0,6 (M3E, M4E, M5E, y M8E) a 

1:1,0 (M6E), indicando cambios a lo largo del tiempo en la proporción entre galactano 

sulfatado y arabinano sulfatado, como se había observado antes para las muestras sin 

extraer (M3	M10). 
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De acuerdo con el análisis de FTIR	PC (!� �����"), los extractos resultaron ser muy 

similares respecto de PC1 (40 % de la variabilidad). No fue posible obtener espectros de 

calidad de las muestras faltantes en el análisis debido al bajo rendimiento de las 

extracciones. Respecto de PC2 (23 %) fue posible distinguir las muestras M6E, M8E y 

M10E del grupo formado por M4E, M7E y M9E. De acuerdo a la referencia de los 

compuestos modelo, habría en este último grupo una mayor sulfatación relativa sobre el 

arabinano y el manano, en comparación con M6E, M8E y M10E. Nuevamente, esto 

parece confirmar que la variabilidad en la pared celular estaría asociada a cambios en 

los niveles de sulfatación en polímeros específicos, aunque el nivel total de sulfatación 

se mantenga constante.  
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!� �����"	 PCA de los espectros de los extractos de las muestras y �����
�� de PC1 y PC2. 

A1D: arabinano desulfatado, A1: arabinano sulfatado, M: manano fibrilar, MS: manano 

sulfatado, G1D: galactano desulfatado, G1: galactano sulfatado. 

 

��%����	����$�����#��������������+�����

��

En dos de las muestras (M3 y M8) se determinó por microanálisis elemental el 

contenido de sulfato en el residuo de la extracción acuosa (������().  

 

 

�

Este dato, junto con el contenido de sulfato de los respectivos extractos y el rendimiento 

de la extracción,  permitió calcular el contenido de sulfato en el material original, que 

no se había podido determinar por otros medios En ambas muestras, el nivel de 

sulfatación original calculado fue similar (entre 3 y 4 % p/p de la biomasa inicial). 

�

�
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����$����������������������0�1�����23�

�

	Se validó el uso de los talos enteros para el análisis, ya que no se observaron 

diferencias significativas entre las determinaciones realizadas con la parte basal y la 

parte apical de un mismo talo. Tampoco se observaron diferencias significativas entre 

las determinaciones realizadas sobre diferentes individuos de un mismo muestreo, por 

lo que se usó una mezcla de talos (n=10) para las siguientes determinaciones. 

 

	El análisis de las muestras tomadas en el mismo momento del año en las tres 

localidades  (La Farola, San Antonio Oeste y Bahía Arredondo) mostró que el contenido 

relativo de arabinosa aumenta en sentido norte	sur, mientras que el de manosa lo hace 

en sentido contrario, aunque en menor medida. 

 

	El análisis de la variabilidad temporal en las muestras de La Farola indicó que si bien 

hay diferencias significativas en las cantidades relativas de cada polisacárido, el nivel de 

sulfatación total de la pared se mantiene constante. 

 

	Esto sugiere la existencia de mecanismos complejos de regulación del nivel de 

sulfatación de la pared, remarcando la importancia de esta característica como 

adaptación al ambiente marino. 

 

	En cuanto a la metodología usada, las determinaciones químicas y el análisis por FTIR 

acoplado a Análisis de Componentes Principales dan información diferente y 

complementaria sobre la pared celular. Mientras la composición de monosacáridos da la 

proporción relativa de los polisacáridos presentes, el análisis basado en IR da idea del 

grado relativo de sulfatación de cada uno de ellos. 

 

	La combinación del análisis químico con la espectroscopía infrarroja asociada a 

técnicas estadísticas de compresión constituye un enfoque valioso para el estudio de 

variaciones espacio	temporales en los componentes de las paredes celulares. 

 

�
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��������������� �����!�� � ��� �"��� ��� ���#��$�

 

Las algas verdes del género ������ desarrollan paredes celulares complejas, diferentes 

a las de otros grupos de algas marinas, tanto rojas y pardas como de otros grupos de 

algas verdes. Las especies de ������, así como algunos otros géneros del orden 

Bryopsidales, producen β%(1→4)%D%mananos como componentes fibrilares principales 

de sus paredes (Love y Percival, 1964; Mackie y Preston, 1968; Huizing y Rietema, 

1975; Chanzy et al., 1984; Kaihou et al., 1993). Por otro lado, las algas del género 

������� sintetizan sistemas complejos de polisacáridos sulfatados que constituyen la 

matriz de sus paredes celulares. 

 

En algunos casos, se ha encontrado alternancia generacional en la composición de la 

parte fibrilar de la pared, como el caso de especies de �	
�	��
 donde el macrotalo 

esporofítico produce mananos y el microtalo gametofítico, xilanos. Lo mismo sucede en 

el género �
������, con la diferencia de que el esporofito es un microtalo y el 

gametofito es macroscópico. La diplofase del alga verde marina ��	�
���

�
�


�	�
������ (Dasycladales) sintetiza β%(1→4)%D%mananos no cristalinos y para%

cristalinos, con bajos niveles de sustitución, mientras que sus gametangios tienen 

paredes celulósicas donde también se encuentra una porción de mananos (Dunn et al., 

2007). El alga ��������� ��������� (Chlorococcales), por su parte, produce como 

polisacárido sulfatado minoritario un β%(1→4)%D%manano ramificado en C%6 y con 

grupos sulfato sobre C%2 (Carlberg y Percival, 1977). Otros mananos similares en 

cuanto a su composición y patrón de sustitución se describieron para las algas rojas 

�����
�������� �
��������� y ��� ��
�	����	
��� (Ceramiales) (Cardoso et al., 2007), 

aunque en estos casos se trata de componentes minoritarios, ya que los principales 

polisacáridos de la matriz de la pared son agaranos. Estos últimos mananos presentan 

sulfatación en C%2 y sustituciones en C%6 con unidades de β%D%xilosa o β%D%manosa 

sulfatadas en C%2. En el caso de ������� �	
���


, esta tesis describe como 

componente minoritario de la pared celular un β%(1→4)%D%manano de grado intermedio 

de sulfatación, con grupos sulfato ubicados en la posición 2 del 23% de las unidades de 

manosa (MS). Sumado a los ejemplos antes mencionados, esto sugiere que las enzimas 

responsables de la síntesis de mananos podrían haber surgido varias veces a lo largo de 

la evolución de las algas rojas y verdes (Popper y Tuhoy, 2010). El manano MS de 

���	
���


 podría cumplir una función de interfase entre las zonas fibrilares neutras de 
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la pared, que se distribuyen en una capa externa y una interna, según surge del análisis 

de localización ��� ����, y la zona central amorfa, donde se ubican los polisacáridos 

sulfatados. Los trabajos sobre �
��
������� 
��

	���, alga roja de pared celulósica 

donde se encontró un glucano sulfatado con bajo rendimiento (Lechat et al., 2000), 

apoyan la idea de que en algunos casos podría haber mecanismos que generan una 

nueva macromolécula a partir de una estructura mayoritaria (celulosa o manano fibrilar 

según el caso), con una función biológica diferente. Esto se lograría modulando la 

solubilidad y las propiedades físco%químicas de los biopolímeros de la pared celular a 

través de factores como el grado de polimerización, la sustitución con sulfato, la 

presencia de cadenas laterales, etc.   

 

Love y Percival (1964) reportaron que los polisacáridos solubles en agua de �������

�

���	 estaban compuestos por unidades de galactopiranosa y de arabinopiranosa 

unidas por C%3, estando las primeras sulfatadas en C%4 o C%6, mientras que sobre las 

segundas las grupos sulfato se ubican en C%2 o C%4. Más recientemente, los trabajos 

preliminares de nuestro laboratorio sobre ��� �

���	�y ��� �	
���


 indicaron que los 

extractos acuosos a temperatura ambiente de ambas algas contenían una familia de 

arabinogalactanos sulfatados y/o arabinanos y galactanos sulfatados (Ciancia et al., 

2007). Los análisis descriptos en esta tesis permiten afirmar que, al menos en el caso de 

��� �	
���


 se trata de una mezcla de galactanos y arabinanos. Respecto de los 

galactanos, en años recientes se han publicado varios trabajos donde se reporta su 

aislamiento y caracterización  (Bilan et al., 2007;  Farias et al., 2008; Ohta et al. 2009). 

Se trata de estructuras similares, β%(1→3)%D%galactanos� con pequeñas variaciones en 

cuanto a los patrones de ramificación y sustitución con grupos sulfato y ácido pirúvico. 

Esta variabilidad podría corresponder a diferencias interespecíficas y/o a la influencia 

de los procedimientos utilizados para la obtención de los polímeros. Lo mismo puede 

decirse del caso de los galactanos aislados de ��������	
���


 aquí estudiados.  

 

Por el contrario, la información acerca de los polisacáridos ricos en arabinosa de 

especies de �������era relativamente escasa (Hayakawa el al., 2000; Siddhanta et al., 

1999) al momento de comenzar este trabajo de tesis. A excepción de los reportes 

tempranos ya mencionados, en los arabinanos encontrados anteriomente se había 

reportado que la arabinosa estaba presente en forma furanósica. Los arabinanos 

sulfatados piranósicos de ��������	
���


 descriptos en esta tesis resultan entonces 
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los primeros en su tipo, tanto para el género como para algas en general y para cualquier 

tipo de organismo, como se desprende de la literatura actualmente disponible.  

 

%����!��& '(��������� (�)����*�!����(��
+�%���$�

 

En trabajos previos en nuestro laboratorio (Estevez et al., 2009) se había detectado la 

presencia de epitopes de glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) en las paredes 

de ��������

���	.  En este caso, se distribuían en una ancha capa interna y una externa 

mucho más delgada, al igual que el manano fibrilar. En el caso de ��� �	
���


, los 

epitopes de HRGPs también colocalizan con el manano fibrilar, pero en este caso 

forman dos capas de igual espesor. Los proteoglicanos del tipo HRGPs detectados en 

������� �	
���


 reaccionaron con distintos anticuerpos monoclonales, generados 

tanto contra arabinogalactano proteínas (AGPs) como contra extensinas de plantas 

superiores. En el caso de los anticuerpos monoclonales JIM16 y MAC207, se sabe que 

reconocen la fracción de carbohidrato de las AGPs, aunque se ignora cuáles son los 

epitopes específicos reconocidos por ellos (Knox et al., 1991, Yates e tal., 1996). La 

purificación y caracterización de las glicoproteínas tipo HRGP presentes en ���

�	
���


, tanto de la parte proteica como la de carbohidrato, permitiría dilucidar estas 

cuestiones. Lamentablemente, los intentos de aislar estos compuestos mediante 

inmunoprecipitación con anticuerpos específicos realizados en el marco de esta tesis no 

dieron resultado, probablemente, al menos en parte, debido a la baja proporción en que 

se encuentran y a la interferencia de los compuestos sulfatados. 

 

Los dos tipos de HRGPs difieren en el patrón de��%glicosilación, que está determinado 

por la secuencia primaria de la fracción proteica (Ellis et al., 2010). La presencia de 

grupos de unidades de prolina 4%hidroxilada contiguas, característica de las extensinas, 

genera sustitución con oligosacáridos de arabinosa. Por el contrario, en las AGPs se 

encuentran unidades de hidroxiprolina aisladas en el contexto de ciertas secuencias de 

aminoácidos, sobre las cuales se produce la sustitución con cadenas más complejas, 

ramificadas y formadas por galactosa, arabinosa y cantidades menores de ramnosa y 

ácido glucurónico. 

 

La presencia de HRGPs del tipo AGPs en paredes celulares está extendida no sólo en 

plantas superiores sino también en micro% y macro algas de agua dulce como ��


,�
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���
�������
�, ���

��	
�
�, �	���������y ��	�
��
	������(Lutz%Meindl y Brach%

Solomon, 2000; Ender et al., 2002; Popper y Fry, 2003; Hallman, 2006; Domozych, 

2007; Eder et al., 2008; Estevez et al., 2008). La existencia de AGPs tanto en algas 

verdes como en plantas terrestres sugiere para estos compuestos roles biológicos 

esenciales posiblemente asociados a la porción de hidratos de carbono que se encuentra 

muy bien conservada en estos �%glicanos. La ubicación en zonas apicales del utrículo 

tanto en ����	
���


 como en ����

���	�(Estevez et al., 2009) sugiere además alguna 

relación con la expansión celular apical, como ya fuera demostrado en la briofita 

����������
	��
��
�	�� (Lee et al., 2005) 

 

El segundo tipo de HRGPs detectado en las paredes de ����	
���


, las extensinas, está 

presente en plantas (Knox et al., 1991) así como en el alga ���
�������
� (Hicks et 

al., 2001) pero no se encontró en las paredes de ���

��	
�
� (Eder et al., 2008). 

 

,�� ����� �!�� ��� �"���� (���#��$�

 

Cabe destacar que hasta el momento, no se cuenta con otro modelo de pared celular para 

algas cenocíticas. En el caso de macroalgas verdes, sólo se encuentra disponible un 

modelo detallado para el caso del alga laminar  ��
 sp. (Bobin%Dubigeon et al., 1997). 

Si bien es difícil hacer una comparación entre ambos tipos de algas, pueden plantearse 

ciertas homologías: en primer lugar, entre los polisacáridos sulfatados de las paredes de 

������ y los llamados “ulvanos” (xiloglucuronoramnanos sulfatados) y glucuronanos 

de  ��
. En segundo lugar, entre el manano fibrilar de ������, y el glucoxilano y la 

celulosa de  ��
 (Lahaye et al., 1994; 1996), ya que todos ellos presentan esqueletos β%

(1→4) y funciones estructurales similares.  

 

-����.������� (�������/!�( (& ��� ����!�� �$�

�

El análisis de la composición de la pared de las tres poblaciones de ���������	
���


 

permitió establecer que el contenido de arabinano muestra un incremento en sentido 

norte%sur, y el de manano lo hace en sentido opuesto. En el análisis temporal se 

observaron cambios en el contenido de los polisacáridos y en el grado de sulfatación de 

cada uno de ellos, manteniéndose el nivel de sulfatación total. Dado que dichos niveles 

de sulfatación parecen mantenerse constantes en ��������	
���


, podría suponerse 
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que estas algas han desarrollado un mecanismo de regulación que les permite controlar 

los niveles de sulfato en sus paredes. En cuanto a la porción fibrilar de la pared, el 

manano no sulfatado, con una estructura muy regular de unidades enlazadas en forma β%

(1→4), mostró niveles constantes a lo largo del tiempo, aunque se observó cierta 

variación con la latitud.  

 

La caracterización química  y el análisis por FTIR%PCA brindan información diferente y 

complementaria sobre la variabilidad de la pared celular. Mientras que a partir de la 

composición de monosacáridos (obtenida mediante derivatización y análisis por 

cromatografía gaseosa) puede inferirse la proporción relativa de los polisacáridos 

presentes, el análisis basado en IR da una idea del grado relativo de sulfatación de cada 

uno de esos polímeros para cada grupo de muestras. La utilización combinada de ambas 

técnicas, por lo tanto, permite obtener una visión más completa de las variaciones en los 

polisacáridos que componen la pared celular. 

 

����'(& ����� �!��������������"�0�&����$�

 

La regulación de los niveles de sulfatación en la pared podría suceder, en primer lugar, 

mediante el control de la síntesis y degradación de los polisacáridos de pared, y en 

segundo lugar por el ajuste de la expresión y actividad de sulfotransferasas en el aparato 

de Golgi y sulfohidrolasas localizadas en el aparato de Golgi y/o la pared. Es 

relativamente poco lo que se conoce acerca de la biosíntesis de los componentes de 

pared celular en algas, siendo mucho más abundante la información disponible al 

respecto en plantas. Los análisis del genoma de plantas en los casos en que éste ha sido 

completamente secuenciado muestran la existencia de cientos de enzimas relacionadas 

con hidratos de carbono (conocidas como ��!��	����	�, enzimas con actividad hacia 

carbohidratos), siendo la mayoría de ellas glicosiltransferasas (GT) y glicósido%

hidrolasas (GH) con roles clave en la síntesis y modificación de la pared celular (Yin et 

al., 2010).  

 

Aquino y colaboradores (2011) proponen que los genes responsables de la biosíntesis de 

polisacáridos sulfatados (PS) de pared podrían haberse conservado a lo largo de la 

evolución, y que modificaciones en los genes que codifican glicosiltransferasas (GT) 
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pudieron alterar la composición de los PS en los distintos grupos filogenéticos. Otro 

estudio (Yin et al., 2010) encaró el análisis de 15 genomas de plantas, algas y 

cianobacterias con el objetivo de identificar genes pertenecientes a una familia de 

glicosiltransferasas (GT 8, vinculada a la síntesis de pectinas fundamentalmente). Sus 

conclusiones, junto con trabajos previos sobre celulosa en cianobacterias (Nobles 2001, 

2004), les permiten proponer que las tres clases principales de polisacáridos de pared 

(celulosa, hemicelulosas y pectinas) están presentes desde un momento relativamente 

temprano de la evolución y que al menos algunos de ellos fueron adquiridos por las 

plantas, junto con la aparición de los plástidos, mediante endosimbiosis (es decir, la 

transformación de organismos endocitobiontes en organelas del organismo hospedador).  

 

La síntesis de hemicelulosas y pectinas en plantas, así como de varias glicoproteínas de 

pared, es llevada a cabo en el aparato de Golgi por GT específicas que actuarían en 

complejos, transfiriendo cada azúcar a los oligosacáridos aceptores, a partir de un 

nucleótido donor (Dupree y Sherrier, 1998). Estas enzimas se encontrarían 

compartimentalizadas para facilitar el reconocimiento de los sustratos por parte de las 

enzimas. Los polímeros así sintetizados son luego exportados a la pared celular por 

exocitosis (Sandhu et al., 2009). Es probable que al igual que otros polímeros de matriz 

de pared de plantas y de otras algas (pectinas, alginatos y galactanos de algas rojas), los 

PS de ��������	
���


 sean sintetizados en el aparato de Golgi como oligosacáridos y 

exportados a la pared celular mediante vesículas secretoras (Tveter%Gallagher et al., 

1984). Las modificaciones y ensamblaje de estos polisacáridos con carga negativa 

involucran enzimas como la pectina%metil%esterasa (pectinas de plantas terrestres), 

alginato%C5%epimerasa (alginatos de algas pardas), y D%/L%galactosa%6%sulfurilasa 

(carragenanos y agaranos en algas rojas).  

 

 Además de las GT, otras enzimas son necesarias para la síntesis de los polisacáridos de 

pared. En el caso del arabinano, por ejemplo, una decarboxilasa genera el sustrato para 

la arbinosiltransferasa a partir de UDP%GlcA, dando lugar a UDP%Xil que luego es 

convertida en UDP%Ara. Se han señalado algunos genes que probablemente codifican 

arabinosiltransferasas, tanto en dicotiledóneas como en gramíneas (donde el nivel de 

sustitución con arabinosa es mayor) (Mitchell et al., 2007). No obstante, ninguna de 

estas enzimas fue identificada aún (Sandhu et al., 2009), con excepción de las 

arabinosiltransferasas que transfieren estos azúcares a �%glicoproteínas de tipo 
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extensinas (Velasquez et al., 2011). Por otro lado, se encontró que una proteína asociada 

a Golgi cataliza la interconversión de las formas furanósica y piranósica de UDP%

arabinosa (Konishi et al., 2007; Sandhu et al., 2009), tanto en distintos grupos de plantas 

vasculares y en briofitas como en algas verdes (���
�������
��
	���

����), aunque se 

desconocen los transportadores de UDP%Ara� y UDP%Ara� que posiblemente estén 

asociados al aparato de Golgi.  

 

Pomin y Mourão (2008) resaltan la presencia de polímeros de β%(1→3)%galactopiranosa 

como una característica conservada en distintos grupos de eucariotas (algas rojas y 

verdes, angiospermas, equinodermos y moluscos). Esto conlleva la hipótesis de que 

también las galactosiltransferasas responsables de la síntesis de esos polímeros fueron 

conservadas, mientras que otro tipo de enzimas serían responsables de la variabilidad 

encontrada en sus patrones de ramificación y sulfatación. 

 

Los genes relacionados con la pared celular mejor estudiados corresponden a la 

superfamilia de las celulosa%sintasas, que se ha diversificado a lo largo de la evolución 

en una familia de celulosa sintasas (CesA) y nueve familias que codifican enzimas “tipo 

celulosa sintasa” (Csl, por �	������	������
�	"��#	) (Popper y Tuhoy, 2010). Se trata, en 

el primer caso, de proteínas que forman complejos en la membrana plasmática y 

sintetizan celulosa a la par que la liberan hacia el exterior de la célula. En el caso de las 

Csl, su existencia fue predicha a partir de la similitud estructural entre las cadenas de  

β(1→4)%glucanos de la celulosa y las cadenas principales con uniones β que constituyen 

los polisacáridos hemicelulósicos, aunque en este caso se trate de proteínas localizadas 

en el aparato de Golgi (Lerouxel et al., 2006). En 2004, Dhugga y colaboradores 

demostraron que un miembro de una de esas familias (CslA) codifica una β%(1→4)%D%

manano sintasa involucrada, junto con otras glicosiltransferasas, en la producción de 

galactomananos. Se han reportado mayores niveles de manano en las paredes celulares 

de plantas no%espermatofitas (briofitas, licopodiofitas, equisetofitas y psilotofitas) que 

en las de helechos leptosporangiados, gimnospermas y angiospermas (Popper y Fry, 

2003; Nothnagel y Nothnagel, 2007), lo que sugiere que la presencia de β%(1→4)%D%

mananos sería una adquisición temprana en la evolución de las plantas terrestres 

(Sorensen et al., 2010). Popper y Tuhoy (2010) proponen que la presencia de mananos 

en sus paredes celulares podría haber facilitado el éxito y la diversificación de las algas 

verdes. Sin embargo, la familia CslA parece estar ausente en las algas verdes, donde sí 
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se han encontrado este tipo de mananos (Popper y Tuhoy, 2010), tanto en especies del 

género ������ como en otras, por ejemplo ��	�
���

�
� 
�	�
����� (Dunn et al., 

2007).  En estas algas, una familia de Csl distinta a CslA sería responsable de la síntesis 

de estos polisacáridos (Yin et al., 2009), y podría haber originado luego a las familias 

CslA y CslC de plantas terrestres. Esta familia de Csl parece estar ausente en algas rojas 

y pardas; en las últimas no se han encontrado mananos, y sí en algunas especies de algas 

rojas, donde serían sintetizados por otro tipo de enzima.  

 

Los polisacáridos de la pared celular pueden, una vez sintetizados y ensamblados, sufrir 

modificaciones que se relacionan principalmente con el crecimiento. A través de 

cambios en la rigidez de la pared, en procesos a su vez regulados hormonalmente, una 

serie de enzimas modulan la expansión celular: endoglicanasas que atacan el esqueleto 

de los polisacáridos de matriz, glicosidasas que eliminan cadenas laterales y permiten 

mayor interacción ente las cadenas principales, esterasas que remueven grupos metilo 

de las pectinas, peroxidasas que forman o rompen enlaces fenólicos (Cosgrove, 2001). 

Algunas de estas enzimas han sido identificadas y caracterizadas en plantas (Cosgrove, 

2005). En el caso de las algas, una vez más, la información disponible es mucho más 

escasa. En algas agarofitas, por ejemplo, no se detectó degradación los polisacáridos por 

parte de enzimas endógenas, mientras esos mismos polímeros son degradados por 

enzimas bacterianas o de otras fuentes (Hemmingson et al., 1996). En el caso de los 

fucoidanos sulfatados de algas pardas, muy estudiados por sus propiedades biológicas, 

si bien es muy poco lo que sabe sobre su síntesis,  se conocen varias enzimas capaces de 

degradarlos, que han sido aisladas de distintas especies marinas (bacterias, moluscos y 

otros invertebrados) (Berteau et al., 2002; Berteau y Mulloy, 2003; Colin et al., 2006). 

Cabe destacar la importancia de  este tipo de enzimas tanto para los estudios 

estructurales de los polímeros como para la obtención de productos modificados con 

vistas a optimizar su actividad biológica.  

 

Las sulfotransferasas (ST) transfieren grupos sulfato a distintas moléculas, aunque el 

principio que determina su especificidad respecto del sustrato no se conoce en detalle 

(Tveter%Gallagher et al., 1984; Wu y Gretz, 1990; Negishi et al., 2001). Si bien sólo han 

sido estudiadas en profundidad en animales, se las encuentra en todos los grupos de 

organismos, excepto Archaea (Klein y Papenbrock, 2004). Mientras que en organismos 

unicelulares se relaciona a estas enzimas, y en particular a los polisacáridos sulfatados, 
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con la comunicación con el medio, en los multicelulares se las ha vinculado con 

diversos aspectos de la comunicación célula%célula (Bowman y Bertozzi, 1999). La 

superficie celular y la matriz extracelular presentan gran diversidad de polisacáridos, 

asociados a lípidos y proteínas, que son secretados tras su síntesis en el aparato de 

Golgi, donde constituyen el sustrato para ST transmembrana. Éstas actuarían en forma 

coordinada con otras enzimas de la vía sintética correspondiente (Kusche%Gullberg y 

Kjellén, 2003).  De este modo, a la diversidad estructural propia de las cadenas de 

polisacáridos, se suma la posibilidad de obtener distintos patrones de sulfatación 

(además de otras modificaciones por formación de enlaces covalentes, como 

piruvilación, metoxilación, etc.) sobre un mismo esqueleto (Bowman y Bertozzi, 1999).  

 

Tanto en eucariotas como en bacterias las ST presentan dominios muy conservados, en 

particular el sitio de unión a 3’%fosfoadenosina 5’%fosfosulfato (PAPS), que actúa 

universalmente como dador del grupo sulfato que se transfiere a un –OH o, más 

raramente, %NH.  Los dos tipos de ST conocidos, citosólicas y transmembrana, 

pertenecerían a una misma superfamilia de genes (Negishi et al., 2001) y el hecho de 

que se haya conservado el núcleo catalítico sugiere además un mecanismo común. Las 

ST citosólicas actúan sobre sustratos pequeños y han sido más estudiadas a nivel 

estructural. Se conoce menos sobre ST de membrana, que transfieren grupos sulfato a 

macromoléculas como proteínas y glicosaminoglicanos (GAGs). No obstante, se ha 

identificado a la mayoría de las ST que intervienen en la biosíntesis de GAGs en 

mamíferos (Kusche%Gullberg y Kjellén, 2003). En cuanto a plantas, son pocas las ST 

identificadas, y en su mayoría citosólicas, a excepción de una enzima de la leguminosa 

�����
������
 que se ubica en la membrana plasmática y, a través de la sulfatación del 

ácido gálico (β%D%glucopiranosil%6´%sulfato), regula el movimiento defensivo de las 

hojas (Varin et al., 1997; Klein y Papenbrock, 2004). En el genoma de �

���������

��
��
�
� se han señalado 18 genes que podrían corresponder a ST, aunque ninguno 

incluye un fragmento transmembrana (Klein y Papenbrock, 2004), y sólo una enzima, 

que actúa sobre hidroxijasmonato, fue caracterizada funcionalmente (Gidda et al., 

2003). La hidroxilación y posterior sulfatación del jasmonato parece ser parte de un 

mecanismo de control de la actividad y/o exceso de esta hormona vegetal. 

 

Asimismo se ha encontrado que las simbiosis que establecen, en forma muy específica, 

bacterias fijadoras de nitrógeno con distintas leguminosas son reguladas mediante la 
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secreción de lipopolisacáridos por parte de las bacterias y la presencia de receptores en 

los pelos radiculares de la planta. Esos lipopolisacáridos pueden ser sulfatados o sin 

sulfatar, y se ha caracterizado una ST encargada de tal modificación (Bowman y 

Bertozzi, 1999). En este contexto, y si bien aun no se han identificado, pueden 

plantearse algunas suposiciones sobre las ST que intervendrían en la biosíntesis de 

polisacáridos sulfatados en algas verdes: presencia de algunos de los dominios 

conservados característicos, PAPS como dador de sulfato y ubicación en el aparato de 

Golgi junto con otras enzimas encargadas de la construcción del esqueleto del 

polisacárido.  

 

Las sulfohidrolasas (SH) hidrolizan enlaces éster sulfato y se encuentran en raíces de 

plantas, bacterias y hongos, desde donde son liberadas al suelo para aumentar la 

disponibilidad de azufre (Hunt et al., 1986). En el caso de las algas, inicialmente se 

describieron SH relacionadas con la modificación de galactanos de algas rojas (Lawson 

y Rees 1970; Wong y Craigie 1978), aunque no se las ha encontrado aún en algas 

verdes. En los galactanos de algas rojas, las SH catalizan la conversión de galactosa 6%

sulfato en 3,6%anhidrogalactosa, cuyo nivel regula la capacidad de gelificación al afectar 

la conformación que adoptan los polisacáridos. La presencia de unidades de 3,6%

anhidrogalactosa favorece la formación de la estructura de doble hélice que genera geles 

más compactos, una característica deseable, por ejemplo, ante la exposición a un oleaje 

más intenso (Percival, 1979).  

 

1"(���( ��� �����!��������������"�0�&����$�

 

Se han reportado polisacáridos sulfatados en una variedad de organismos: vertebrados, 

invertebrados, algas y plantas vasculares marinas (Mourão et al., 1996; Aquino et al., 

2005). Si bien algunas estructuras se repiten en todos estos grupos, como los β%(1→3) 

galactanos, se observan diferencias en los patrones de sulfatación, con una tendencia 

hacia la sulfatación en C%4 en algas y angiospermas marinas y en C%2 en invertebrados, 

mientras que la sustitución con sulfato en C%6 es dispersa en los distintos grupos. Puede 

proponerse una relación de analogía entre los polisacáridos cargados  de estos distintos 

grupos, ya que en todos los casos se ubican de modo tal que forman una capa 

protectora, sea la matriz extracelular del tejido conectivo en mamíferos, la túnica de las 

ascidias o las paredes celulares de algas marinas. Probablemente, los mejor estudiados 
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sean los glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados de mamíferos. En comparación, los 

polisacáridos sulfatados (PS) que se encuentran en organismos marinos son de mayor 

peso molecular y más sulfatados (los GAGs contienen en promedio un grupo sulfato por 

unidad de disacárido). Esto podría relacionarse con el hecho de que las interacciones 

entre componentes de la matriz extracelular en un ambiente marino ocurren a mayores 

concentraciones salinas, y se requieren polisacáridos con mayor densidad de carga 

(Pomin y Mourão, 2008).  

 

Existe consenso alrededor de la idea de que la síntesis de polisacáridos sulfatados en 

organismos marinos representa una respuesta evolutiva a una fuerte presión selectiva 

presente en dichos ambientes (Aquino et al., 2005). Más recientemente, Aquino y 

colaboradores (2011) demostraron que la presencia de polisacáridos sulfatados en 

plantas vasculares halófitas es más común de lo que se creía, y encontraron una 

correlación entre el nivel de salinidad ambiental y la síntesis de dichos compuestos. 

Dicho trabajo propone además que la salinidad del ambiente no sólo produce cambios 

en la cantidad de polisacáridos sulfatados sino también en el grado de sulfatación de los 

mismos.  

 

En el caso de las algas, el nivel de sulfatación en las paredes celulares y matrices 

intercelulares impacta fuertemente sobre la homeostasis celular, mediante la regulación 

iónica, mecánica e hídrica de la pared (Kloareg y Quatrano, 1988). A partir de lo 

observado en numerosos estudios, puede concluirse que la proporción de polisacáridos 

cargados se incrementa hacia las capas más externas de la pared celular; esto sugiere 

que la matriz intercelular podría actuar como una estructura conectiva entre células. Por 

otro lado, dado que en la mayoría de las algas marinas la matriz representa una alta 

proporción de las paredes celulares, sus características físicoquímicas determinarían las 

propiedades mecánicas de los tejidos. Esto es de gran importancia en ambientes donde 

las presiones ejercidas por el oleaje determinan los patrones de distribución de los 

organismos. En algas pardas, se ha encontrado correlación entre la rigidez de tejidos y la 

de los geles obtenidos a partir de alginatos extraídos de esos mismos tejidos (Kloareg y 

Quatrano, 1988). También se observaron diferencias en el contenido de sulfato del agar 

proveniente de partes del talo, siendo menor el contenido en las partes más jóvenes. 

 



1° Parte  Discusión y Conclusiones 

 120 

En cuanto a la regulación hídrica, es de vital importancia en ambientes donde las algas 

se hallan expuestas a la desecación por efecto de las mareas. La regulación de la 

actividad enzimática sobre ciertos polisacáridos determinaría su capacidad para formar 

soluciones viscosas, asegurando que eso suceda una vez que fueron secretados a la 

pared y no antes en la vía secretoria. El rol de los PS al respecto está en debate; mientras 

algunos resaltan su capacidad para actuar como coloides hidrofílicos, otros estudios 

apuntan a la elasticidad de la red de polisacáridos o la reducción de la razón 

área/volumen de los talos como factores clave en la resistencia a la desecación (Mariani 

et al., 1985; Kloareg y Quatrano, 1988).  

 

Otra consecuencia de los ciclos mareales son las variaciones en el entorno iónico que 

rodea a las algas. Los PS podrían tener un rol en la regulación iónica como 

intercambiadores, adsorbiendo cationes y actuando como una barrera iónica (Mariani et 

al., 1985). Diferencias en la selectividad con la que se unen a determinados cationes y 

en la localización en la pared originarían gradientes en la distribución de cationes a lo 

largo de la pared celular, aunque no está claro cuál sería el efecto biológico de dichos 

gradientes (Kloareg y Quatrano, 1988).  

 

Los PS de organismos marinos se han relacionado además con funciones de 

comunicación, adhesión, desarrollo, etc. En algas pardas del género $����, fucanos 

sulfatados se localizan en rizoides y son necesarios para la adhesión al sustrato (Falshaw 

et al., 1999). En equinodermos, una cierta distribución de los grupos sulfato sobre un 

fucano que rodea los huevos interviene en el reconocimiento específico y la unión de 

proteínas del esperma, y de este modo posibilita la fertilización (Mourão, 2007). 
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MD: dinámica dolecular  

CD: dicroísmo circular  

TT: tiempo de  trombina 

TTPA: tiempo de tromboplastina  parcial activada  

TP: tiempo de protrombina 

TR: tiempo de reptilasa 

TB: trombina bovina 

TH: trombina humana 

AT: antitrombina 

HCII: cofactor de heparina II 

FII)FXIII: factor II a factor XIII 

FIIa)FXIIIa: factor II activado a factor XIII activado 

TB�: azul de orto)toluidina  

CB: azul de Coomasie 

PPP: plasma pobre en plaquetas 

RMSF: raíz de fluctuación cuadrática media  

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida 

SDS: dodecil sulfato de sodio 

PDB: �������	
���	���
	

SPC: ������	�����	������	�����	�����	
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Los organismos marinos son fuente de una inmensa diversidad de moléculas con 

potencial aplicación en tanto compuestos bioactivos. Según Laurienzo (2010), el interés 

científico en el área se ha desarrollado sin pausa desde la década de 1950, cuando se 

describió el primer compuesto con actividad biológica de origen marino, una toxina con 

actividad antitumoral sintetizada por una especie de equinodermo.  

 

Las algas marinas, en particular, presentan una importante diversidad química y 

estructural como resultado de distintas estrategias de adaptación al medio (Cardozo et 

al., 2007), y a partir de ellas se aislaron gran cantidad de compuestos, tanto metabolitos 

primarios como secundarios, que se utilizan actualmente en muy diversos campos.  
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Los polisacáridos sulfatados son sintetizados, entre otros organismos, por las algas 

marinas. Como componentes de su pared celular, están involucrados en la regulación 

iónica, hídrica y mecánica (ver 1� Parte de esta tesis donde desarrolla este tema con 

mayor detalle). Se ha reportado para este tipo de compuestos actividad biológica de 

distinto tipo: antiviral, antitumoral, anticoagulante, antioxidante, antiinflamatoria, entre 

otras (Costa et al., 2010; Jiao et al., 2011). Estas propiedades resultan de interés en áreas 

como la farmacéutica y la cosmética y otras de más reciente desarrollo como la 

nutracéutica y los alimentos funcionales (Jiao et al., 2011). 

. 

La mayoría de los reportes de actividad corresponde a polímeros sintetizados por algas 

rojas y pardas, y en menor medida por algas verdes (Ciancia et al., 2010). Lo mismo 

puede decirse acerca del grado de conocimiento sobre las estructuras, ya que algas rojas 

y pardas han concentrado mayor atención debido al aprovechamiento de compuestos 

como el agar, carragenanos y alginato, de uso muy difundido en la industria gracias a 

sus propiedades reológicas.  
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En este campo, es de gran importancia la relación entre actividad y estructura, aunque 

en la mayoría de los casos ese vínculo no se ha dilucidado claramente. Por otro lado, la 

naturaleza misma de las rutas biosintéticas de estos compuestos genera dispersión 

estructural. Esto significa que no se trata de moléculas con una única estructura y 

secuencia, sino de mezclas de moléculas similares, que sólo pueden describirse en 

términos de una estructura “promedio”. 

 

Muchas de las actividades biológicas de polisacáridos sulfatados están mediadas por 

interacciones con proteínas. Se ha establecido la necesidad de algunos requerimientos 

estructurales, como ciertos rangos de tamaño molecular y la presencia de �������� de 

grupos sulfato que posibilitan la interacción con proteínas catiónicas (Costa et al., 

2010).  

 

Se ha reportado en algunos casos actividad relacionada con los procesos de coagulación 

y fibrinólisis para otras macromoléculas de algas como lectinas (hemaglutininas) y 

proteasas (Matsubara, 2004), mientras que para los polisacáridos sulfatados de algas la 

actividad anticoagulante está entre los efectos más estudiados. Las propiedades 

anticoagulantes de estos compuestos parecen depender de zonas de unión no 

específicas, constituidas por secuencias de monosacáridos variables, con diferentes 

patrones de sulfatación (Ciancia et al, 2010). De este modo, los factores estructurales 

que determinan la actividad se relacionan tanto con el esqueleto hidrocarbonado como 

con la distribución de los grupos aniónicos sobre aquél. Si bien se acepta que un alto 

contenido de sulfato favorece la actividad, no hay una correlación estricta entre ambas 

variables, sugiriendo una mayor complejidad en la relación actividad/estructura.  

 

Algunas de las drogas antitrombóticas comúnmente usadas, como la heparina sin 

fraccionar y las heparinas de bajo peso molecular, son polisacáridos sulfatados de 

origen animal (glicosaminoglicanos– GAGs) sulfatados, en rigor), que presentan una 

serie de efectos colaterales como sangrado y trombocitopenia (Kelton y Hirsh., 1980; 

Kelton y Warkentin, 2008), además de no ser efectivas en casos de deficiencia 

congénita o adquirida de antitrombina y de su incapacidad de inhibir trombina unida a 

fibrina (Wijesekara et al., 2011). Además, el origen animal de estos compuestos implica 

un riesgo respecto de enfermedades priónicas. En este contexto, y dada la alta 

incidencia de la trombosis en la salud humana a nivel mundial, se inscribe la búsqueda 
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de agentes antitrombóticos alternativos y/o complementarios. Los polisacáridos 

sulfatados de algas marinas podrían tener un rol importante tanto como compuestos 

anticoagulantes como modelos de investigación para el desarrollo de otras drogas 

(Shanmugam y Mody, 2000). 

�
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Si se compara con el caso de las algas rojas y sobre todo pardas, es escasa la 

información disponible acerca de polisacáridos sintetizados por algas verdes, tanto 

desde el punto de vista estructural como respecto de su actividad biológica en general y 

anticoagulante en particular (Ciancia et al., 2010; Wijesekara et al., 2011). No obstante, 

hacia el año 2000, Shanmugam y Mody remarcaban que de 150 reportes de actividad 

anticoagulante en polisacáridos sulfatados de algas marinas (Rhodophyta, Phaeophyta y 

Chlorophyta) alrededor de un tercio (45) correspondían a algas verdes. Los reportes en 

este último grupo son más recientes, correspondiendo el primero de ellos a extractos de 

especies del género ������ de costas británicas (Deacon)Smith et al., 1985; Rogers et 

al., 1990) donde se encontró actividad  antitrombótica asociada a un factor del plasma 

no identificado. 

 

Se han caracterizado en detalle ulvanos extraídos de especies de ����	y ������������, 

aunque no se ha profundizado en su comportamiento biológico (Lahaye y Robic, 2007), 

excepto en el caso de ����	 ������������, donde se encontró inhibición directa de 

trombina y potenciación de HCII (Mao et al., 2006). Por otro lado, ramnanos sulfatados 

de dos especies de ���������� mostraron inhibición de trombina por una fuerte 

potenciación de cofactor de la heparina II (HCII) y en  menor medida inhibición de 

Factor Xa mediada por AT (Mao et al., 2008, 2009). Galactanos aislados de algas del 

género �������� también provocaron inhibición de trombina en forma dependiente de 

HCII (Hayakawa et al., 2000).   
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En numerosas ocasiones se reportó actividad anticoagulante de extractos y fracciones 

purificadas provenientes de especies del género ������. Ciancia et al. (2010) recopilan 

tanto aquellos casos en que los productos responsables del efecto no fueron 
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identificados como aquellos donde se realizó una caracterización detallada de su 

estructura. Las especies mencionadas son: ������	 �������, � 	 �������	 ssp. 

�������������, � 	�������	ssp. ����������, � 	�����������, � 	�����������, � 	�����, � 	

����
����, � 	 �����������, � 	 ���������� y � 	 �!���������. En los casos en que se 

identificaron los polisacáridos sulfatados con actividad, se encontró que estos contenían 

L)arabinosa y/o D)galactosa como componentes principales, acompañados por D)

glucosa, L)ramnosa y/o D)xilosa (Matsubara et al., 2000). En todos los casos el 

rendimiento de estos compuestos fue relativamente bajo, el contenido de sulfato entre 

medio y alto, y también se encontraron cantidades pequeñas de proteínas en su 

composición.  

 

Las características de la actividad reportada son variadas: en algunos casos sólo se 

observó un alargamiento en los tiempos de coagulación en ensayos globales de 

coagulación (Tiempo de Trombina – TT) y/o Tiempo de Tromboplastina Parcial 

Activada – TTPA), mientras que en otros se identificó el mecanismo de acción. En la 

mayoría de estos casos se reportó la inhibición de trombina a través de la activación del 

inhibidor fisiológico HCII. En un solo caso (C�����	 �����������, Matsubara et al., 

2000) la actividad anticoagulante se atribuyó a un mecanismo de inhibición directa de la 

trombina, tratándose de un polisacárido compuesto por 73 % de glucosa, 17 % de 

arabinosa y 10 % de galactosa, aislado por intercambio iónico y cromatografía de 

permeación de geles. Este polisacárido, con un nivel de sulfato de 32 %, fue 

caracterizado como “menor” por su importancia relativa en la pared del alga. En el caso 

de un galactano sulfatado de ������	�!���������	(89 % Gal y 11 % Glc, con ~8 % de 

proteínas), no se encontró potenciación de AT ni HCII ni inhibición de ninguna de las 

enzimas que participan del proceso de coagulación, aunque se reportó inhibición de la 

polimerización de la fibrina (Matsubara et al., 2001).  
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A partir de la información disponible, puede generalizarse que el género ������ 

sintetiza una familia de β)(1→3))D)galactanos sulfatados con cadenas laterales de β)D)

galactosa, grupos sulfato en C)4 y/o C)6 y algunas variaciones estructurales como 

enlaces β)(1→6) y cetales de ácido pirúvico unidos a C)3 y C)4 en el extremo no 

reductor de la cadena (Ciancia et al., 2010). No se determinó la actividad anticoagulante 
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de ningún galactano puro sintetizado por algas del género ������. Por otro lado, sus 

características estructurales, fundamentalmente el efecto estérico de las cadenas 

laterales, dificultarían la interacción del galactano con otras moléculas. Esto permite 

prever niveles de actividad anticoagulante relativamente bajos para este tipo de 

compuestos, lo cual ha sido verificado experimentalmente.  
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Dos arabinanos sulfatados similares, aislados de � 	����
����	 (Siddhanta et al., 1999) 

y � 	����� (Uehara et al., 1992), se obtuvieron por precipitación con cloruro de potasio 

(0,12 y 0,2 M, respectivamente). Estos polímeros fueron caracterizados como α)L)

arabinanos furanósicos sulfatados, aunque en ninguno de los dos casos se informa 

acerca de la posición de los grupos sulfato. En el segundo de ellos las unidades se 

unirían por enlaces (1→5). En ambos casos se reportó alargamiento del tiempo de 

coagulación en ensayos globales (TT en � 	�����	y TTPA y TT en � 	����
����).  	

 

Por otro lado, tras evaluar la actividad anticoagulante de ocho polisacáridos sulfatados 

aislados de algas verdes, incluyendo cuatro especies del género ������, Hayakawa y 

colaboradores (2000) concluyen que aquellos ricos en arabinosa (arabinanos, 

xiloarabinanos y glucoxiloarabinanos) son inhibidores de trombina (vía HCII) más 

potentes que otros donde predomina la galactosa. Se trata de polisacáridos obtenidos a 

partir de � 	 �����������,	 � 	 ����������, � 	 ����� y	 � 	 ������� y sus contenidos de 

sulfato varían entre 0,5 y 0,8 moles por cada mol de arabinosa. Las diferencias 

observadas en la actividad respecto de la de otros polímeros se atribuye a características 

estructurales, fundamentalmente la  ausencia de –OH en C)5 en la arabinosa. Sin 

embargo, la estructura de estos polisacáridos ricos en arabinosa, cuya actividad 

anticoagulante se estudió, no fue analizada en profundidad.  

.  

&)�)�.�	���
��������
�����
���
����	�

 

El modelo de cascada de la coagulación prevalece desde que fuera planteado hace más 

de cincuenta años, tiempo durante el cual fue enriqueciéndose teniendo siempre como 

objetivo la identificación y caracterización de las proteínas que intervienen, así como las 

interacciones entre ellas. El  modelo de cascada representa el proceso de coagulación 
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como una serie de reacciones proteolíticas donde cada proteasa cliva y activa a la 

proteasa siguiente, mientras se produce la amplificación del proceso. En esta serie, los 

fosfolípidos aniónicos y los cationes de calcio juegan un rol esencial en el ensamblaje y 

estabilización de los complejos formados por las distintas proteasas. Esta propuesta 

evolucionó hacia un esquema donde dos vías (extrínseca e intrínseca, iniciadas por el 

factor XII y el complejo factor VII activado/factor tisular, respectivamente) convergen 

en una vía común cuyo punto de inicio es el complejo protrombinasa formado por los 

factores  Xa y Va junto con un ion calcio y un fosfolípido de membrana que los fija 

(/������&). 

 

 

/������&�0�Representación del proceso de coagulación según el modelo de cascada.  FII)FXIII: 

factor II a XIII; FIIa)FXIIIa: factor activado II a XIII. 

 

Si bien más recientemente se propuso un modelo celular (Hoffman y Monroe, 2001), 

que pretende superar algunas limitaciones del modelo clásico de cascada, éste último 

sigue vigente. Esto es así, en alguna medida, porque se corresponde apropiadamente con 

los ensayos habituales de coagulación: TP (Tiempo de Protrombina) y TTPA (Tiempo 
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de Tromboplastina Parcial Activada), que evalúan las vías extrínseca e intrínseca, 

respectivamente.  

 

La trombina (/������ *)� es una proteína clave con numerosos roles tanto en la 

coagulación como en otros procesos (proliferación celular e inflamación), donde ejerce 

importantes efectos sobre varios tipos celulares al unirse a sus receptores (Di Cera et al.,  

1997). Pertenece al grupo de las serín proteasas, cuyo mecanismo de acción se basa en 

un ataque nucleofílico mediado por un residuo serina sobre un enlace peptídico. La 

trombina está formada por dos cadenas unidas por un puente disulfuro. La cadena 

liviana (A) está formada por 36 residuos y la pesada (B) 259. Esta última es similar a la 

tripsina y sus dominios catalíticos, como los de otras serín proteasas relacionadas, se 

organizan en dos barriles β adyacentes, en cuya interfase se forma el sitio activo. El 

surco del sitio activo es profundo y estrecho y en él se ubican los residuos que 

componen la tríada catalítica: Ser195, His57 y Asp102. La profundidad y estrechez del 

surco que contiene la tríada se debe a la disposición de los bucles llamados 60 y 149 que 

bloquean el acceso a muchos sustratos o inhibidores, regulando la especificidad de la 

enzima (Bode, 2006). Sobre la superficie de la trombina se encuentran dos zonas con 

alta densidad de cargas positivas que corresponden a los sitios de unión del fibrinógeno 

(exositio 1, al que además se unen la fibrina, los receptores Par)1 y PAR)4 y la 

hirudina) y de la heparina (exositio 2). Un exositio es, sobre la superficie de una 

proteasa, una región físicamente separada del sitio activo, que define las reacciones de 

reconocimiento y la especificidad de la enzima (Bock et al., 2007). Las interacciones 

que estabilizan al exositio 1 de la trombina son principalmente hidrofóbicas, mientras 

que en el caso del exositio 2 predominan las interacciones electrostáticas (Bock et al., 

2007). Por otro lado, de acuerdo a la nomenclatura de Schechter y Berger (1967) se 

denomina Pi… P2, P1, P1’, P2’, Pj  a los residuos del péptido sustrato (en sentido N a C 

terminal) y Si…S2, S1, S1’, S2’…Sj a los respectivos subsitios de unión sobre la 

proteasa, siendo P1 y P1’ el enlace cuyo clivaje se cataliza (/�������). Los residuos P 

son necesariamente contiguos en la secuencia del sustrato, mientras que esto no es así 

en el caso de los subsitios de especificidad S (Di Cera et al., 1997). En el caso de la 

trombina, son de especial importancia el subsitio S1, que se ubica al fondo del surco del 

sitio activo y permite el acomodo de grupos P1 hidrofóbicos o no cargados, y los 

subsitios S2 y S4 (este último, sitio de unión para grupos arilo) que forman la hendidura 

de unión para grupos apolares, determinada por el bucle 60 y ubicada sobre S1.  
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/������*'�Dos representaciones de la estructura de la trombina.Izquierda: estructura secundaria 

de la cadena B de la trombina humana; se indican los exositios 1 y 2, el sitio de unión de sodio y 

los residuos de la tríada catalítica en la interfase entre los dos dominios β)barril. Tomado de Di 

Cera et al., 1997. Derecha: representación de la superficie de la trombina humana formando un 

complejo con el inhibidor PPACK (un pequeño inhibidor que consiste en un tripéptido y un 

gurpo metilcetona); se indican los exositios 1 y 2, el sitio activo (SA), el sitio de unión de sodio, 

los bucles 60 y 149 y los subsitios S1 y S4. Zonas positivas en azul y negativas en rojo. Tomado 

de Bode, 2006.  

 

/�������) Esquema de la nomenclatura utilizada para describir los sitios de unión en el sustrato 

y una proteasa, según la convención de Schechter y Berger. P1, P2, P3, etc. corresponden a los 

residuos de la proteína sustrato, y S1, S2, S3, etc., a los sitios de unión en la proteasa. El enlace 

peptídico entre P1 y P1’ es hidrolizado por la enzima. Tomado de Pinto et al., 2010.  

 

Para sumar complejidad, las funciones de la trombina en el proceso de coagulación son 

opuestas, ya que puede actuar alternativamente como procoagulante y como 

anticoagulante. En el primer caso, promoviendo la conversión del fibrinógeno en fibrina 
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insoluble, la agregación plaquetaria y la estabilización del coágulo mediante activación 

del Factor XIII, además de favorecer su propia generación a partir de protrombina por 

un mecanismo de retroalimentación que involucra a los factores V, VIII y XI. El efecto 

anticoagulante involucra a las proteínas C y S  y se ejerce a través de la inactivación del 

Factor V, lo que restringe la conversión de protrombina en trombina. Por último, el 

sodio actúa como un importante modulador alostérico de la trombina, uniéndose a un 

sitio específico sobre la superficie de la enzima en el centro del bucle 222. De este 

modo, la trombina presenta dos estados alostéricos, una forma “lenta” y una “rápida”, 

caracterizadas por la ausencia o presencia de sodio, respectivamente. La forma “rápida” 

presenta mayor afinidad por el fibrinógeno, los receptores de trombina, la 

trombomodulina y la antitrombina, mientras que la “lenta” tiende a clivar la proteína C 

y se comporta entonces como anticoagulante.  

 

Las trombinas bovina y humana actúan de modo similar respecto del reconocimiento y 

clivaje del fibrinógeno y la unión a plaquetas, aunque sus secuencias primarias 

presentan algunas diferencias, fundamentalmente la presencia en la enzima bovina de un 

fragmento de 13 residuos en el extremo amino de la cadena liviana, que no se encuentra 

en la trombina humana (Shuman et al., 1976).  

 

El Factor Xa (/������ 1) también ocupa una posición clave en el proceso de 

coagulación, siendo el punto donde convergen las vías extrínseca e intrínseca de 

acuerdo al modelo tradicional de cascada (/������&). Sus funciones son más limitadas 

que las de la trombina, ya que su rol principal es como regulador de la generación de 

trombina a partir de protrombina, aunque también actúa como proinflamatorio y 

proliferativo (Ansell, 2007). El FXa está formado por dos cadenas, y en su sitio activo 

se diferencian cuatro subsitios (S1, S2, S3 y S4), siendo S1 y S4, fuertemente 

hidrofóbicos, los responsables de la formación del sitio activo. En esta proteasa, a 

diferencia de la trombina, el exositio 1 es el sitio de unión para el calcio, en tanto el 

exositio 2 se relaciona con el reconocimiento de la protrombina y la interacción con el 

FVa. El exositio 2 se superpone además con el sitio de unión de la heparina sobre el 

FXa. Adicionalmente, la cadena liviana contiene el dominio Gla, una región que 

contiene 11 residuos de ácido γ)carboxiglutámico que posibilita, en presencia de calcio,  

la unión a un fosfolípido de membrana necesario para la formación del complejo 

protrombinasa (Kamata et al., 1998; Bock et al., 2007). 
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/������ 1) Estructura del Factor Xa. Izquierda: representación de la estructura secundaria de 

ambas cadenas, los residuos del sitio activo se muestran en verde. Derecha: detalle de la 

superficie de la enzima; se indican los subsitios S1 (rojo) y S4 (violeta) y la tríada catalítica 

(amarillo). Tomado de la página web del Laboratorio de William Jorgensen, Departamento de 

Química, Universidad de Yale, Estados Unidos (http://traken.chem.yale.edu/).  

 

Los inhibidores de serín proteasas (conocidos como “serpinas”) son un conjunto de 

proteínas con similitudes estructurales y capaces de inhibir serín proteasas. A esta 

superfamilia pertenecen dos serpinas de gran importancia para el proceso de 

coagulación y las terapias antitrombóticas: antitrombina y cofactor II de heparina. Estos 

inhibidores actúan ofreciendo su centro activo en un fragmento expuesto de su 

estructura que actúa como pseudo)sustrato para la proteasa. En lugar de producirse el 

clivaje, como sucedería en el caso del sustrato real de la proteasa, el bucle sobre el cual 

se encuentra el centro activo de la serpina puede adoptar una conformación  que 

estabiliza el complejo formado con la enzima. 

 

La antitrombina, formada por una cadena única con un peso molecular  de 58)62 kDa, 

ejerce su efecto inhibitorio sobre varios componentes clave del proceso de coagulación: 

trombina, FXa, FIXa y el complejo Factor Tisular)FVIIa. La AT inhibe con mayor 

afinidad a la trombina y el FXa en forma libre que cuando se encuentran formando 

complejos; de este modo actúa removiendo estos factores de la circulación general para 
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confinar su actividad a los sitios donde debe producirse la coagulación. El complejo que 

la AT forma con la trombina es rápidamente eliminado de la circulación. Dada la 

importancia de esta serpina en la regulación del proceso de coagulación, aun 

deficiencias moderadas en su producción o actividad pueden tener consecuencias 

clínicas, encontrándose casos de deficiencia innata tanto como adquirida (Norris, 2003). 

La heparina, un GAG de origen animal en cuya estructura se alternan residuos 

sulfatados de ácidos urónicos y D)glicosamina unidos por enlaces (1→4), potencia a la 

AT aumentando notoriamente la afinidad por los factores sobre los cuales actúa. La 

unión de la heparina induce un cambio conformacional en la AT que facilita su 

interacción con las proteasas (Gray et al., 2008). El requerimiento estructural de esta 

unión es la presencia de una secuencia de cinco monosacáridos con determinado patrón 

de sulfatación (/������23. En el caso de la inhibición de la trombina mediada por AT, la 

heparina actúa como puente, formándose un complejo ternario (/������4) del cual luego 

se disocia la heparina.  

 

 

 

/������2'�Estructura del glicosaminoglicano sulfatado heparina. El pentasacárido representa la 

estructura mínima que determina la afinidad por el inhibidor fisiológico AT. Los asteriscos 

indican los sustituyentes esenciales para dicha afinidad. Tomado de Mulloy, 2005. 
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/������ 4 –Complejo ternario entre antitrombina (rojo), trombina (blanco) y heparina (varios 

colores, abajo). Tomado de Carrell et al., 1995.  

 

El HCII (~66 kDa) tiene similitudes estructurales y funcionales con la AT, aunque su 

acción está limitada a la trombina. Al reconocer y unirse a los residuos P1)P1’ del sitio 

activo del HCII, la trombina queda atrapada en un complejo estable en el cual se 

encuentra inactivada. Su deficiencia no se asocia con episodios de trombosis. El HCII 

también es potenciado por la heparina al igual que la AT (aunque se necesitan 

concentraciones mayores de heparina en el caso del HCII para lograr el mismo efecto), 

mientras que otro GAG, el dermatán sulfato (/������5), potencia alrededor de mil veces 

la inhibición de trombina mediada por HCII  (Tollefsen et al., 1983). Los sitios de unión 

para ambos GAGs sobre el HCII se superponen parcialmente (Rossi et al., 1999). El 

dermatán sulfato se obtiene de diversas fuentes animales, tanto mamíferos como 

invertebrados, y está formado por unidades de ácido idurónico y glucurónico y N)

acetilgalactosamina. A pesar de las similitudes, la inhibición de trombina mediada por 

HCII parece implicar un mecanismo alostérico, diferente al de templado o puente que 

ocurre en el caso de la AT. En la molécula de  HCII  el dominio acídico del extremo 

amino está interactuando con el sitio de unión de los GAGs (básico), de modo tal que no 

puede interactuar con la trombina. En presencia de dermatán sulfato (algo similar 

sucedería con la heparina), se produce una competencia por el sitio de unión de GAGs, 

en la que el compuesto sulfatado desplaza al extremo amino terminal, exponiéndolo a la 

trombina y permitiendo la formación del complejo HCII)trombina (/������ 6). Este 
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mecanismo no requiere la unión del GAG a la trombina, y el complejo trombina)HCII 

es eliminado rápidamente (Rossi et al., 1999; Baglin et al., 2002). 

�

 

 

 

�
�

�
�

/������ 5) Estructura del glicosaminoglicano sulfatado dermatán sulfato. A) Disacárido 

predominante en dermatán sulfato sintetizado por mamíferos, con un grupo sulfato. B) 

Disacárido de dermatán sulfato de mamíferos necesario para la unión al inhibidor fisiológico 

HCII, con dos grupos sulfato C) Disacárido de dermatán sulfato sintetizado por ascidias, 

también con dos sulfatos, aunque en diferente posición, y sin afinidad por HCII. Tomado de 

Mulloy, 2005. 

�
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/������6�0�Estructura y modo de acción del HCII.�Arriba: equilibrio entre las formas inactiva y 

activa del HCII; a la izquierda se observa que el bucle que contiene el sitio reactivo no está 

expuesto, a la derecha la unión con un GAG produce su exposición. Abajo: complejo entre el 

HCII y la trombina. Tomado de Baglin et al., 2002. 

�



2° Parte Experimental 

 156 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2° Parte Experimental 

 157 

Capítulo �� �� A�������� ��� �
� 
������
�� 
�����
���
���� ���� 
�
 ��
��� ���
�!�����

��������	
����
� 

�

�"#"����
$��������
���������
���
��!��

 

Las pruebas globales de coagulación se realizaron con un coagulómetro ST4 

(Diagnostica Stago, Francia), siguiendo los métodos establecidos por Brozovic (1991). 

Los parámetros de cada ensayo fueron establecidos en el equipo, fijando un tiempo 

máximo de medición de aproximadamente 10 veces el tiempo de control. Los reactivos 

usados fueron provistos por Diagnostica Stago, excepto la trombina bovina (Wiener, 

Argentina), y las drogas usadas como referencia: heparina (Sigma, USA) y dermatán 

sulfato (Syntex, Argentina). Las incubaciones con los polisacáridos y las drogas de 

referencia se realizaron mezclando plasma pobre en plaquetas (PPP) y las 

correspondientes soluciones (de concentración variable) en una relación de volumen de 

9:1. Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado; como control se utilizó solución 

salina (0,9 % NaCl). Los resultados se expresan como la razón tiempo del 

ensayo/tiempo del control.  

 

Para la obtención del plasma, se extrajo sangre de voluntarios sanos y se agregó citrato 

de sodio 3,2 % en una relación de volumen 9 + 1. El PPP se preparó por doble 

centrifugación (2000 g por 10 minutos). Se mezclaron los plasmas provenientes de 

todos los voluntarios, se alicuotó la mezcla y se conservó a –70º C hasta ser utilizada en 

los análisis.  

 

�"#"#"�T��%������T��% ��
�&TT'�

�

�"#"#"#"�TT �� �����
�%
�

 

Se reconstituyó un vial del reactivo Thrombin Time liofilizado en 2 ml de agua 

destilada. 100 �l de plasma se incubaron a 37º C durante 60 segundos con la solución 

salina, o de polisacárido o droga, según el caso. Se agregaron 100 �l del reactivo y se 

midió el tiempo de formación del coágulo.  

 

�"#"#"�"�TT �� ���(� ���!�����
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Se repitió el procedimiento descripto en el punto anterior, remplazando el plasma por 

una solución de fibrinógeno purificado 3 mg/ml.  

 

�.1.�. T��%������P�����% ��
�&TT'�

 

Un vial del reactivo Neoplastine CI Plus se reconstituyó en 5 ml de agua destilada, al 

menos 30 minutos antes de realizar los ensayos. Se incubaron 50 �l de plasma con las 

distintas soluciones, a 37º C durante 60 segundos. Luego se agregaron 100 �l del 

reactivo y se midió el tiempo de formación del coágulo.  

 

�"#")"�T��%������T��% ���
����
�Pa���
��A�t��
�
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El reactivo PTTBA se reconstituyó en 5 ml de agua destilada. Se incubaron 50 �l de 

plasma con las distintas soluciones y sumando 50 �l del reactivo, a 37º C durante 180 

segundos. Luego se agregaron 50 �l de cloruro de calcio 0,025 M y se midió el tiempo 

de formación del coágulo.  

 

�"#"*"�T��%������R�����
�
�&TR'��

 

El reactivo FTH 50 Reptilase se reconstituyó en 1 ml de agua destilada. Se incubaron 

150 �l de plasma con las distintas soluciones, a 37º C durante 90 segundos. Luego se 

agregaron 50 �l del reactivo y se midió el tiempo de formación del coágulo.  

 

�"�"����
$���
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�

Los ensayos amidolíticos se realizaron de acuerdo al método de Colliec et al. (1991). En 

dichos ensayos, la enzima estudiada actúa sobre un sustrato artificial que al ser 

hidrolizado libera un cromóforo, cuya presencia puede detectarse al medir la 

absorbancia de la solución a determinada longitud de onda. De este modo, a mayor 

actividad de la enzima en el sistema, mayor concentración del cromóforo, y por lo tanto, 

mayor absorbancia.  

�
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Se disolvieron los polisacáridos (5B100 Gg/ml) en buffer TrisBHCl  pH 7,4, 7,5 mM 

EDTA 150 mM NaCl. 50 Gl de esta solución se incubaron con 75 Gl del mismo buffer 

durante 2 minutos a 37° C. Se agregaron 75 Gl de trombina (10 U/ml en el caso de la 

trombina bovina, y una concentración equivalente determinada por ensayo de Tiempo 

de Trombina en el caso de la trombina humana) y se incubó a 37° C durante un minuto. 

Finalmente, se sumaron 75 Gl de sustrato cromogénico SB2238 1,5 mM, y transcurrido 

un minuto se midió la absorbancia a 405 nm con un lector de placas Stat Fax 303. La 

medición se repitió cada 1 minuto, hasta los 10 minutos luego de agregado el sustrato. 

Los valores tomados en cuenta para realizar todos los gráficos que se muestran en  

Resultados corresponden a la absorbancia medida a los 2 minutos.  

 

�.�.�. I�+� ���!�����T��% ��
�%���
�
�����AT  

 

Se repitió el procedimiento descripto en el punto anterior, remplazando los 75 Gl de 

buffer TrisBHCl por el mismo volumen de solución de antitrombina (AT; 50B200 nM).  

 

�.�.). I�+� ���!�����T��% ��
�%���
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Se repitió el procedimiento descrito en el punto �.�.1., remplazando los 75 Gl de buffer 

TrisBHCl por el mismo volumen de solución de cofactor II de la heparina (HCII; 50B200 

nM), utilizando trombina humana debido a la especificidad de este inhibidor fisiológico. 

 

�.�.*"�I�+� ���!��������
����-
�����Xa 

 

Se repitió el procedimiento descrito en el punto �.�.1..� remplazando� los 75� Gl de 

solución de trombina por el mismo volumen de solución de FXa 1 U/ml, y utilizando 

sustrato SB2222 1,5 mM.  
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Alícuotas de 20 Gl de trombina humana purificada (Diagnostica Stago) de concentración 

165 NIH/ml se incubaron durante 30 segundos con el polisacárido (20 Gl, 100B250 
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Gg/ml), a temperatura ambiente. La reacción se detuvo por agregado de buffer Tris 

0,025 M B Glicina 0,192 M, pH 8,3, en relación de volumen 3:1. Como control se 

sembraron la trombina y el polisacárido por separado, incubados con agua. Las muestras 

(20 Gl) se sembraron en geles de poliacrilamida de gradiente (4B15 %). La electroforesis 

se realizó en una cuba MiniBPROTEAN (BioRad) a corriente constante (200V), durante 

40 minutos, en el buffer descripto. Se realizaron tinciones con Azul de Coomassie RB

250 0,25 % en metanol 40% y ácido acético 10% para visualizar las proteínas, y en el 

caso de los  polisacáridos sulfatados, con Azul de ��Toluidina 1 %  en buffer fosfato 

0,1M pH 6,8. Los geles teñidos con Azul de Coomasie se trataron con solución lavadora 

(metanol:ácido acético:agua en relación 4:1:5), y los teñidos con Azul de Toluidina se 

lavaron con etanol 70%, luego 50%, y así sucesivamente hasta lograr la rehidratación 

total del gel.  

 

�.).�. /������������
����
%��
.�010�

�

Se procedió de manera similar a lo descrito en el punto anterior para las incubaciones. 

La reacción se detuvo por agregado de buffer de muestra 0,125 M Tris/HCl, SDS 40  

mg/ml, 20 % (v/v) glicerol, pH 6,8, en relación de volumen 3:1. Luego las muestras se 

llevaron a 100° C en baño de agua durante 5 minutos. Se utilizaron los mismos 

controles, condiciones de desarrollo de la electroforesis y tinciones que en PAGE 

nativo. 

�
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Los análisis de las interacciones entre el arabinano sulfatado de ������� 	
����
�
 

mediante espectroscopía se realizaron en el Instituto de Investigaciones Bioquímicas de 

Buenos Aires (IIBBA), CONICET, en colaboración con el Dr. Julio Caramelo.  

�
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Los espectros de dicroísmo circular fueron medidos con un espectropolarímetro Jasco JB

815. Todos los espectros fueron tomados a 20° C en buffer 10 mM TrisBHCl, pH 7,4 y 

se tomaron usando una celda de 1 mm de paso óptico, en el rango de 190B260 nm. Cada 
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espectro es el promedio de 15 pulsos. Las concentraciones usadas en estos ensayos 

fueron  2 �M para la  trombina humana  y 10 �M para el arabinano. 
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Los espectros de fluorescencia fueron medidos con un espectrofluorímetro Jasco FPB

6500 a 20° C en buffer 10 mM TrisBHCl, pH 7,4. La muestra, conteniendo 1 �M de 

trombina humana, fue titulada con una solución concentrada del polisacárido en una 

celda de cuarzo de 4 x 4 mm. Tras cinco minutos de incubación, la muestra fue excitada 

a 295 nm y se registró la emisión en el rango de 300 a 430 nm. Se seleccionaron anchos 

de banda espectrales de 1 a 5 nm. Cada espectro es el promedio de 6 pulsos. En cada 

caso, se sustrajo el blanco y la información fue corregida respecto de la dilución. La 

afinidad de unión fue estimada por ajuste de la intensidad de fluorescencia a 335 nm a 

un modelo de unión cooperativo (F = F0 + �F.[L]n / (KD + [L]n), donde F es la señal 

medida,  F0 es la señal en ausencia del polisacárido, �F es el cambio de señal de la 

proteína saturada con el polisacárido, [L] es la concentración del ligando, Kd es la 

constante de disociación y n el coeficiente de Hill).  
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Estos ensayos fueron realizados por el Dr. Hugo Verli y el Lic. Laercio PolBFachin en el  

Centro de Biotecnología de la Universidad Federal de Rio Grande do Sul, Brasil, sin 

participación de la autora de esta tesis. Sus resultados se incluyen debido al aporte que 

representan en el estudio de la actividad anticoagulante del arabinano sulfatado de 

�������	
����
�
, en particular con respecto al mecanismo de inhibición directa de la 

trombina y  las interacciones a nivel molecular ente la enzima y el polisacárido. 
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La estructura de las trombinas humana y bovina fue tomada de PDB Id’s 1PPB y 1TBQ, 

respectivamente (Bode et al., 1989; van de Locht et al., 1995). Se construyeron 

octasacáridos formados por unidades disulfatadas ([LBAra�2,4SB(1→3)BLBAra�2,4S]4) y 

no sulfatadas ([LBAra��(1→3)BLBAra�]4), en base a las conformaciones prevalentes de 
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los disacáridos que los componen. Estas conformaciones se obtuvieron por simulación 

de la dinámica molecular de las soluciones, como fuera previamente descripto 

(Fernandes et al., 2010; PolBFachin et al., 2010). Para estos cálculos, las unidades de 

arabinosa piranósica se consideraron en su forma más abundante, 4�1. Las estructuras de 

las proteínas y los oligosacáridos se prepararon con AutoDockTools 1.5.4. para 

AutoDock 4.2 (Morris et al., 2009), usando Autogrid para generar las condiciones y 

parámetros de la grilla para cubrir el exositio 2 de ambas trombinas. Se aplicó el 

algoritmo genético lamarckiano, con parámetros por defecto, excepto el número 

máximo de generaciones en cada repetición, fijado en 270.000, y el número de 

conformaciones generadas, fijada en 1.000 después de 100 corridas. Las orientaciones 

de los oligosacáridos fueron seleccionadas en base a la energía de unión, abundancia de 

orientaciones y superimposición con heparina en un grupo de 2,0 Å de corte. 

 

�.2.�. 0�%��
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�

La trombina (humana y bovina) se simuló en las siguientes condiciones: sin complejar y 

complejada en cada uno de los exositios (1 y 2) con el octasacárido de arabinosa no 

sulfatada y  con el octasacárido de arabinosa disulfatada. Cada uno de estos sistemas fue 

disuelto en cajas triclínicas usando condiciones límite periódicas y modelo de agua 

SPC. Se aplicó el método de LINCS (Hess et al., 1997) para forzar el largo de los 

enlaces covalentes, permitiendo un paso de integración de 2 femtosegundos tras una 

minimización inicial de energía usando el algoritmo de máxima pendiente. Las 

interacciones electrostáticas fueron calculadas con el método de Ewald (�
�����
��
���

��
����
����) (Darden et al., 1993). Temperatura y presión se mantuvieron constantes 

a 310 K y 1 atm, respectivamente, asociando proteínas, oligosacáridos, iones y solvente 

a  la temperatura y presión de baños de externos (Berendsen et al., 1984; Bussi et al., 

2007) con constantes de acoplamiento de τ = 0,1 y 0,5 picosegundos, respectivamente. 

La constante dieléctrica fue tratada como ε = 1. Los sistemas fueron calentados 

lentamente desde 50 a 310 K, en pasos de 5 picosegundos, en cada uno de ellos 

incrementando la temperatura de referencia en 50 K. Después de este calentamiento, las 

simulaciones fueron extendidas a 50 nanosegundos a temperatura constante de 310 K. 

Todas las simulaciones fueron desarrolladas bajo el paquete de simulación GROMACS, 

versión 4.0.5 (Hess et al., 2008) y campo de fuerza  GROMOS96 43al (Scott et al., 

1999). En los complejos trombinaBoligosacárido, antes de la colección de los datos, se 
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usaron simulaciones de la dinámica molecular de 10 nanosegundos como para 

equilibrar, con una restricción inicial de 5000 kJ molB1 aplicada a ambas moléculas. Esta 

fuerza constante fue reducida en 1000 kJ molB1 cada 2 nanosegundos, permitiendo que 

las moléculas de agua y contraiones se asienten alrededor de los complejos. 
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En numerosas ocasiones se ha evaluado la actividad anticoagulante de polisacáridos 

sulfatados sintetizados por algas marinas. Los ensayos globales de coagulación, 

desarrollados como pruebas para el diagnóstico biológico en hemostasia y trombosis, 

constituyen una primera aproximación en este tipo de trabajos y suelen brindar los 

primeros indicios en caso de haber actividad de algún tipo. Mientras el Tiempo de 

Protrombina (TP) se enfoca en la vía extrínseca de la cascada de coagulación, el Tiempo 

de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA) evalúa las vías intrínseca y común y el 

Tiempo de Trombina (TT) lo hace respecto de la actividad de la trombina y la 

polimerización de la fibrina (ver #������ ! de la Introducción de esta 2° Parte). El 

Tiempo de Reptilasa (TR), por su parte, se realiza a modo de control del plasma que se 

utiliza en los ensayos globales, ya que en este ensayo se remplaza la trombina por un 

reactivo derivado de veneno ofídico que hidroliza el fibrinógeno permitiendo la 

formación del coágulo de fibrina. Un alargamiento del tiempo de coagulación en TR en 

las condiciones de ensayo usadas indicaría alguna interferencia en la polimerización de 

la fibrina. 

 

Una vez determinada la presencia de actividad anticoagulante a través del alargamiento 

de los tiempos de coagulación (o al menos en alguno de los ensayos descriptos) y dada 

la complejidad del proceso de coagulación, cabe preguntarse sobre qué punto/s de dicho 

proceso podría estar actuando el compuesto, y a través de qué mecanismos se ejerce esa 

acción. En esta instancia, son diversas las técnicas y enfoques que pueden contribuir a 

responder esas preguntas. Los resultados que se exponen a continuación se obtuvieron 

mediante ensayos amidolíticos, electroforesis, modelado molecular, dicroísmo circular y 

espectroscopía de fluorescencia.  

 

En trabajos previos de nuestro laboratorio se había reportado la actividad anticoagulante 

del extracto acuoso a temperatura ambiente de ������� �	
����
�, determinada 

mediante pruebas globales (TTPA y TT) (Ciancia et al., 2007). Habiendo realizado la 

purificación y caracterización estructural de los principales polisacáridos de la pared 
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celular de ��������	
����
��(ver la 1° Parte de esta tesis), se optó por profundizar en 

los mecanismos de acción del arabinano piranósico sulfatado A1 (obtenido a partir del 

extracto acuoso a temperatura ambiente V1). Esta elección se basa en reportes que 

señalan que los polisacáridos ricos en arabinosa son los que mayor actividad 

anticoagulante presentan entre los polisacáridos sulfatados de algas verdes (Hayakawa 

et al., 2000). Por otro lado, y a diferencia del galactano sulfatado sintetizado por estas 

algas, se trata de un compuesto de estructura novedosa, ya que no se ha reportado la 

existencia de otro polisacárido de arabinosa en forma piranósica en algas ni en ningún 

otro tipo de organismo.  

 

Por último, si bien muchas de las pruebas se realizaron tanto con trombina bovina como 

humana y la mayor actividad se detectó en el primer caso, dada la importancia de la 

trombosis desde el punto de vista de la salud humana, se llevaron a cabo algunos 

ensayos adicionales sólo con la enzima de origen humano con la finalidad de indagar 

con mayor profundidad en su interacción con A1..  

 

� $ ������%�����������������������������

�

En primer lugar, se realizaron los ensayos generales (TTPA, TP, TT) para evaluar el 

efecto del A1 sobre el tiempo de coagulación, usando como referencia heparina y 

dermatán sulfato, dos drogas de conocida actividad anticoagulante a través de 

potenciación de los inhibidores fisiológicos de la trombina antitrombina (AT) y cofactor 

de heparina II (HCII), respectivamente (������!). En el caso del TR, no se observaron 

diferencias en presencia del polisacárido respecto del control. Por otro lado, se 

realizaron ensayos  en presencia de A2 (������ $), un arabinano de menor nivel de 

sulfatación (obtenido a partir del extracto acuoso a 90° C de ��������	
����
�) y del 

producto de desulfatación de A1 (A1D)  (������ �; ver 1° Parte de esta tesis para 

mayores detalles sobre la estructura de estos tres polisacáridos). En el caso del Tiempo 

de Protrombina, no se llegaron a observar diferencias significativas, probablemente 

debido a la rápida cinética del ensayo. Wijesekara y colaboradores (2011) remarcan que 

en los numerosos reportes de polisacáridos sulfatados de algas marinas con actividad 

anticoagulante no se suelen registrar alargamientos en TP, sugiriendo poca o nula 

inhibición de la vía extrínseca por parte de estos compuestos.  
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Por último, se realizó un ensayo similar al Tiempo de Trombina utilizando fibrinógeno 

purificado en lugar de plasma, tanto con trombina humana como bovina (������&). 

 

 

 

Al utilizar sólo fibrinógeno (es decir, el sustrato sobre el cual actúa la trombina para 

generar la fibrina que originará el coágulo) en lugar de plasma, se descarta la 

intervención de los inhibidores AT y HCII en el alargamiento del tiempo de 

coagulación. Así, los resultados obtenidos en este ensayo pueden interpretarse como el 

primer indicio de un mecanismo de inhibición directa de la trombina por parte de A1. 

Al mismo tiempo, pudo observarse una importante diferencia entre el alargamiento 

obtenido con las  trombinas humana y bovina, diferencia confirmada posteriormente en 

otros ensayos.  

 

� � �����%����'������������������'�����
���������������(����������������

 

Los ensayos amidolíticos permiten indagar en los mecanismos de acción de un 

compuesto anticoagulante. En el caso de la trombina, se utiliza un sustrato cromogénico 

(SA2238) con una secuencia que es reconocida por la enzima, permitiendo que ésta se 

una y lo clive, liberando un cromóforo cuya presencia puede detectarse y cuantificarse 

mediante la absorbancia de la solución a una determinada longitud de onda. En estas 

condiciones, una mayor absorbancia debida a una mayor concentración del cromóforo 

se interpreta como señal de una mayor actividad de la enzima. Una menor absorbancia, 

por el contrario, estaría indicando que dicha actividad fue inhibida de algún modo. 
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La trombina bovina se usó en una concentración de 10 U/ml (dilución alcanzada 

siguiendo las indicaciones del fabricante). Para obtener resultados comparables, antes de 

realizar los ensayos amidolíticos con trombina humana se buscó igualar la 

concentración de ambas enzimas, en términos de actividad coagulante. Esto se logró 

llevando la trombina humana a una concentración tal que se obtuviera el mismo tiempo 

de coagulación en un ensayo de Tiempo de Trombina que con la trombina bovina 10 

U/ml (10,5 segundos ± 0,3). Este ajuste permitió trabajar con concentraciones 

equivalentes, y se realizó debido a que están reportadas en la bibliografía diferencias en 

actividad coagulante y amidolítica entre ambas trombinas, e inclusive entre enzimas del 

mismo origen animal pero de diferente marca u obtenidas por diferentes procesos 

(Fareed et al., 1986). Sin ir más lejos, estas soluciones de trombina bovina y humana 

que mostraron igual comportamiento en TT, presentaron valores de absorbancia 

significativamente diferentes en los ensayos amidolíticos. Debido a que en cada caso el 

correspondiente control (buffer + trombina + sustrato) se consideró como el 100 % de 

actividad de la trombina sobre el sustrato y se tomó como referencia para los demás 

ensayos, esa diferencia de actividad amidolítica para las dos trombinas no impide la 

comparación entre los resultados.  

 

� � ! ����'������������

�

Los ensayos con trombina bovina mostraron que A1 produce una disminución 

importante de la actividad amidolítica de la enzima, en forma dependiente de la 

concentración (#������ !). Esto indicaría que el polisacárido actúa en forma directa 

sobre la trombina bovina, inhibiendo su capacidad para unirse y/o clivar al sustrato 

cromogénico.  
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#������!����Efecto de A1 sobre la actividad de la trombina bovina sobre el sustrato SA2238.�Los 

valores de la curva (media ± DE) representan el porcentaje de la correspondiente absorbancia (a 

405 nm) respecto de la absorbancia del control (100 %; trombina + buffer).  

 

� � $ ����'�����(�'����

 

La trombina humana también mostró una disminución significativa de su actividad 

amidolítica en presencia de A1 (#������ $), aunque el efecto fue menor respecto del 

observado con la trombina bovina. En este caso también se infiere un efecto inhibitorio 

directo del polisacárido sobre la enzima.  

 

 

 

#������$���Efecto de A1 sobre la actividad de la trombina humana sobre el sustrato SA2238. Los 

valores de la curva (media ± DE) representan el porcentaje de la correspondiente absorbancia (a 

405 nm) respecto de la absorbancia del control (100%; trombina + buffer).  
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En forma general, un espectro de emisión se obtiene midiendo las diferentes frecuencias 

de luz fluorescente emitida por una muestra, manteniendo la luz de excitación a una 

longitud de onda constante. Si una proteína que contiene un único residuo triptofano en 

su núcleo hidrofóbico se desnaturaliza, se obtiene un cambio en el color del espectro de 

emisión, observándose un desplazamiento hacia el rojo (es decir, hacia menores 

longitudes de onda). Esto se debe a la exposición del triptófano a un entorno acuoso en 

contraposición a su anterior estado donde se encontraba en el interior hidrofóbico de la 

proteína (Freifelder, 1981). En el caso de la trombina, la fluorescencia se debe a la 

presencia de nueve residuos triptofano, con entornos muy diferentes, por lo que la 

interpretación de los cambios en el espectro de emisión resulta dificultosa. Esto origina 

un espectro de emisión con una banda muy ancha, cuyo máximo se encuentra en 335 

nm. Tal como se observa en la #�������, la unión del arabinano, en concentraciones 

crecientes, produce en el espectro de la trombina humana un corrimiento hacia el rojo 

(unos 2 nm para la longitud de onda de máxima emisión) y un incremento en la 

intensidad de la emisión de alrededor del 20%.  

 

�

�

#���������Espectro de emisión de la trombina humana con concentraciones crecientes de A1. 
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La #������ & muestra la curva elaborada a partir de las intensidades de emisión 

observadas a 345 nm a medida que se aumentó la concentración de  A1. A partir de 

dicha curva se pudo calcular una Kd de 17 ± 3 �M, con un coeficiente cooperativo de 

2,1 ± 0,2. La afinidad de la unión se determinó mediante el ajuste de la curva a un 

modelo de unión cooperativo que responde a la ecuación de Hill. Un mecanismo con 

cooperatividad positiva implica que la unión de una primer molécula del sustrato o 

ligando estimula la unión de más moléculas de su especie (Berg et al., 2007). Esto 

explica el tipo de curva sigmoidea que se observa en estos casos, donde la pendiente 

inicial es pequeña como corresponde a una baja afinidad, y luego aumenta, a medida 

que lo hace la afinidad entre la proteína y el ligando. La ecuación de Hill (F = F0 + 

�F.[L]
n
 / (Kd + [L]

n
), donde F es la señal medida, F0 es la señal en ausencia del 

polisacárido, �F es el cambio de señal de la proteína saturada con el polisacárido, [L] es 

la concentración del ligando, Kd es  la constante de disociación y n el coeficiente de 

Hill) suele usarse para describir cuantitativamente el grado de cooperatividad en una 

cinética de este tipo. El coeficiente de Hill (n) puede tomar valores mayores o menores 

que uno, indicando una cooperatividad positiva o negativa, respectivamente. Un 

ejemplo típico de este  mecanismo cooperativo (y de curva sigmoidea) es el de la unión 

del oxígeno a la hemoglobina, donde la desoxihemoglobina tiene una afinidad 

relativamente baja por el oxígeno, la cual aumenta  tras la unión de la primera y segunda 

moléculas de oxígeno.  

 

 

#������&��Intensidad de la fluorescencia de la trombina humana a 345 nm con concentraciones 

crecientes de A1. 
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La espectroscopía de dicroísmo circular se basa en la interacción de la luz polarizada 

con moléculas quirales, midiendo cambios en la amplitud de los haces de luz a través 

los cambios en la absorción, registrados por un espectropolarímetro (Olsen, 1990). Esta 

técnica se  utiliza para conocer la estructura de proteínas (aunque también se aplica a 

otras macromoléculas, como ADN), seguir cambios conformacionales y medir la unión 

de ligandos a proteínas. En la zona de longitudes de onda correspondientes al UV lejano 

(190A250 nm) se observan principalmente las transiciones correspondientes a los enlaces 

peptídicos y los enlaces disulfuro de las cistina, mientras que en el UV cercano (250A

340 nm) las de los residuos aromáticos (ópticamente inactivos pero ubicados en 

entornos asimétricos) y los grupos prostéticos. Los espectros en el UV lejano informan 

acerca de la estructura secundaria de una proteína, ya que las estructuras αAhélice, βA

plegada y al azar tienen espectros característicos (#������ -). En una proteína que 

combina estas distintas estructuras es posible calcular el contenido de cada una de ellas 

a partir de la forma de su espectro.  

 

 

�

#������-��Espectros DCAUV lejano característicos de los distintos tipos de estructura secundaria 

de proteínas. 

 

La aplicación de esta técnica, en longitudes de onda del UV lejano, permitió explorar 

los cambios estructurales involucrados en la formación del complejo A1Atrombina 
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humana. El espectro de la enzima aislada muestra características tanto de estructura 

secundaria αAhélice como βAplegada (#������ .). El análisis de dicho espectro por 

desconvolución sugiere un 16,5 % del primer tipo de estructura y un 31 % del segundo, 

lo que coincide con los valores calculados a partir de archivo pdb 1PPB de la trombina 

humana (15 y 36 %, αA y βA respectivamente). El agregado de A1 produce un pequeño 

cambio en el espectro, observándose que el espectro de la mezcla de ambos compuestos 

no coincide con el calculado para la suma de ambos espectros por separado. Sin 

embargo, no puede descartarse que las diferencias observadas se deban tanto a cambios 

conformacionales en la proteína como en el polisacárido. 

�

�

#������.��Espectro de dicroísmo circular en el UV lejano de la trombina humana (TH), de A1, y 

de la mezcla de ambos. El espectro calculado a partir de la suma de los espectros de ambos 

compuestos por separado también se muestra. 
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Para indagar en la posible formación de un complejo A1ATH, se realizaron 

electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en diferentes condiciones. Al realizar 

la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (con agregado de SDS y tratamiento 

de la muestra a alta temperatura), no se vieron cambios en los patrones electroforéticos 

de la trombina y del polisacárido cuando fueron incubados juntos (#������ /). Por el 

contrario, en condiciones nativas la incubación de ambos compuestos produjo cambios 

notorios en ambos casos (#������ /). Esto puede observarse mediante el uso de dos 

tinciones diferentes: azul de 
AToluidina para polisacáridos aniónicos, y azul de 
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Coomasie para proteínas. Los diferentes resultados obtenidos en uno y otro tipo de 

PAGE sugieren que tras la incubación (30 segundos) de ambos compuestos, se forma un 

complejo A1ATH, y que ese complejo estaría estabilizado por interacciones tales que si 

bien permiten su detección en condiciones nativas, no son los suficientemente fuertes 

como para resistir las condiciones propias del SDSAPAGE (como sí lo serían, por 

ejemplo, las uniones covalentes). 

 

           

 

#������/��SDSAPAGE (izquierda) y PAGE nativa (derecha); trombina humana incubada con el 

arabinano sulfatado de ��������	
����
�. TBO: azul de 
AToluidina, tinción para polisacáridos 

aniónicos; CB: Coomasie Blue, tinción para proteínas.  

 

� - ����
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La identificación del rol de grupos específicos en la unión de un ligando a su receptor 

requiere la determinación de la estructura tridimensional del complejo, lo cual puede 

lograrse experimentalmente (por RMN y cristalografía de rayos X) o por métodos 

teóricos de modelado molecular (Becker et al., 2007). Entre estos últimos se incluye el 

procedimiento de acoplamiento molecular o �������. Consiste en una simulación 

computacional que permite predecir la orientación preferencial de una molécula 
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respecto de otra cuando ambas forman un complejo estable. Este conocimiento es a su 

vez usado luego para predecir la fuerza de esa unión (es decir, la afinidad entre ambas 

moléculas) y realizar las simulaciones de la dinámica molecular.  

 

Las orientaciones obtenidas por acoplamiento molecular para los octasacáridos de 

unidades disulfatadas y sin sulfatar sobre la superficie de las enzimas (trombina bovina 

y humana) involucran al exositio 2. Estas orientaciones se superponen mayormente con 

la que adquiere la heparina sobre la superficie de la trombina, como se ha observado 

previamente en estructuras cristalinas (Li et al., 2004). Estos complejos fueron luego 

refinados a través de simulaciones de dinámica molecular, que ofrecieron información 

sobre la dinámica de los complejos trombinaAoligosacárido.  

 

En comparación con el exositio 2,  la complejación del exositio 1 con el fragmento de 

arabinano no produce cambios conformacionales en el sitio activo de la enzima, tal 

como se interpreta a partir de la medición de la distancia entre los residuos His 57 y Asp 

102 de la tríada catalítica. Al unirse el oligosacárido al exositio 1, la TH ve algo 

reducida su flexibilidad (#������2), mientras que la TB sólo sufre algunas diferencias 

puntuales respecto de la enzima sin complejar. Por esta razón, y en conjunto con los 

restantes datos obtenidos,  la unión al exositio 1 se consideró irrelevante por su aporte el 

mecanismo de inhibición directa de trombina por parte del arabinano, y se profundizó el 

análisis de la interacción de este compuesto con el exositio 2.  

 

Por el contrario, la unión del octasacárido disulfatado al exositio 2 de la TH y la TB 

(#������ 3) afecta la flexibilidad de varios sectores de la estructura proteica. En 

particular la región  comprendida entre los residuos 60 y 77, cercana al sitio activo de la 

trombina, incluye bucles cuya plasticidad se incrementa en presencia del oligosacáridos. 

Como consecuencia de esto aumenta la distancia ente los átomos His57 ND1 y Asp 102 

OD1, que forman parte de la tríada catalítica, siendo esta modificación conformacional 

mayor en el caso de la enzima bovina que en el de la humana (#�������3�y !4).  .  

�
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#������2��Perfiles de la trombina humana (izquierda) y la trombina bovina (derecha) durante las 

simulaciones de dinámica molecular, sin complejar (negro), y complejadas con el octasacárido 

de unidades disulfatadas de arabinosa mediante el exositio 1 (azul) y el exositio 2 (rojo). Arriba: 

raíz de la fluctuación cuadrática media (RMSF, por 
���� �	��� ����
	� �����������) para la 

cadena pesada (cadena B) de la trombina. Abajo: distancia entre los átomos ND1 de His57 y 

OD1 de Asp102, que componen la tríada catalítica de la trombina.  

�

 

�

#������3��Perfiles de la trombina humana (izquierda) y la trombina bovina (derecha) durante las 

simulaciones de dinámica molecular, sin complejar (negro), y complejadas mediante el exositio 

2 con los octasacáridos de unidades de arabinosa disulfatadas (rojo) y no sulfatadas (verde). 

Arriba: raíz de la fluctuación cuadrática media (RMSF, por 
�����	�������
	������������) para 

la cadena pesada (cadena B) de la trombina. Abajo: distancia entre los átomos ND1 de His57 y 

OD1 de Asp102, que componen la tríada catalítica.  
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#������!4��Arreglos finales de ambos octasacáridos respecto de la cadena pesada de la trombina 

humana (arriba) y bovina (abajo) junto con el estado final de la tríada catalítica. La cadena 

liviana se omite para mayor claridad. 

 

Los valores de contribución entálpica para la interacción entre la proteína completa y 

cada carbohidrato fueron los siguientes: 

 

Trombina humana A octasacárido de unidades disulfatadas: QHint = A740 ± 154 kJ/mol 

        A octasacárido de unidades no sulfatadas: QHint = A333 ± 35 kJ/mol 

 

Trombina bovina A octasacárido de unidades disulfatadas: QHint= A698 ± 125 kJ/mol 

        A octasacárido de unidades no sulfatadas: QHint= A297 ± 43 kJ/mol 
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El análisis de la interacción entre los oligosacáridos de arabinosa y TB o TH indica que 

la mayoría de los contactos proteínaAcarbohidrato se produce a través de aminoácidos 

básicos sobre la superficie de la enzima (������ -); más del 60% de esos contactos 

involucran residuos que forman parte del exositio 2. Los grupos sulfato unidos al CA2 de 

las unidades de arabinosa interactúan más intensamente con la enzima que aquellos 

ubicados sobre CA4 (������.). Por otro lado, el octasacárido de unidades no sulfatadas 

presenta contactos debilitados o nulos, aunque se mantiene cierta interacción con el 

exositio 2, a la par que se observan cambios en la orientación del oligosacárido respecto 

de la superficie de la trombina, debido a la ausencia de los grupos sulfato. 
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� . �����%����'��������������
��������������(���������,������������������'�����

�

� . ! �"�(��������������'�����'�������
������

 

En presencia de antitrombina, la actividad amidolítica de la trombina bovina disminuyó 

en forma significativa por efecto de A1 (#������!!). Este efecto mostró ser dependiente 

de la concentración del polisacárido (5A100 �g/ml) para una determinada concentración 

de AT (200 nM). Por otro lado, el efecto también varió al mantener fija la concentración 

de A1 (5 �g/ml) y variar la de AT (50A200 nM). Estos resultados permiten afirmar que 

además de la inhibición directa, el polisacárido de ��������	
����
� ejerce su efecto 

anticoagulante a través de un mecanismo mediado por AT. Cabe señalar que en estos 

ensayos estarían actuando ambos efectos juntos (inhibición directa y potenciación de 

AT), por lo que la magnitud de cada uno de ellos por separado no puede estimarse.  
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#������!!5 Efecto de A1 sobre la actividad de la trombina bovina sobre el sustrato SA2238, en 

presencia de AT. Arriba: con concentraciones crecientes de A1 y AT 200 nM. Abajo:� con 

concentraciones crecientes de AT y A1 constante (5 Sg/ml). Los valores de la curva (media ± 

DE) representan el porcentaje de la correspondiente absorbancia (a 405 nm) respecto de la 

absorbancia del control (100%; trombina + AT + buffer).  

�

� . $ �"�(��������������'�����'�������
���6�""�

 

En presencia del cofactor II de la heparina, la actividad amidolítica de la trombina 

humana disminuyó en forma significativa por efecto de A1� (#������ !$). Este efecto 

mostró ser dependiente de la concentración del polisacárido (5A100 �g/ml) para una 

determinada concentración de HCII (200 nM). Por otro lado, el efecto también varió al 

mantener fija la concentración de A1 (5 �g/ml) y variar la de HCII (50A200 nM).  Estos 

resultados permiten afirmar que además de la inhibición directa y mediada por AT, el 

arabinano sulfatado de ��������	
����
� ejerce su efecto anticoagulante a través de un 

mecanismo mediado por HCII. También en este caso puede suponerse que actúan tanto 

la inhibición directa como la potenciación de HCII, por lo que la magnitud de cada 

efecto por separado no puede estimarse.  
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#������!$���Efecto de A1 sobre la actividad de la trombina humana sobre el sustrato SA2238, en 

presencia de HCII. Arriba:�con concentraciones crecientes de A1 y HCII 200 nM. Abajo:�con 

concentraciones crecientes de HCII y A1 constante (5 Sg/ml). Los valores de la curva (media ± 

DE) representan el porcentaje de la correspondiente absorbancia (a 405 nm) respecto de la 

absorbancia del control (100%; trombina + HCII + buffer).  

�

� / �����%����'���������������#������7��
���������������(����������������

�

Se realizaron ensayos amidolíticos usando sustrato cromogénico SA2222. De modo 

similar a lo descrito para los ensayos con trombina y sustrato SA2238, la enzima actúa 

sobre el sustrato liberando un cromóforo cuya presencia puede detectarse y cuantificarse 
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midiendo la absorbancia de la solución a una determinada longitud de onda (405 nm). 

En estas condiciones, una mayor absorbancia debida a una mayor concentración del 

cromóforo se interpreta como señal de una mayor actividad de la enzima. Una menor 

absorbancia, por el contrario, indica que dicha actividad se encuentra inhibida. 

 

Los ensayos con Factor Xa mostraron que A1 produce una disminución importante de la 

actividad amidolítica de la enzima, en forma dependiente de la concentración (#������

!�). Esto indicaría que el polisacárido actúa en forma directa sobre el Factor Xa,  

inhibiendo su capacidad para unirse y/o clivar al sustrato SA2222.  

 

 

#������!����Efecto de A1 sobre la actividad del Factor Xa sobre el sustrato SA2222. Los valores 

de la curva (media ± DE) representan el porcentaje de la correspondiente absorbancia (a 405 

nm) respecto de la absorbancia del control (100%; FXa + buffer).  

�

�

�

�

�

�
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����'����������������������$8�9����:�

�

AA1 mostró una importante actividad anticoagulante a través de cuatro mecanismos, en 

forma dependiente de la concentración: 

 

  Ainhibición directa de trombina 

  Ainhibición directa de Factor Xa 

  Apotenciación de AT 

  Apotenciación de HCII 

 

Se profundizó el análisis del primero de estos mecanismos. 

 

ALa inhibición directa de trombina se relacionaría con cambios en la geometría de la 

tríada catalítica producidos por la unión del polisacárido al exositio 2 de la enzima. Por 

el contrario, la unión al exositio 1 no provocaría alteraciones importantes. 

 

ALos cambios en la geometría del sitio activo son mayores en el caso de la trombina 

bovina que en el de la humana. Esta diferencia se observó también en los porcentajes de 

inhibición alcanzados con ambas enzimas en los ensayos amidolíticos. 

�

�La actividad de A1 sobre la trombina se debe al alto grado de sulfatación por 

predominio de unidades disulfatadas, y particularmente a las interacciones establecidas 

por los grupos sulfato en posición CA2 sobre las unidades de arabinopiranosa.  

 

AEn el mismo sentido, se observó que A2, con menor contenido de sulfato y diferente 

patrón de sulfatación tiene menor efecto sobre la trombina. El producto de desulfatación 

A1D, por su parte, no presenta actividad.  

 

�

�

�
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���������������������������������������������������������� ���!�"�

 

La hemostasia es el mecanismo fisiológico que regula el sangrado, a fin de evitar la 

pérdida excesiva de sangre, mientras que la trombosis como proceso patológico 

representa una respuesta fisiológica excesiva que conlleva graves consecuencias debido 

a la formación de trombos en la circulación arterial (Pinto et al., 2010). La trombosis 

constituye una de las principales causas de morbi)mortalidad a nivel mundial, y algunos 

glicosaminoglicanos, fundamentalmente la heparina y sus derivados, se encuentran 

entre las drogas de uso más difundido en las terapias antitrombóticas (Melo et al., 

2004). No obstante, la heparina puede inducir varios efectos colaterales perjudiciales, 

como trombocitopenia, embolismo arterial y complicaciones por sangrado además de  

otras relacionadas con su origen animal, como enfermedades priónicas (Kelton & 

Warketin, 2008). Eso explica el interés en el desarrollo de nuevas drogas 

anticoagulantes, y en particular de inhibidores directos de trombina. Varios inhibidores 

directos de trombina se encuentran actualmente disponibles o en diversos estadios de 

desarrollo: hirudina (un péptido que se encuentra en la saliva de las sanguijuelas), 

bivalirudina (un péptido sintético similar al anterior), argatroban (sintético, derivado de 

L)arginina) y melagatran (un pequeño péptido sintético), entre otros (Di Nisio et al., 

2005). Otra estrategia apunta al desarrollo de inhibidores de Factor Xa, tanto directos 

como indirectos, debido a la posición clave de esta enzima en la serie de reacciones que 

forman parte del proceso de coagulación. 

 

Se ha investigado y reportado la actividad anticoagulante de polisacáridos sulfatados de 

algas rojas y pardas, y en menor grado, de algas verdes (Ciancia et al., 2010). Las 

notorias diferencias en los mecanismos de acción encontrados pueden atribuirse a la 

diversidad de estructuras y al hecho de que un mismo compuesto puede tener actividad 

sobre más de una proteasa. Estas diferencias ponen de relieve la importancia del 

conocimiento de las características estructurales específicas de estos compuestos y de su 

interacción con las diferentes proteínas involucradas en el proceso de coagulación  para 

la comprensión de dicho proceso y el desarrollo de nuevos agentes antitrombóticos 

(Ansell, 2007; Pinto et al., 2010).  

 

Varias especies del género ������ sintetizan polisacáridos sulfatados con actividad 

anticoagulante (Jurd et al., 1995). La actividad de los compuestos aislados de especies 
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de ������ fue en general atribuida a la potenciación de AT y/o HCII, mientras que no 

se ha reportado el efecto directo sobre los sitios catalíticos de la trombina ni el FXa 

(Shanmugam y Mody, 2000). Un proteoglicano de ������� ��	
������
 mostró 

inhibición de trombina tanto directa como mediada por AT (Matsubara et al., 2000). Por 

otro lado, polisacáridos sulfatados de especies de ������ con inhibición de trombina 

dependiente de HCII exhibieron mayor efectividad que la heparina o el dermatán 

sulfato. Dicho efecto fue más potente en el caso de arabinanos sulfatados que en el de 

galactanos sulfatados (Hayakawa el al., 2000). Se obtuvieron arabinanos sulfatados a 

partir de ��� �����������, ��� ������
��, ��� ������ y ��� ���	��� (con una razón molar  

sulfato/arabinosa, entre 0,5 y 0,8), y se analizó su actividad anticoagulante, pero sin 

determinar detalles estructurales (Hayakawa et al., 2000). Shanmugam y Mody (2000) 

también resaltan que entre los polisacáridos obtenidos de las especies����������

��y����

����
��
���los arabinanos sulfatados fueron los más activos. En �������������

�, la 

actividad fue atribuida a un arabinano sulfatado (Shanmugam et al., 2001), y su 

incremento se relacionó con las etapas reproductivas del alga, cuando la fracción de 

polisacáridos sulfatados solubles en agua se encuentra enriquecida en azúcares y sulfato 

y con menor contenido de proteínas y ácidos urónicos. En el caso de ������� ���	����

ssp. ����
������se observó que la actividad es directamente proporcional al contenido de 

carbohidratos y sulfato e inversamente proporcional al contenido de proteínas (Rogers 

et al., 1990).�Por otro lado, la mayor actividad se encontró en los componentes de mayor 

peso molecular. La formación del complejo polisacárido sulfatado/proteína implicada en 

estos mecanismos fue atribuida a interacciones polares no específicas entre los grupos 

cargados negativa y positivamente en el polisacárido y la proteína, respectivamente. 

Este complejo sería luego estabilizado por interacciones de corto rango (Ciancia et al., 

2010). 

 

� #�����$ ������������������ �"�

 

En este contexto, se encaró el estudio de la actividad anticoagulante de A1 con el 

objetivo de dilucidar sus mecanismos de acción. Los mecanismos encontrados fueron: 

potenciación de los inhibidores fisiológicos de la coagulación antitrombina y cofactor II 

de la heparina, inhibición directa de Factor Xa e inhibición directa de trombina. En el 

último caso se realizaron análisis adicionales con el objetivo de profundizar la 

comprensión de la relación estructura)actividad. Esto fue posible gracias al detallado 
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estudio estructural del polisacárido, cuyos resultados se encuentran expuestos en la 1° 

Parte)A de esta tesis. Muchos trabajos destacan la importancia de analizar las relaciones 

entre estructura y actividad (Pereira et al., 2002; Melo et al., 2004; Becker et al., 2007; 

Fonseca et al., 2009). La combinación del análisis estructural con ensayos de actividad 

anticoagulante es un enfoque fundamental en este campo. 

 

La prolongación del TTPA observada sugiere un efecto inhibitorio sobre la vía 

intrínseca y/o común de la coagulación, mientras que el Tiempo de Trombina 

fuertemente extendido indica inhibición de trombina (directa o mediada por AT y/o 

HCII) o algún impedimento en la polimerización de la fibrina. Con la idea de dilucidar, 

al menos en parte, cuál sería el mecanismo anticoagulante más probable en A1, se llevó 

a cabo el ensayo tipo TT usando fibrinógeno purificado en lugar de plasma. Este tipo de 

ensayo ya fue usado anteriormente para indagar el modo de acción de otros 

polisacáridos sulfatados con efecto anticoagulante (Shanmugam y Mody, 2000). En este 

caso también se observó una prolongación en el tiempo de coagulación, siendo éste el 

primer indicio de un posible mecanismo de inhibición directa sobre la actividad de la 

trombina, teniendo en cuenta que los inhibidores fisiológicos AT y HCII no estaban 

presentes en el ensayo. Los ensayos amidolíticos en ausencia de AT y HCII 

confirmaron esa posibilidad, ya que se obtuvo una importante disminución en la 

actividad residual de trombina con A1. La inhibición directa de trombina fue 

determinada experimentalmente tanto para la trombina humana como para la bovina, 

siendo el efecto considerablemente mayor en el último caso.  

 

Estos resultados se complementan con el análisis de simulación de la dinámica 

molecular. Para este análisis se trabajó con octasacáridos formados por unidades de 

arabinopiranosa en su forma más abundante (
4
�1) disulfatadas y sin sulfatar ([L)

Ara�2,4S)(1→3))L)Ara�2,4S]4 y [L)Ara��(1→3))L)Ara�]4, respectivamente). Ambas 

trombinas, humana y bovina, fueron modeladas sin complejar, y complejadas con cada 

uno de los octasacáridos en los exositios 1 y 2 de la enzima.  

 

En el caso del exositio 1, la unión con los oligosacáridos de arabinosa no produce 

modificaciones significativas en la estructura de la enzima. Respecto del exositio 2, los 

oligosacáridos adoptan un arreglo espacial sobre la superficie de la trombina similar a lo 

observado con la heparina (Li et al., 2004). La unión del octasacárido con unidades 
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disulfatadas al exositio 2 de ambas enzimas (TH y TB) afecta la flexibilidad de varias 

regiones de la proteína. En particular, la región entre los residuos 66 y 77, cercana al 

sitio activo, ve aumentada su flexibilidad. Como consecuencia de esto, aumenta la 

distancia ente los grupos laterales de los residuos His 57 y Asp 102 de la tríada 

catalítica. El sitio activo de la trombina (y de otras serín proteasas como la elastasa y la 

quimotripsina) se conforma por plegamiento de la proteína e interacciones tipo puente 

de hidrógeno entre cadenas laterales. La tríada catalítica está compuesta por los residuos 

Asp 102, His 57 y Ser 195. La formación de un puente de hidrógeno entre el aspartato y 

la histidina induce a esta última a tomar un protón de la serina (%�&���� '(). De este 

modo un grupo normalmente no reactivo (el CH2OH de la serina) se torna activo, con la 

posibilidad de formar un enlace covalente con el sustrato de la enzima e hidrolizar un 

enlace peptídico. 

 

 

%�&����'() Tríada catalítica de la trombina. La formación de un puente de hidrógeno ente el 

aspartato 102 y la histidina 57 provoca la activación de la serina 195.  

 

Se observó entonces que el arabinano produce una alteración de la tríada catalítica del 

sitio activo, y que dicho efecto es de mayor magnitud en la trombina bovina que en la 

humana. Esta alteración de la geometría del sitio activo, vía interacción con el exositio 

2, podría explicar la disminución de la actividad enzimática sobre el fibrinógeno y sobre 

el sustrato cromogénico observada en los ensayos globales de coagulación y 

amidolíticos, y atribuida a un mecanismo de inhibición directa de la trombina. Estos 

resultados van en sentido contrario a lo planteado por Shanmugam y Mody (2000), 

quienes sostienen que en los casos en los que se ha detectado cierto grado de inhibición 

directa de la trombina por polisacáridos sulfatados, ésta se debería a que los polímeros 

ocupan el sitio de unión al fibrinógeno (es decir, el exositio 1), dificultando la acción de 

la trombina que lo convierte en fibrina. Por otro lado, un mecanismo de inhibición no 



2° Parte Discusión y Conclusiones 

 190 

competitivo como el aquí planteado explica además que no se alcance la inhibición total 

de la actividad de la enzima, tal como se observa en los resultados de los ensayos 

amidolíticos.  

 

� �������$ ������� �)������������"�

 

No obstante el mayor efecto observado sobre la trombina bovina,  la interacción ente el 

arabinano sulfatado y la trombina humana fue estudiada en mayor detalle debido a su 

potencial interés para la salud humana. 

. 

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas mostró la formación 

de un complejo estable entre A1 y la trombina humana, al menos en las condiciones 

experimentales usadas, al observarse cambios en los patrones de migración del 

polisacárido y la proteína. Al incubar ambos compuestos, se visualizó una banda que los 

contiene a ambos, lo que puede apreciarse gracias a la tinción en paralelo con azul de��)

Toluidina y azul de Coomasie. Por el contrario, cuando la electroforesis se realizó en 

condiciones desnaturalizantes (SDS)PAGE) no se visualizó la banda correspondiente al 

complejo. Estos resultados sugieren la formación de un complejo A1)TH por medio de 

interacciones que lo estabilizan y permiten su observación en PAGE nativo. Sin 

embargo, estas interacciones no serían lo suficientemente fuertes como para resistir las 

condiciones del SDS)PAGE, como sí lo podrían hacer enlaces covalentes entre ambas 

moléculas.  

 

Adicionalmente, la unión de A1 a la trombina humana fue evaluada por los cambios en 

sus espectros de fluorescencia intrínseca. El agregado del ligando (A1) indujo un 

corrimiento y un incremento en la emisión de la enzima. Se calculó una Kd de 17 ± 3 

�M a partir de un modelo de unión cooperativo. Finalmente, el espectro de dicroísmo 

circular del complejo A1)TH sugiere que la unión del ligando induce un pequeño 

cambio conformacional en la enzima, aunque en rigor no puede descartarse la 

posibilidad de que las diferencias observadas podrían deberse a cambios en el 

polisacárido debidos a la unión con la enzima.  

 

Se ha reportado anteriormente inhibición directa de trombina para otros polisacáridos 

sulfatados de algas: fucanos muy ramificados de algas pardas (Pereira et al., 1999), 
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ulvanos de  �������
	������ (Mao et al., 2006) y galactanos y proteoglicanos de otras 

especies de �������(Matsubara et al., 2000; 2001). En estos casos, sin embargo, no hay 

disponible información detallada acerca de los mecanismos de acción a nivel molecular. 

Los inhibidores directos de trombina (DTIs, por sus siglas en inglés) actualmente 

disponibles bloquean la interacción de la enzima con sus sustratos uniéndose al sitio 

activo y el exositio 1 (DTIs bivalentes) o sólo al sitio activo (DTIs univalentes) 

(DiNisio, 2005). Por otro lado, la heparina interactúa con el exositio 2 de la trombina, 

pero sólo es capaz de inhibirla mediante un mecanismo dependiente de AT, mientras 

que el dermatán sulfato potencia al HCII sin necesidad de unirse a la trombina. El 

arabinano sulfatado de ������������ parece actuar por otro mecanismo en su inhibición 

directa de la trombina, generando modificaciones en el sitio activo a través de 

interacciones con el exositio 2.  

 

%������*�"�

�

En ensayos con sustrato cromogénico S)2222 (y sin los inhibidores AT y HCII) se 

observó que en presencia de A1 el Factor Xa también ve disminuida su actividad 

amidolítica, en forma dependiente de la concentración. De modo similar a lo observado 

en el caso de la trombina y el sustrato S)2238, no se alcanza la inhibición total de la 

actividad de la enzima con concentraciones mayores de A1. Esto sugiere que en este 

caso también podría tratarse de un mecanismo de inhibición no competitivo. El FXa 

está compuesto por dos cadenas unidas por un puente disulfuro (Kamata et al., 1998) y 

desempeña un rol clave en la regulación de la generación de trombina: de acuerdo al 

modelo tradicional de la cascada de coagulación, en él convergen las vías extrínseca e 

intrínseca y se inicia la vía común. La activación de una molécula de FX tiene como 

resultado el surgimiento de mil moléculas de trombina (Ansell, 2007). Esto explica el 

potencial y atractivo del FXa como blanco para anticoagulantes específicos, en una 

estrategia de desarrollo de drogas que ha demostrado ser efectiva y segura (Pinto et al., 

2010). Los inhibidores de FXa de aplicación parenteral (como el fondaparinux, %�&����

'+, que es un pentasacárido sulfatado, y otros compuestos similares) actúan mediante 

potenciación de AT. Al igual que sucede en el caso de la trombina, el desarrollo de 

inhibidores directos permitiría superar limitaciones relacionadas con la dependencia de 

los inhibidores fisiológicos que no son efectivos contra el FXa unido al complejo 

protrombinasa ni contra la trombina unida a fibrinógeno.  
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%�&����'+)�Estructura del fondaparinux 

 

Algunos polisacáridos sulfatados de algas y otros organismos producen inhibición del 

FXa mediante potenciación de AT, generalmente en combinación con otros mecanismos 

anticoagulantes: un galactano del alga roja ��������� ���
���, fucoidanos de� algas 

pardas, ulvanos y ramnanos de algas verdes (Ciancia et al., 2010) un proteoglicano de 

������� ���	���� (Jurd et al., 1995), galactanos y fucanos de invertebrados marinos 

(Pereira et al, 2002).  

 

El sitio de unión al sustrato del FXa está determinado por los subsitios S1 y S4 y sus 

residuos vecinos. Los ligandos que más fuertemente se unen a esta enzima lo hacen 

interactuando con ambos subsitios (Pinto et al., 2010). El carácter hidrofóbico de S1 y 

S4 sugiere que la inhibición directa que provoca el arabinano fuertemente negativo 

debería involucrar otro tipo de interacciones con otros fragmentos de la enzima, que 

probablemente originen modificaciones en el sitio activo. La estructura terciaria del FXa 

es sensible a interacciones alostéricas inter) e intradominio, y la conformación de su 

sitio activo puede verse alterada por cambios estructurales que se producen en otros 

dominios, (Husten et al., 1987). En el caso del inhibidor directo DX)9065a (sintético, de 

bajo peso molecular), Brandstetter y colaboradores (1996) encontraron que la formación 

del complejo con FXa involucra interacciones hidrofóbicas y electrostáticas que se ven 

acompañadas por cambios de conformación locales en el sitio activo. Por otro lado, en 

la cadena liviana del FXa se ubica el dominio Gla, una zona de modificaciones post)

traduccionales que media la unión al fosfolípido de membrana cargado negativamente 

(necesaria para la formación del complejo protrombinasa), en presencia de iones de 

calcio (Kamata et al., 1998).  

�
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,��� �����$ ����� �������� �������������������#����� �"�

 

Además de la inhibición directa de trombina y Factor Xa, se encontró potenciación de 

los inhibidores fisiológicos AT y HCII, en ensayos amidolíticos con trombina como 

enzima proteolítica. La potenciación de AT parece depender del peso molecular y/o el 

contenido de sulfato, mientras que en el caso del HCII lo hace de la densidad de cargas 

(Shanmugam y Mody, 2000). La importancia relativa de estos efectos de A1�no pudo 

ser claramente establecida, dado que en ambos casos los mecanismos de inhibición 

directa y mediada estarían actuando juntos en los ensayos amidolíticos.  

 

La heparina ejerce su acción por medio de dos mecanismos: produce la activación 

conformacional de la AT gracias a una secuencia específica de cinco unidades  y en 

segundo lugar hace de puente entre la AT la trombina (Streusand et al., 1995). Este 

último mecanismo no depende de una determinada secuencia sino de la estructura 

tridimensional y el volumen de la cadena. Para un galactano sulfatado de algas rojas se 

propuso que la potenciación de AT se daría por un mecanismo del tipo del segundo 

descrito, ya que no se observan cambios en el espectro de fluorescencia de la AT al 

agregar el polisacárido, como ocurriría de estar actuando el mecanismo de activación 

conformacional (Pereira et al., 2002). 

 

-�����$ �����������)����!�����

 

Con el objetivo de indagar en la relación entre estructura y actividad, se compararon los 

resultados de los ensayos de TTPA y TT realizados con A1, A2 y A1D (.�����(). Estos 

ensayos mostraron, en primera instancia, que los arabinanos menos sulfatados son 

menos activos. Sin embargo, A2 no sólo tiene un menor contenido total de sulfato, si no 

que en su patrón de sulfatación predominan las unidades monosulfatadas en C)4 (y no 

las disulfatadas en C)2 y C)4 como en el arabinano 1). Su menor actividad, por lo tanto, 

estaría relacionada con esta característica estructural, teniendo en cuenta que el análisis 

de la unión carbohidrato)enzima mostró que las interacciones más fuertes con el 

exositio 2 se producen a través de los grupos sulfatos en posición C)2. En cuanto a 

A1D, la interacción con la trombina resultaría demasiado débil como para producir 

cambios en la actividad de la enzima. Estas diferencias podrían vincularse con las 

intensidades de la energía de interacción entre las moléculas de trombina y los distintos 
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polisacáridos y a las diferentes orientaciones que adoptan las cadenas de arabinano con 

unidades di), monosulfatadas y no sulfatadas en relación a la trombina. Se ha reportado 

previamente que la actividad anticoagulante del los polisacáridos no es consecuencia 

solamente del contenido de sulfato sino también del patrón de sulfatación (Melo et al., 

2004; Ciancia et al., 2010). Uchiyama y colaboradores (1990) mostraron que la 

sobresulfatación de la heparina no sólo no incrementaba su actividad sino que la 

disminuía notablemente, posiblemente debido a la presencia de grupos sulfato en 

posiciones que naturalmente no se encuentran sustituidas en la molécula original. La 

existencia de un par de grupos sulfato vecinos sobre unidades disulfatadas parece ser 

determinante para la actividad anticoagulante de estos polímeros (Ciancia et al., 2010). 

La potente actividad anticoagulante de un galactano sulfatado del alga roja �������������

������
����
� fue atribuida a la presencia de unidades sulfatadas en C)2 y C)3, que 

corresponden a un tercio del total (Farias et al., 2000). Pereira y colaboradores (2002) 

evaluaron la actividad de  una serie de fucanos de invertebrados marinos y encontraron 

que ésta se incrementaba a medida que aumentaba la proporción de unidades 

disulfatadas en las posiciones C)2 y  C)4. En el caso de estos fucanos, la actividad está 

mediada por AT, y los autores consideran que los residuos de fucosa sulfatados en C)2 

y C)4 son el  “motivo amplificador” del efecto observado. De modo similar, y teniendo 

en cuenta las diferencias observadas para A1 y A2, puede pensarse que las unidades de 

arabinopiranosa disulfatadas en C)2 y C)4 son las principales responsables de la 

actividad anticoagulante en este caso.  

 

Recientemente, Fonseca y colaboradores (2009) compararon la actividad de dos 

compuestos que comparten la misma unidad estructural de fucosa sulfatada en C)2 y C)

4 pero en diferente ubicación. Por un lado, un fucano sulfatado de PM >100 kDa donde 

dicha unidad es parte del tetrasacárido repetitivo de una cadena lineal con enlaces α)L)

(1→3), mientras que en el condroitín sulfato fucosilado (40 kDa) está en los extremos 

no reductores de cadenas laterales. Encontraron diferencias en los mecanismos por los 

cuales actúan, ya que el primer compuesto produce potenciación sobre AT y HCII, y el 

segundo sólo sobre HCII, además de presentar ambos un mecanismo no dependiente de 

los inhibidores fisiológicos de serín proteasas. Los requerimientos estructurales para 

esta actividad son estereoespecíficos, sostienen los autores, e involucran tanto a los 

enlaces como a la posición de los grupos sulfato. Mientras las unidades disulfatadas en 

C)2 y C)4 definirían la actividad mediada por AT, el grupo sulfato en posición 4 sería 
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responsable de la potenciación de HCII, y las unidades monosulfatadas en C)2 tendrían 

un efecto deletéreo (Fonseca et al., 2009). En el caso del arabinano sulfatado de �������

���������, aunque la presencia de unidades disulfatadas también parece ser 

determinante de la actividad, los grupos sulfato ubicados en C)2 serían los responsables 

de las principales interacciones con la trombina.  

 

Las interacciones entre polisacáridos sulfatados y proteínas ocurren a distintos niveles 

de especificidad (Mulloy, 2005). Pueden unirse inespecíficamente a través de sus zonas 

cargadas negativas y positivas en interacciones de poca significación fisiológica, o de 

modo muy específico a través de subestructuras de los polisacáridos que interactúan con 

proteínas particulares. Ejemplos de esto último serían el patrón de sustitución del 

dermatán sulfato que permite su unión al HCII, el pentasácarido de la heparina con alta 

afinidad por la AT y los fucanos que impiden la fecundación interespecífica en 

equinodermos marinos. Las diferencias en la estructura del polisacárido y el patrón de 

sulfatación determinan un cierto espaciado entre los grupos sulfato que es el adecuado 

para los intervalos entre residuos de aminoácidos básicos de una cierta proteína (Pereira 

et al., 2002). De este modo, las interacciones específicas polisacárido)proteína están 

determinadas por la complementariedad superficial y de cargas entre ambas moléculas 

(Raman et al., 2003). Por último, un grado intermedio de especificidad se ha encontrado 

en el heparán sulfato, un glicosaminoglicano presente en superficies celulares, sobre el 

cual distintos patrones de sulfatación tridimensionales (y no de secuencia) determinan 

afinidades variables hacia distintos factores de crecimiento y morfógenos (Mulloy, 

2005).  

 

La mayor parte de las actividades biológicas de los polisacáridos sulfatados se inicia 

con la formación de un complejo proteína)polisacárido a través de interacciones 

electrostáticas no específicas (Olson et al., 1991) entre zonas con grupos cargados 

negativamente en el polisacárido y zonas con aminoácidos básicos en la proteína 

(Margalit et al., 1993). Una vez comenzada la interacción, ambas zonas de unión se 

reordenan de forma tal que los grupos que interactúan encuentren la disposición 

adecuada. De este modo, las disposiciones espaciales óptimas son alcanzadas mediante 

adaptaciones conformacionales mutuas entre las moléculas de ambos compuestos. 

Respecto del polisacárido, las adaptaciones pueden consistir en cambios en la 

configuración de los ciclos y/o en los ángulos de torsión de los enlaces glicosídicos. 
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Esto incluye la formación de pliegues en la cadena de oligo o polisacárido que 

aumentan la complementariedad superficial con la zona de unión sobre la proteína; esto 

se observó, por ejemplo, para la unión de oligosacáridos derivados de la heparina a la 

antitrombina (Raman et al., 2003). Finalmente, el complejo es estabilizado mediante 

interacciones de rango corto: puentes de hidrógeno, fuerzas de van der Waals e 

interacciones hidrofóbicas (Raman et al., 2003). En el caso de A1, la presencia de 

grandes cantidades de grupos sulfato y un esqueleto de carbohidratos con unidades 

estructurales capaces de adoptar conformaciones óptimas para posicionarse e interactuar 

con los grupos básicos de proteínas sugiere la existencia de sitios de unión a proteína y 

posibilita su actividad biológica.  

 

Tanto la naturaleza de los enlaces glicosídicos como el patrón de sulfatación influyen en 

la conformación de los compuestos (y de las unidades que los forman, en primera 

instancia), no sólo por la posición que ocupan los sustituyentes sino según se dispongan 

éstos en forma axial (a) o ecuatorial (e). Polisacáridos de pared como los glucanos y 

xilanos poseen enlaces β)(1e→4e) y unidades en forma de silla 
4
C1 que determinan una 

conformación tipo cinta, mientras que aquellos con enlaces β)(1e→3e) entre galactosa o 

glucosa y α)(1a→3e) entre glucosa se disponen como hélices (Ciancia et al., 2010). De 

este modo, estos polímeros se comportan como moléculas ordenadas, cuya forma 

extendida facilita la exposición de zonas de unión y el contacto con otras 

macromoléculas. A diferencia de ellos, los glucanos con uniones β)(1→2) o β)(1→6) 

tienen una mayor libertad de rotación alrededor de sus enlaces, lo que dificulta que 

adopten disposiciones ordenadas, aunque la presencia de grupos sulfato puede hacer que 

estas moléculas se extiendan debido a la repulsión entre las cargas. En el arabinano 

sulfatado de �����������������tanto la silla de forma 
4
C1 (enlace β)(1a→3e)) como la 

1
C4 (enlace β)(1e→3a)) de las unidades predominantes disulfatadas en C)2 y C)4, tienen 

un grupo sulfato en posición axial y uno en posición ecuatorial (%�&����'/), por lo cual 

son similares en términos de energía, y se encuentran en equilibrio. Por el contrario, las 

unidades sin sustituir o monosulfatadas ven desplazado ese equilibrio hacia la forma 

4
C1. 
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%�&���� '/)� Equilibrio entre las conformaciones 
4
C1 y 

1
C4 de la α)L)arabinopiranosa 

disulfatada en C)2 y C)4. 

 

Como resultado, la cadena de L)arabinano sulfatado unido por enlaces β)(1→3) 

adoptaría una conformación tipo hélice, extendida a causa de la repulsión entre los 

sulfatos y donde la flexibilidad del enlace estaría restringida por los grupos sulfato 

ecuatoriales adyacentes a la unión y los grupos sulfato axiales adyacentes al oxígeno 

glicosídico. Esta forma posibilitaría las interacciones involucradas en los mecanismos 

de actividad anticoagulante descriptos para el polímero. 

 

,��������!�"�

 

El mecanismo de inhibición directa de trombina propuesto en esta tesis para A1 (es 

decir, interacción con el exositio 2 que altera el sitio activo sin mediación de AT) resulta 

novedoso y podría ser de interés en el contexto del desarrollo de nuevas drogas y 

estrategias antitrombóticas que tienen a la trombina como blanco. Lo mismo puede 

decirse acerca de la potenciación de AT y HCII y la inhibición directa de FXa. La 

profundización en el estudio de estos mecanismos podría aportar resultados interesantes 

en el marco de la comprensión de las relaciones entre estructura y actividad.  
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�El alga verde marina ��������	
����
� sintetiza paredes celulares complejas formadas 

por una porción fibrilar y una matriz de polisacáridos sulfatados. La localización �
����� 

de los componentes reveló una estructura tipo sándwich, con dos capas fibrilares (donde 

también se encuentran HRGPs) que encierran una zona central donde se concentran los 

polisacáridos sulfatados.  

 

+La porción fibrilar de la pared está formada por un β+(1→4)+D+manano lineal insoluble 

en agua. 

 

+Los principales polisacáridos sulfatados son: 

 +galactanos similares a los de otras especies del género: ramificados, sustituidos 

con grupos sulfato y ácido pirúvico, con un esqueleto básico formado por unidades β+

(1→3)+D+Gal�.  

 +arabinanos lineales altamente sulfatados (en las posiciones C+2 y/o C+4), con 

unidades β+(1→3)+L+Ara���Se trata del primer reporte de un polisacárido  formado por 

unidades  de arabinosa en forma piranósica. 

 

+ Se aisló además, con bajo rendimiento, un manano con grado intermedio de 

sulfatación cuya estructura básica es la misma que en el caso del manano fibrilar, 

aunque se encuentran grupos sulfato en posición C+2 en algunas de las unidades Man�. 

Se propone para este polímero un rol de interfase entre la porción fibrilar neutra y la 

matriz sulfatada de la pared. 

 

+Se detectó la presencia de glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) del tipo 

arabinogalactano proteínas y extensinas. Estas glicoproteínas se ubican en las capas 

externa e interna que delimitan la zona central de la matriz de la pared. 

 

+Se analizó la variabiliad geográfica y temporal de los componentes de la pared celular 

de ����	
����
�: 

              +El análisis de las muestras tomadas en el mismo momento del año en 

las tres localidades  (La Farola, San Antonio Oeste y Bahía Arredondo) mostró que el 
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contenido relativo de arabinosa aumenta en sentido norte+sur, mientras que el de 

manosa lo hace en sentido contrario, aunque en menor medida. 

                          +El análisis de la variabilidad temporal en las muestras de La Farola 

indicó que si bien hay diferencias significativas en las cantidades relativas de cada 

polisacárido, el nivel de sulfatación total de la pared se mantiene constante. 

 

+Esto sugiere la existencia de mecanismos complejos de regulación del nivel de 

sulfatación, remarcando la importancia de esta característica como adaptación al 

ambiente marino. 

 

+En cuanto a la metodología usada, la caracterización química y el análisis por FTIR 

acoplado a Análisis de Componentes Principales dan información diferente y 

complementaria sobre la pared celular. Mientras la composición de monosacáridos da la 

proporción relativa de los polisacáridos presentes, el análisis basado en IR da idea del 

grado relativo de sulfatación de cada uno de ellos. 

 

+La combinación del análisis químico con la espectroscopía infrarroja asociada a 

técnicas estadísticas de compresión constituye un enfoque valioso para el estudio de 

variaciones espacio+temporales en los componentes de las paredes celulares. 

 

+El arabinano piranósico altamente sulfatado (A1) mostró una importante actividad 

anticoagulante a través de cuatro mecanismos, en forma dependiente de la 

concentración: inhibición directa de trombina, inhibición directa de Factor Xa, 

potenciación de AT y potenciación de HCII. 

 

+La inhibición directa de trombina se relacionaría con cambios en la geometría de la 

tríada catalítica producidos por la unión del polisacárido al exositio 2 de la enzima. Los 

cambios en la geometría del sitio activo son mayores en el caso de la trombina bovina 

que en el de la humana. Esta diferencia se observó también en los porcentajes de 

inhibición alcanzados con ambas enzimas en los ensayos amidolíticos. 




�La actividad de A1 sobre la trombina se debe al alto grado de sulfatación por 

predominio de unidades disulfatadas, y particularmente a las interacciones establecidas 

por los grupos sulfato en posición C+2 sobre las unidades de arabinopiranosa.  
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