BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Polisacaridos del alga verde Codium
vermilara: estructura fina, su ensamble
en la pared celular. Actividad
anticoagulante de un arabinano
piranésico sulfatado

Fernandez, Paula Virginia

2012

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Fernandez, Paula Virginia. (2012). Polisacaridos del alga verde Codium vermilara: estructura
fina, su ensamble enla pared celular. Actividad anticoagulante de un arabinano piranésico
sulfatado. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Fernandez, Paula Virginia. "Polisacaridos del alga verde Codium vermilara: estructura fina, su
ensamble en la pared celular. Actividad anticoagulante de un arabinano piranésico sulfatado”.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2012.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

“PE* B,
o*° et
L)
FACULTAD .
;3

CIENCIAS EXACTAS
y Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Polisacaridos del alga verde Codium vermilara:
estructura fina, su ensamble en la pared celular.
Actividad anticoagulante de un arabinano piranosico

sulfatado.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el
area CIENCIAS BIOLOGICAS

Paula Virginia Ferniandez

Directores de tesis: Dra. Marina Ciancia
Dr. José Manuel Estevez

Consejera de Estudios: Dra. Viviana Confalonieri

Lugar de trabajo: CIHIDECAR-CONICET, Departamento de Quimica Organica-FCEN;
Cétedra de Biomoléculas-Departamento de Biologia Aplicada y Alimentos-FAUBA.

Buenos Aires, 2012.



Polisacaridos del alga verde Codium vermilara: Estructura fina, su ensamble en la

pared celular. Actividad anticoagulante de un arabinano piranésico sulfatado.

El alga verde cenocitica Codium vermilara desarrolla paredes celulares complejas, con
una fase fibrilar compuesta por f-(1—4)-D-mananos que se ubican en una capa exterior
y una interior de similar espesor, y una matriz central de polisacaridos sulfatados,
incluyendo un arabinano y un galactano como componentes principales, y en menor
medida un B-(1—4)-D-manano sulfatado que podria actuar como interfase con la parte
neutra de la pared). El galactano es similar a los sintetizados por otras especies del
género. Tienen enlaces B-D-(1—3), grupos sulfato en C-4 y C-6 y acetales de acido
piravico en C-3 y C-4. El arabinano, altamente sulfatado y con uniones B-L-(1—3),
constituye el primer reporte de un polisacarido 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 presentd una importante actividad anticoagulante a través de al
menos cuatro mecanismos: potenciacion de antitrombina y de cofactor II de la heparina
e inhibicion directa de Factor Xa y de trombina. La inhibicién directa de trombina
involucra un mecanismo novedoso, donde la unién del polisacarido al exositio 2 de la

enzima provoca cambios en la geometria de su triada catalitica.

Palabras clave: pared celular, alga verde, Codium vermilara, polisacaridos sulfatados,
arabinano, galactano, manano, FTIR-Andlisis de Componentes Principales, actividad

anticoagulante, inhibicion directa de trombina.



Polysaccharides from green seaweed Codium vermilara: Fine structure, its
arrangement in the cell wall. Anticoagulant activity of a pyranosic sulfated

arabinan.

Coencocytic green seaweed Codium vermilara develops complex cell walls, with a
fibrillar phase composed by B-(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 f-
(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 Codium species. They present -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 B-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.

Key words: cell wall, Codium vermilara, sulfated polysaccharides, arabinan, galactan,
mannan, FTIR-Principal Component Analysis, anticoagulant activity, direct inhibition

of thrombin.
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Introduccion general

Este trabajo de Tesis se centra en la caracterizacion de las paredes celulares de
macroalgas verdes marinas de la especie Codium vermilara, que crece sobre costas
rocosas en aguas argentinas y de otras regiones templadas.

La 1° Parte se subdivide en:

A) Pared celular de Codium vermilara. Estructura y componentes: se describe el

fraccionamiento y purificacion de los componentes principales de la pared (manano
fibrilar y polisacaridos sulfatados de matriz celular: galactano, arabinano y manano) y
su caracterizacion quimica. Ademas, se presenta la localizacion in situ y el ensamble de
esos componentes en la estructura de la pared. La metodologia utilizada incluye:
técnicas cromatograficas (intercambio ionico, gaseosa), precipitacion con KCl,
determinaciones quimicas colorimétricas, espectroscopia de masa y FTIR, tratamientos
enzimaticos, microscopia Optica y confocal con técnicas histoquimicas y de

inmunomarcacion y mapeo por microespectroscopia SR-FTIR, entre otras.

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

la variabilidad geografica 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 afios. La metodologia involucrada en esta parte incluye
determinaciones quimicas y espectroscopia FTIR asociada a técnicas estadisticas de

compresion de datos (Analisis de Componentes Principales).

La 2° Parte: Actividad anticoagulante de un polisacarido sulfatado de Codium vermilara

describe la importante actividad anticoagulante del arabinano altamente sulfatado
obtenido de las paredes celulares de C. vermilara. Se evalud su actividad mediante
pruebas globales de coagulacion, para luego ahondar en sus mecanismos de accidon y la
interaccion con distintas proteinas que forman parte de dicho proceso. Esto se realizo
mediante ensayos amidoliticos, electroforesis en geles de poliacrilamida, espectroscopia

de dicroismo circular y de fluorescencia y simulacion de la dindmica molecular.
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Abreviaturas, siglas y expresiones utilizadas en esta parte:

Ara: arabinosa

Man: manosa

Gal: galactosa

Ram: ramnosa

Fuc: fucosa

Glc: glucosa

Xil: xilosa

AT: azlcares totales

AT:SOsNa : relacion molar entre azucares totales y sulfato expresado como SO3;Na
Gal:Ara: relacion molar entre galactosa y arabinosa

HRGP: glicoproteina rica en hidroxiprolina

AGP: arabinogalactano proteina

IR: infrarrojo

FTIR: espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
DEAE: dietil amino etil

RMN: resonancia magnética nuclear

PCA: analisis de componentes principales

PC1: componente principal Nro 1

PC2: componente principal Nro 2

MWCO: corte de peso molecular

Al: arabinano sulfatado del extracto acuoso a temperatura ambiente de Codium
vermilara

A1D: arabinano A1 desulfatado

A2: arabinano sulfatado del extracto acuoso a 90° C de Codium vermilara
G1: galactano sulfatado de Codium vermilara

G1D: galactano G1 desulfatado

M: manano fibrilar de Codium vermilara

MS: manano sulfatado de Codium vermilara

PS: polisacérido sulfatado

BA: Bahia Arredondo

SAO: San Antonio Oeste

LF: La Farola



DE: desvio estandar

ST: sulfotransferasa

SH: sulfohidrolasa

GT: glicosiltransferasa

GAG: glicosaminoglicano

CesA: celulosa sintasa

Csl: enzima tipo celulosa sintasa

CAZy: enzimas activas hacia carbohidratos
UDP: uridin difosfato

UDP-GIcA: uridin difosfato-acido glucurénico
UDP-Xil: uridin difosfato-xilosa
UDP-Arap: uridin difosfato-arabinopiranosa
UDP-Araf: uridin difosfato-arabinofuranosa
PAPS: 3’-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato
HG: homogalacturonano

RGI: ramnogalacturonano de tipo I

RGII: ramnogalacturonano de tipo II

TFA: 4cido trifluoroacético

MMB: complejo metilmorfolina borano
DMSO: dimetil sulfoxido

FID: detector de ionizacion de llama

SDS: dodecil sulfato de sodio

CW: blanco de calcofluor
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Capitulo 1 - Pared celular.

1.1. Generalidades: estructura y funciones, aspectos evolutivos

La pared celular es una estructura sumamente compleja y dinamica (Somerville et al.,
2004; Figura 1). Sus principales funciones, las mas reconocidas y estudiadas
tradicionalmente, son el dar forma y sostén a las células, determinando asi los distintos
tipos celulares que conforman tejidos y organos (Keegstra, 2010), y en parte también la
morfologia del organismo. A través de la pared, las células vegetales son capaces de
afrontar las fuerzas de gravedad, tension y compresion, asi como la presion osmotica
proveniente de su propio interior (Burton et al., 2010). Otros aspectos de su funcién
estructural se relacionan con la adhesion celular y la porosidad o permeabilidad de las
células. En algunos casos constituye ademas una fuente de energia metabolizable, y ha
sido relacionada con numerosos procesos como la proteccion ante patdgenos,
reconocimiento, sefializacion (generalmente asociado a la pérdida de integridad de la
pared), crecimiento y morfogénesis (Pilling y Héfte, 2003; Somerville et al., 2004;
Cosgrove, 2005; Burton et al., 2010; Keegstra, 2010). Se cree que las paredes celulares
de eucariotas habrian 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 polisacaridos, junto con
glicoproteinas y lignina (Somerville et al., 2004). Si bien suelen distinguirse dos tipos
de paredes (primaria y secundaria) la variabilidad en la composicion entre tipos
celulares es tal que entre estos extremos existe un continuo de paredes especializadas
(Keegstra, 2010), y en la practica es dificil establecer cuando se pasa de un tipo de pared
al otro (Burton et al., 2010). En términos generales, la pared primaria de las plantas
superiores esta formada por una estructura fibrilar de celulosa embebida en una matriz
de polisacaridos que combina hemicelulosas y pectinas; mientras que la lignina es el
polimero que caracteriza a las paredes secundarias, junto con grandes cantidades de
celulosa. La pared primaria se encuentra en células en expansion (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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Figura 1- Modelo molecular a escala de la pared celular de una hoja de Arabidopsis. La
cantidad de cada polimero se basa en su razon 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.

1.2. Aspectos quimicos de la pared celular

La celulosa, componente comtin a la pared de la mayoria de las plantas, consiste en
acadenas lineales de B-D-(1—4)-glucanos que forman microfibrillas estableciendo
interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno inter e intramoleculares. Si bien la
estructura quimica 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 celuldsicos de la pared (es decir, hemicelulosas y

pectinas) son estructuralmente mas complejos y presentan una gran heterogeneidad a
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diferentes niveles (6rgano, tejido, célula, molécula). Esta variabilidad estructural se
vincula con una diversidad en las paredes celulares que es también evolutiva y
ambiental, y esta intimamente 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 quimicas
para alcanzar las propiedades fisico-quimicas requeridas por la matriz de la pared para
cumplir sus funciones. Estas estrategias consisten principalmente en la introduccion de
cierta “irregularidad controlada” sobre estructuras de polisacaridos regulares, con el fin
de evitar su tendencia a la agregacion. De este modo, con el agregado de mono u
oligosacaridos 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 unién a través de interacciones intermoleculares
localizadas. Esto permite la formacion de geles, es decir redes tridimensionales de
polisacaridos con segmentos libres en solucion 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 solo parcialmente conocidos. En general, se cree que involucran enzimas,
llamadas glicosiltransferasas (GT), que suman residuos glicosilo a partir de los
correspondientes donores azucar-nucledtido a una cadena polimérica en elongacion
(Burton et al., 2010). Las GT se han clasificado en la base de datos CAZY
(Carbohydrate active enzimes, 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 cellulose synthase), responsables de
la sintesis de celulosa en la membrana plasmatica. 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
(glucan synthase like) responsables de la sintesis de calosa (un B-(1—3)-glucano)
también actiian en la membrana plasmatica. Por otro lado, la superfamilia Csl (por
cellulose synthase like) agrupan las subfamilias de genes que codifican GT involucradas
en la sintesis de los esqueletos de polisacaridos no celulosicos, que a diferencia de la
celulosa se producen en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. Algunas de

estas subfamilias son comunes a todas las plantas, mientras que otras s6lo se encuentran
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en ciertos grupos (Lerouxel et al.,, 2006). La subfamilia CSLA se relaciona con la
sintesis de mananos y glucomananos y CSLC lo hace con los xiloglucanos, mientras
que en el caso de CSLF y mas recientemente CSLH (Doblin et al., 2009), se las vincula
con los B-(1—3)/B-(1—4) glucanos caracteristicos de las gramineas. 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 ultimo, otro tipo de GT serian las
responsables de la sintesis de pectinas, asi como de agregar mono- u oligosacaridos
como sustituyentes de las cadenas principales (Burton et al., 2010). Algunos aspectos
clave del proceso de biosintesis de los polisacaridos de pared celular son aun
desconocidos, como por ejemplo los mecanismos de iniciaciéon y terminacion de la
sintesis de una cadena, el rol de las hidrolasas que se encuentran presentes en sitios
donde al mismo tiempo hay sintesis y deposicion de polisacaridos de pared, o qué tan
precisa es la adicion de sustituyentes sobre el esqueleto de un polimero ramificado

(Burton et al., 2010).

Las hemicelulosas, también llamadas glicanos de entrecruzamiento, son un grupo
heterogéneo de polisacaridos no cristalinos, con una estructura basica del tipo B-(1—4).
Se trata de polisacaridos que se extraen de la pared en medio alcalino, de menor peso
molecular que la celulosa y alto grado de ramificacion, que establecen puentes de
hidrégeno con las microfibrillas de celulosa, manteniéndolas unidas entre si. Las
principales hemicelulosas son los xiloglucanos (en dicotiledoneas y gimnospermas),
glucuronoarabinoxilanos (principalmente en gramineas, aunque también en
dicotiledoneas), B-(1—3)/B-(1—4)-glucanos (caracteristicos de gramineas) y

galactomananos (en semillas de leguminosas).

Las pectinas incluyen polisacaridos muy ramificados y con la posibilidad de hidratarse
gracias a la presencia de cargas negativas, aportadas por cantidades variables de acido
a-D-galacturdnico. Se extraen de la pared con agua a alta temperatura o con agentes
quelantes de Ca'™", y regulan la porosidad, el balance idnico y el pH de la pared, asi
como la adhesion entre células, dada su abundancia en la lamina media. Ademas se las
relaciona con procesos de reconocimiento y deteccion de agentes patdgenos y
simbiontes. El componente mas simple y abundante de las pectinas es el
homogalacturonano (HG), polimero lineal de 4acido a-D-galacturdnico unido por enlaces

(1—4). El ramnogalacturonano I (RGI) consiste en una repeticion del disacarido [—4)-

11
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a-D-GalA-(1—-2)-a-L-Rha-(1—], con ramificaciones de unidades de arabinosa y/o
galactosa sobre la ramnosa. El ramnogalacturanano II (RGII), componente minoritario y
mucho mas complejo, posee un esqueleto formado por unidades de a-D-(1—4)-GalA
al igual que HG, pero con patrones de sustitucion muy complejos que incluyen hasta 12
monosacaridos diferentes y 22 tipos de uniones glicosidicas (Harholt et al., 2010).
Ademas, suele estar presente como dimeros cuya formacion estd mediada por la
presencia de iones borato. RGII no ha sido detectado en algas verdes y parece ser una
innovacion 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 fisiologico en los distintos grupos de
organismos hasta las numerosas aplicaciones, actuales o potenciales, relacionadas con
sus componentes: biomasa para la produccion 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 producciéon de
hidrocoloides. En el caso de las algas marinas, se suma la posibilidad de obtener

compuestos bioactivos de variada aplicacion a partir de polisacéaridos sulfatados.

1.3. Pared celular de algas

Al igual que en las plantas y demds organismos que producen una pared celular, en las
algas esta estructura estd 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 aniénicos son
mas abundantes que los neutros (Kloareg y Quatrano, 1988). Sin embargo, esto no
parece ser valido en el caso de las paredes celulares del género Codium (o al menos en
las especies estudiadas por nuestro grupo de investigacion: C.vermilara 'y C.fragile). De
cualquier modo, resulta claro que los polisacaridos anionicos de la matriz
(principalmente sulfatados, aunque también carboxilados) deben cumplir algin rol

especifico de importancia relacionado con el entorno marino.

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

presentan la mayor diversidad en esta porcion de la pared, a nivel de subclase, género,
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especiec y también de generaciones, debido al fenémeno llamado “alternancia
bioquimica de generaciones”, por el cual las fases esporofitica y gametofitica de algunas
algas sintetizan paredes de composicion 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 mayoria de los grupos que producen polisacaridos tipo celulosa como
componente fibrilar de pared, su porcentaje es menor y su hidrdlisis da ademas otros
monosacaridos, 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 mas cristalinas (Cosgrove, 1997). Otros 6rdenes, como las
Caulerpales, sintetizan p-(1—3)-xilanos muy cristalinos. Por tltimo, las células adultas
de Codiales y Dasycladales producen -(1—4)-mananos. También las algas rojas tienen
como componentes fibrilares mananos y xilanos, mientras que en algas pardas so6lo se

encuentra celulosa.

En la matriz de las paredes celulares de las Rhodophyta predominan los galactanos
sulfatados (carragenanos o agar, segun la configuracion y naturaleza de los residuos y
enlaces), y en las algas pardas los fucanos y el alginato (que alterna unidades de acidos
manuronico y gulurénico). También en el caso de la matriz se encuentran numerosos
casos de diferencias bioquimicas en la pared entre las generaciones de una misma
especie. La fase amorfa de las algas verdes, compuesta por heteropolisacaridos
sulfatados ramificados con un rango de peso molecular de 10°-10°, 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 polisacaridos del género Codium se
ubican en este ultimo grupo. La Tabla 1 resume los resultados de los principales
trabajos que han encarado el estudio de los polisacaridos componentes de la pared
celular de algas del género Codium, realizando la caracterizacion estructural de los

mismos.

13



03 - 1°Parte-A Introduccién.doc

Tabda 1, Coroglerisciin estructurl de componentes presendes en exlrctos v meciones - de
pared celular de algas del géners Codlium

Especic - Beferencia

Procedimiento de obtencidn

Caracterlsticas quimicas

€ fragile
Live v Pencival, 1964

Extreccitn oo agua a T
amhiende ¥ S0° O tralamdenio
con a-Emitasl, cromategralia de

Arabicrikectune sulfataxla; Cialg
entazadkas por C-3, coen sulfnha en C-4 wo
Cofe . Angp con soffale e ©-20 0 093

irfercambio  idnico;  hidrddisis |- dcides arinicos ¥ proteinas.
Etida parcial,
L fragile Extraceddn  con capus  Iria Polisaciddo de bajo pese malocuksr, |-
Hika ef al., 2003 crvmatogmfin - de itercambio | Galp  parcialmente  sulfatada en O]
TS presencis di Arap v deido pladvico,
8 fraile Extraccion con agumn a 1007 5 | Galasciandg pinavilado parcinlmenbe
Cibdn et al,, T000 cromaoprafias de intercambio | sulfatado en C-4, oon unidsdes enbazndas
ion3cn y permeacion de gebes, par O3y ramificaciones - en O oon
unidndes de 3.4-Pir Galp
O fragile var, Extraccion con agua T ambicnse | Arabinogalactane silfatado pinovilade con
ropar-zelandioe ¥y B 5 cromalogmbin  de | wnidodes de  Galp ounidas por Os3
Clancin et al, 2007 |intercambio jonico. tammbidn por C-6; salfsio en C-4 v tambidn
e Csby; pirmmvato en C=3 ¥ Csd de unidsdesy
Gale  tormicales. Unddades  de  Arap
sul ftatlas en C=2win el pmbeina.'a
Extraccion  con agun & T | Similar @ O fFagife var novene-zelardiog

C wirmligra
Cinnecin et nl,, 20007

anibiente v S0 L

perd o mayores Gnlidales de anabinesa
ysulfatn

el R=te T
Rilan et al,, 2007

Extraccan con agua a T
ambiende;  cromstoprafla  de
tlercambia iGnsoe

Calackinn  pinvilado  sulistnds  oin
umidnges enlazadas pos C-3 ¥ ambién por
Uty =allaen e O ¢ Ca6; pirovaks en C=3
w C-4 de umidades de Galg terminales,

L ixdbrochadm
Fartss ot al.. 2008

Extrmccidn o pH 8 .y 60F O

dijestion pratenliticn;
precipllacion eon seelona;
gromatngmfin  de  intereambio
itnico.,

Galactane puruvilade sulfacsdo,  widsdes
enbgraidns  por C-30 sulfolo e O,
predominaniemente lineal, presencia de
unidndes enlnendas por C-6 con sulfute en
Lo, otras dHsulfstades oy C-4 v CH v
ferminades prruviladas en C=3 oy C4,

Adaptado de CRncia ot al., 2010

Capitulo 2 - Algas verdes

2.1. Caracteristicas generales

Segun Lewis y McCourt (2004) el término alga carece de sentido filogenético por si

mismo, y tanto este concepto general como el mas particular de alga verde son dificiles
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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 division Chlorophyta, por la presencia de clorofila a y b en cloroplastos
rodeados por una doble membrana y almidén como polisacarido de reserva, que se
almacena en plastidos. Estas dos caracterisicas son compartidas con las embriofitas
(McCourt, 1995). Se trata de uno de los grupos de eucariotas mas diverso desde el
punto de vista morfoldgico, incluyendo algas unicelulares flageladas o cocoides,
filamentosas simples o ramificadas y macroalgas de gran complejidad y tamafio. Se las
encuentra principalmente en aguas dulces, también en ambientes marinos, asi como en
suelos y formando parte de asociaciones simbidticas o como epifitas. Se estima que
abarca unas 10000 especies, agrupadas en 600 géneros. La clasificacion de las algas
verdes ha sido revisada siguiendo criterios morfologicos, bioquimicos y mas

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

Entre las algas verdes marinas bentdnicas, Boraso de Zaixso (2004) menciona sesenta y
siete especies que se encuentran en el litoral argentino, incluidas en las clases

Chlorophyceae y Ulvophyceae.

2.2. Orden Bryopsidales

El orden Bryopsidales (que también puede encontrarse descripto bajo los nombres de
Siphonales, Caulerpales o Codiales) retine algas con talos filamentosos cenociticos, es
decir, multinucleados. Los filamentos, que pueden ser fotosintéticos o no, contienen un
volumen de citoplasma sin subdivisiones, donde se encuentran gran cantidad de nucleos
y organelas. Ademas de Codium, otros géneros representativos del orden en nuestras

costas son Bryopsis, Derbesia y Lambia (Boraso de Zaixso, 2004).

2.2.1. El género Codium

El género Codium, con unas 150 especies, fue descrito originalmente por Stackhouse en
el afio 1797. Se caracteriza por talos multiaxiales formados por numerosos filamentos
cenociticos, con una médula incolora y una empalizada externa de ramas de crecimiento
determinado, o utriculos (Boraso de Zaixso, 2004). Estos talos pueden adquirir distintas

morfologias (erectos, cerebroides o pulvinados). Los gametofitos son dioicos, llevando
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sobre los utriculos gametangios fusiformes o cilindricos, en cuya base se forman
engrosamientos anulares de la pared. Producen meiogametas biflageladas, anisdgamas,
y la cigota se desarrolla directamente en un nuevo gametofito. En la Argentina, este
género esta representado por cuatro especies: C. vermilara, C. fragile, C .decorticatum

y C. subantarcticum.

Especies del género han sido usadas como modelo en estudios de fisiologia,
ecofisiologia y acumulacion de metales pesados (Trowbridge, 1998). Se lo considera
ademds un género con potencial como modelo en estudios de evolucion y especiacion
marina, debido a su amplia distribucion, en todo el mundo y en ambientes muy diversos
donde se lo encuentra en variadas formas (Verbruggen et al., 2007). En particular,
Codium fragile ssp tomentosoides ha sido foco de atencion en las ultimas dos décadas
debido a que se la considera la principal alga invasiva a nivel mundial, cuya dispersion

se vincula con actividades de acuicultura.

La sistematica del género, donde se reconocen dos subgéneros y cinco secciones, ha
sido revisada en varias ocasiones, en relacion a problemas de delimitacion 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

morfoldgicos.

En la especie Codium vermilara (Olivi) Chiaje los talos son erectos, ramificados hasta
ocho veces y mas pequefios que los de otras especies del género (hasta 16 cm). Los
utriculos, sin mucrén, presentan pelos de hasta 3 mm de largo (Figura 1). También
sobre los utriculos se desarrollan los gametangios fusiformes, generalmente uno por
utriculo (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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Figura 1- Izquierda: aspecto general de un talo de C. vermilara, de ~ 9 cm de longitud .

Derecha: utriculo del talo de C. vermilara. Escala: 150 um.

17



1° Parte-A Experimental

EXPERIMENTAL

18



1° Parte-A Experimental

Capitulo 3 - Estructura quimica de polisacaridos y glicoproteinas

Tanto la preparacion del material como las extracciones acuosas a temperatura ambiente
y a 90° C fueron realizadas por colaboradores del grupo de investigacion, anteriormente
al comienzo de este trabajo de Tesis. La informacion correspondiente a estos pasos se

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

3.1. Obtencion de los extractos y fraccionamiento de los polisacaridos de la pared

celular de Codium vermilara

3.1.1. Origen y preparacion del material

Talos de Codium vermilara fueron colectadas en San Antonio Oeste, Provincia de Rio
Negro, Argentina. El material se lavd con agua de mar y los epifitos presentes se
eliminaron mediante limpieza exhaustiva para evitar contaminacion. Algunos
ejemplares se depositaron en el herbario del Museo Bernardino Rivadavia, Ciudad

Autonoma de Buenos Aires (Argentina), bajo el nimero de coleccion 40466.

Las algas se secaron a temperatura ambiente y se molieron en un molinillo General
Electric 5SK438PG 16 SE, 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 balén de vidrio con paleta de acero
inoxidable. Posteriormente, se centrifugd durante 30 minutos a 10° C y 8000 g. La
fraccion soluble se descartd y se repitid la extraccion sobre el residuo utilizando 500 ml
de etanol. El precipitado asi obtenido se secod por intercambio de solventes. En primer
lugar se agreg6 acetona y se centrifugé durante 15 minutos (10° C, 8000 g). Se descarto
el sobrenadante y al residuo se agregd éter etilico, centrifugando en las mismas
condiciones, y llevando el nuevo residuo a desecador de vidrio durante 20 minutos. El
secado se repitio hasta lograr la eliminacion 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 —45° C, siendo éste el equipo utilizado en todos los casos mencionados a lo

largo de esta tesis.
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3.1.2. Obtencion de los extractos

3.1.2.1. Extraccion a temperatura ambiente

El residuo final de la extraccion con etanol se suspendié en agua destilada (20 g de
material en 1000 ml de H,O destilada) y se extrajo con agitacion continua en un balén
de vidrio con paleta de acero inoxidable, durante 18 horas a temperatura ambiente. Las
fracciones se separaron por centrifugacion (40 minutos, 5° C, 8000 g). El residuo (RV1)
se liofiliz6 y se pesod. Tras ser dializado, el sobrenadante (V1) se concentrd en un
evaporador rotatorio Biichi 10566 a presion reducida, con temperaturas del bafio de
agua inferiores a 45° C y liofiliz6. Se realizd6 una segunda extraccion siguiendo el
mismo protocolo, obteniéndose el extracto V2 y el residuo RV2. Durante la agitacion se
agregaron unas gotas de m-toluidina para evitar la contaminacion con microorganismos

que pudieran echar a perder el material.

3.1.2.2. Extraccion a 90 ° C

El residuo RV2 se disolvi6 en agua destilada (20 g de material en 1000 ml) y se agito
en forma continua durante 3 horas a 90° C. Luego de llevar a temperatura ambiente, se
centrifugd (25 minutos, 10° C, 8000 g) para separar la fraccion soluble (W1) vy el
residuo (RW1). Siguiendo este protocolo, se realizd una segunda extraccion con agua

caliente, obteniendo W2 y RW2.

3.1.3. Fraccionamiento de los polisacaridos

3.1.3.1. Cromatografia de intercambio ionico

Con el objetivo de fraccionar los polisacaridos presentes en los extractos V1
(temperatura ambiente) y W1 (90° C) se realizaron cromatografias en escala analitica y
preparativa, utilizando DEAE-Sephadex A-25 (Sigma-Aldrich). En el caso de la
cromatografia analitica, 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 concentracion creciente (0M-4M). La presencia de azlcares se
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verificé por el método de fenol-acido sulfurico. Las fracciones obtenidas se dializaron y
liofilizaron. Estas didlisis y todas las mencionadas a lo largo de esta tesis se realizaron
utilizando tubos de celulosa (Spectra/Por) seleccionando el diametro segun el volumen a
dializar. El corte de peso molecular empleado (MWCO) se detalla en cada caso (3500,
6000-8000 u otros). Las dialisis se efectuaron durante 48 horas en sistema abierto contra
agua corriente y 24 a 48 horas mas en sistema cerrado contra agua destilada, renovando

el agua dos o tres veces.

3.1.3.2. Precipitacion por agitacion 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
agregandose cloruro de potasio hasta alcanzar una concentracion de 0,1 M, con
agitacion magnética. Los agregados de KCl se repitieron llegando hasta una
concentracion de 2M. Después de cada aumento de la molaridad se mantuvo la
agitacion durante 3 a 4 horas, se tomo una alicuota de solucion, y se centrifugd para
observar si formaba un precipitado. En caso de obtenerse, el precipitado fue separado
para su posterior didlisis y liofilizacion, y con la solucion restante se continud el
procedimiento descripto. La solucion obtenida al final del proceso fue asimismo

dializada y liofilizada.

A modo de control, el mismo procedimiento se realizé remplazando el cloruro de
potasio por cloruro de sodio, para descartar la posibilidad de algln tipo de precipitacion

inespecifica.

3.1.4. Tratamientos enzimaticos

3.1.4.1. Tratamiento con a-amilasa

El tratamiento con a-amilasa se realizo en aquellos casos donde una fraccion presentaba
un alto contenido de glucosa y se presumia que dicho azucar correspondia a
polisacaridos de reserva (almidon, fundamentalmente) extraidos conjuntamente con los
polisacaridos estructurales. La muestra fue disuelta en buffer fosfato 0,1 M (pH 6,9) y la

enzima (a-amilasa tipo VI-B, origen: pancreas bovino; Sigma) se incorpord en tres
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agregados a lo largo de 24 horas de agitacion a temperatura ambiente. La cantidad de -
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-f-(1—4)-D-mananasa

3.1.4.2.1. Tratamiento enzimatico sobre el residuo final RW2

El residuo final de la secuencia extractiva de la pared de C. vermilara (RW2) fue
suspendido en buffer acetato 50mM pH 5,5 con la enzima endo-B-(1—4)-D-mananasa
(AN3358.2; Bauer et al., 2006) a 37° C durante una noche con agitaciéon continua. El
residuo tratado fue dializado (MWCO 6000-8000) y liofilizado.

3.1.4.2.1. Tratamiento enzimatico in situ

Secciones semifinas del alga fueron incubadas con endo-fB-(1—4)-D-mananasa
(AN3358.2; Bauer et al., 2006) tras remover la resina Paraplast. La incubacion se
realizd en buffer acetato 50 mM pH 5,5, a 37° C durante una noche. Como control se
incubaron los cortes con buffer sin enzima. Se recuperd la solucion de incubacion de 40
secciones, y la cantidad de manosa liberada por el tratamiento fue determinada por
derivatizacion de alditoles a acetatos y posterior cromatografia gaseosa como se
describe mas adelante (3.2.8.), y expresada como cantidad de manosa liberada por area
de la seccion (ng.mm?). El 4rea de las secciones se midio usando el software Image J

1.30.

3.2. Caracterizacion quimica

3.2.1. Determinacion del contenido total de hidratos de carbono

3.2.1.1. Método de fenol-acido sulfarico (Dubois et al., 1956)
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La muestra (2 mg) se disolvio en 5 ml de agua destilada. Se tomaron alicuotas de entre
50 y 150 pl, en tubos de ensayo, llevando a 0,5 ml con agua destilada. A cada alicuota
se agregaron 0,5 ml de solucion de fenol 5% y se mezcld. Se adicionaron en forma
rapida y por medio de un dispensaor 2,5 ml de acido sulftrico concentrado. Tras agitar
utilizando un mezclador de vortice y dejar que los tubos alcancen temperatura ambiente
se midi6 la absorbancia a 490 nm. Todas las determinaciones colorimétricas
mencionadas en esta tesis se llevaron a cabo en un espectrofotometro Spectronic 20D
(Milton Roy Company) empleando celdas de 1 cm de recorrido optico. La cantidad de
azlcar presente en la muestra se determind por referencia a una curva patron obtenida a

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

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

En un vial cilindrico de 5 ml en bafio de hielo, se colocaron 2,5 mg de muestra a los que
se adiciond 1 ml de 4cido sulfurico concentrado. El material se agitdé magnéticamente
durante 10 minutos. Luego se fue agregando gota a gota 1 ml de agua destilada,
manteniendo la agitacion y el bafio de hielo el tiempo necesario para lograr la disolucion
completa del material. Se trasvas6 a un matraz de 5 ml y se completd el volumen con
agua destilada. Se tomaron alicuotas de esta solucion (50-500 pl) y se cuantifico el

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

3.2.2. Determinacion del contenido de sulfato

3.2.2.1. Método de Dodgson y Price (1962)

Esta técnica requiere la preparacion 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
60-70° C y dejando reposar en heladera durante 6 horas al menos. Luego, se agregaron
200 mg de cloruro de bario (grado analitico), volviendo a heladera durante 3 horas

como minimo.

Entre 1 y 2 mg de muestra se hidrolizaron en 1 ml de &cido clorhidrico 1 M, a 110° C
durante 4 a 5 horas. Se tomaron alicuotas de 250 pl, se llevé a 0,5 ml con HC1 IM y a

esta solucién se sumaron 3,5 ml de TCA 30 % (p/v). Luego se agitd utilizando un
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mezclador de vortice. Se agregd 1 ml de cloruro de bario-gelatina, y luego de agitar
nuevamente se dejo a temperatura ambiente por 10 minutos. Se midié la absorbancia a
360 nm contra un blanco de 0,5 ml de HCI 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 determino por referencia a
una curva patron obtenida a partir de soluciones de sulfato de sodio anhidro en acido

clorhidrico 1M (40-400 pg/ml de SO,).

3.2.2.2. Cromatografia iénica isocratica

Alrededor de 1 mg de la muestra se hidroliz6 en TFA 2M durante 2 horas a 120° C. El
contenido de sulfato se determind por cromatografia idnica isocratica en un equipo
Dionex DX-100 con una columna Dionex AS4A, utilizando una solucion de Na,COs;
1,8 mM, NaHCO; 1,7 mM como eluyente. Estas determinaciones fueron realizadas en
el Instituto de Quimica Fisica de los Materiales, Medio Ambiente y Energia

(INQUIMAE- FCEN-CONICET).

3.2.2.3. Microanalisis elemental

Los analisis se realizaron en el INQUIMAE (CONICET; FCEN-UBA), en un equipo
Carlo Erba EA 1108. La técnica estd basada en la oxidacién de la muestra mediante
combustion con oxigeno en un tubo reactor. Los diferentes productos de combustion
(CO,, H,O N, y SO;) son separarados por cromatografia gaseosa y se cuantifican

posteriormente mediante un detector de conductividad térmica.

3.2.3. Determinacion del contenido de proteinas

Siguiendo el método de Lowry et al. (1951), se prepararon las siguientes soluciones:

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

-Solucidn B: sulfato ctprico pentahidratado 0,5 % en tartrato de sodio y potasio 1 %.

-Solucion C: 1 ml de solucion B en 50 ml de solucion A.
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Se diluyé la muestra en agua obteniendo una soluciéon de no mas de 500 pg de
proteina/ml. Se tomaron alicuotas de 0,4ml a las que se agregaron 2 ml de la solucion
C. Luego se mezclo y se dejo 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 esper6é durante 30 minutos antes de
medir la absorbancia a 500 nm contra un blanco de agua destilada. Se utilizaron como

referencia soluciones de albimina de suero bovino de concentracion creciente (50-500

pg/ml).

3.2.4. Determinacion del contenido de acidos uronicos

3.2.4.1. Método de Filisetti-Cozzi y Carpita (1991); modificacion al método de
Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973).

Se prepararon las siguientes soluciones:

-Solucion A (buffer pH 1,6): acido sulfamico/sulfamato de potasio 4 M. Se disolvieron,
con agitacion, 38,8 g de acido sulfamico en agua, agregando luego KOH gota a gota
hasta lograr la disolucion. El pH de la solucion se ajusté con HCl y se llevo a 100 ml
con agua.

-Solucion B: acido sulfurico/tetraborato de sodio 0,0125 M.

-Solucion C: m-hidroxifenilo 0,15 % en NaOH 0,5 %.

Se disolvieron 4-5 mg de muestra en 2 ml de agua. Se tomaron alicuotas de 0,5 ml a las
que se adicionaron 40 pl de solucion A. Luego de agitar, se llevo a bafio de hielo y se
agregaron 2,4 ml de solucion B. Tras agitar nuevamente, los tubos se taparon y se
colocaron en un bafo de agua a 100° C durante 20 minutos. Se llevd a temperatura
ambiente en bafio de hielo, tras lo cual se agregaron 80 pl de solucion C. Luego de un
reposo de 10 minutos se midié la absorbancia a 52 5nm contra un blanco de agua
destilada y utilizando como referencia soluciones de D-glucuronolactona de

concentraciones crecientes (10-80 pg/ml).

3.2.4.2. Adaptacion para material insoluble
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Se sigui6 el procedimiento de Ahmed y Labavitch (1977) descripto en el punto 3.2.1.2.

3.2.5. Determinacion del contenido de acido pirivico

Siguiendo el método de Koepsell y Sharpe (1952), 4 mg de muestra se hidrolizaron en
acido oxalico 0,02 M, durante 2 horas a 120° C. Se tomaron alicuotas del hidrolizado de
0,5 ml y se les agregd 2 ml de acido sulfurico 0,75 N y 1 ml de solucion de 2,4-
dinitrofenilhidracina al 0,1 % en HC1 2 N, llevando luego a un bafio de 30° C durante 15
minutos. A continuacion se agregaron 10ml de acetato de etilo, se mezcld y se descartd
la fase acuosa (inferior) que contenia las hidrazinas. A la fase restante se sumaron 6 ml
de solucion de carbonato de sodio 10 %, se mezclod y se descartd la fase organica
(superior). Se ley6 la absorbancia de la fase acuosa a 380 nm, contra un blanco de agua

destilada, utilizando como referencia soluciones de 4cido piravico (5-50 pg/ml).

3.2.6. Determinacion del contenido de aminoazucares

De acuerdo al método de Smith y Gilkerson (1979), entre 1 y 2 mg de muestra se
hidrolizaron a 110°C en acido clorhidrico 0,5M durante 2 horas. Se tomaron alicuotas
de entre 0,1 y 0,25 ml, llevando el volumen a 0,5 ml con HCI 0,5 M. Se agregd 1 ml de
nitrito de sodio 2,5 % y tras agitar se dejo a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Luego se agregaron 0,5 ml de sulfamato de amonio 12,5 % y se dejo actuar durante 5
minutos a temperatura ambiente, para eliminar el exceso de nitrito de sodio. Se sumaron
0,5 ml de solucion 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 coloracién obtenida se mantiene
estable durante 72 horas. Se ley6 la absorbancia a 650 nm contra un blanco de HC1 0,5
M, y usando como referencia soluciones de D-glucosamina (5-30 pg/ml) preparadas en

el momento.

3.2.7. Determinacion del peso molecular

Se utiliz6 el método de dosaje de extremos reductores (Park y Johnson, 1949). Se

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

-Solucion B: cianuro de portasio (650 mg/ml), en solucion de carbonato de sodio (5,3
g/

-Solucion C: 1,5 g de sulfato amonico-férrico hidratado y 1 g de dodecilsulfato de sodio

(SDS) en 11 de acido sulfarico 0,025 M. Esta solucion debe filtrarse antes de usar.

A 0,5 ml de una solucion del polisacarido (1-10 ug/ml) se agregaron 0,5 ml de la
solucion Ay 0,5 ml de la solucion B. Después de agitar y tapar se llevo 15 minutos a
un bafio a 100° C. Luego de dejar enfriar los tubos, se sumaron 2,5 ml de la solucion C
y se dejo reposar durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Se ley6 la absorbancia a
690 nm contra un blanco de agua destilada, usando como referencia soluciones de D-

galactosa (1-10 pg/ml). El peso molecular se obtiene de la siguiente ecuacion:

PM=m muestra . PM unidad . Fd
R
donde m muestra= mg totales de la muestra en solucion; R=poder reductor (ng de
galactosa terminal segin la absorbancia obtenida); PM unidad= peso molecular
promedio de la unidad de monosacarido que conforma el polisacarido y Fd= factor de

dilucién de la muestra.

3.2.8. Cromatografia Gaseosa

Se trabajo con un cromatdgrafo Hewlett-Packard modelo 5890A, con detector de
ionizacion de llama (FID), con una relacion de split de 80:1 y usando nitrégeno como
gas portador. Se utilizé un integrador Hewlett-Packard 3395. Los analisis se realizaron
con una columna capilar SP-2330 (Supelco), de 30 m de largo, 0,25 mm de diametro
interno y 0,20 um de espesor de la fase liquida, con un flujo de gas portar de 1 ml/miny

una presion de cabeza de 15 psi. La temperatura del inyector y del detector fue 240° C.

Las condiciones cromatograficas para los alditoles peracetilados obtenidos por hidrélisis
acida total o hidrolisis reductiva total fueron las siguientes: 200°C—(1°C/min)—230°C.
En el caso de los alditoles acetilados obtenidos a partir de la hidrolisis de polisacaridos
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 realizé la conversion de la informacion de
areas de pico a porcentajes molares de cada unidad, siguiendo el criterio de la teoria de

respuesta efectiva (effective carbon response theory) (Sweet et al, 1975).

3.2.8.1. Hidrdlisis de los polisacaridos y reduccion de monosacaridos a alditoles

3.2.8.1.1. Hidrodlisis acida total (Morrison, 1988)

Entre 1 y 2 mg de muestra se hidrolizaron en 1 ml de TFA 2 M, a 121° C durante 2
horas. Se evaporo el TFA llevando a seco tras sucesivos agregados de agua. Se agregd
Iml de NH3; 1 M y una punta de espatula de borohidruro de sodio, dejando al menos 2
horas a temperatura ambiente para permitir la reduccion de los azucares a alditoles. Se
llevé a pH 6 con acido acético 50 %. Posteriormente, la muestra se pasé por una
columna cromatografica con resina Amberlite IR-120 (H"). Los alditoles se eluyeron
con agua destilada, verificando su presencia mediante reaccion con fenol-acido
sulfurico. Se elimin6 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. Adaptacion para material insoluble (Morrison, 1988)

Unos 3 mg de muestra se llevaron a 37° C durante 60 minutos en 0,2 ml de TFA
concentrado. Luego se agregaron 25 ul de agua destilada y se completo la hidrolisis a
100° C durante 60 minutos. Finalmente, se agregaron 1,054 ml de agua para alcanzar
una concentracion de TFA de 2 M y se procedié segun lo descripto en la seccion

anterior.

3.2.8.1.3. Hidrolisis reductiva total

Siguiendo el método desarrollado por Stevenson y Furneaux (1991) para evitar la
degradacion 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 soluciéon acuosa de complejo 4-metilmorfolina
borano (MMB) (80 mg/ml). Se llevo a 80° C durante 10 a 20 minutos, hasta observar

que el material se encontrara disuelto. Luego se adicioné nuevamente 0,1 ml de la
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solucion de MMB y se calent6 a 120° C durante 2 horas. Se dejo enfriar, se agregaron

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

3.2.8.2. Obtencion de acetatos de alditoles

3.2.8.2.1. Acetilacion de los alditoles obtenidos por hidroélisis dcida total y posterior

reduccion

La mezcla de alditoles se acetilé con 0,5 ml anhidrido acético y 0,5 ml de piridina, a
100° C durante 45 minutos. La solucion se dejo enfriar y se extrajo con Iml de
cloroformo/ agua (1:1). Se agitd y se descartd la fase acuosa con pipeta Pasteur. Se
realizé una segunda extraccion idéntica a la primera. La fase cloroférmica se lavd con
0,5 ml de solucion saturada de bicarbonato de sodio (3 lavados) y agua destilada (2
lavados). En cada paso se agitdé después del agregado y se descartd la fase acuosa.
Luego se agregd sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua presente en la fase
cloroférmica. El sobrenadante se pas6 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. Acetilacion de los alditoles obtenidos por hidrdlisis reductiva total

La mezcla de alditoles se acetild con 0,2 ml anhidrido acético y 0,2 ml de TFA
concentrado, a 50° C durante 20 minutos. La solucion se dejo enfriar y se extrajo

siguiendo el procedimiento descripto para el caso de la hidrolisis &cida total.

3.2.9. Metilacion de los polisacaridos (Ciucanu y Kerek 1984).

Con el fin de lograr una mejor solubilidad en dimetilsulfoxido (DMSO), se prepar6 una
sal de trietilamonio a partir de la muestra (5-15 mg), de acuerdo a lo descripto por
Stevenson y Furneaux (1991) para polisacaridos sulfatados. Para ello se utilizd una
columna de intercambio catidonico de resina Amberlite IR-120 plus con trietilamonio
como contraion, que se prepard con una solucion de clorhidrato de trietilamonio 20 %.
Se lavo con abundante agua hasta que la prueba con solucion de AgNOs 5 % diera

precipitacion negativa. Luego se sembro la muestra disuelta en el menor volumen de

29



1° Parte-A Experimental

agua posible. Las sales de trietilamonio de los polisacaridos 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
disolucion; de ser necesario la muestra se mantuvo en agitacion de un dia para el otro,
ya que la correcta disolucion es crucial para lograr la metilacion del polisacarido, al
igual que el cardcter anhidro del medio de reaccion. Se agreg6 una punta de espatula de
hidroxido de sodio en lentejas pulverizado y se dejoé reaccionar con agitacion magnética
durante una hora. Posteriormente, y en bafio de hielo, se agregaron 0,5 ml de ioduro de
metilo, colocando una aguja en la tapa del recipiente para evitar el exceso de presion por
los gases generados. Se llevo a temperatura ambiente y se dejo agitando 1 hora mas. Los
pasos de agregado de NaOH y CHjl se repitieron una vez mads. Finalmente se
interrumpio la reaccion agregando 4 ml de agua y se dializo6 (MWCO 3500), para luego

liofilizar.

3.2.9.1. Hidrdlisis y derivatizacion de los polisacaridos metilados

Los polisacéaridos 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. Desulfatacion de los polisacaridos

El procedimiento se realizd siguiendo el método desarrollado por Navarro y Stortz,
(2007). En primer lugar se obtuvieron las sales de piridinio de los polisacaridos, de
forma similar a la descripta para las sales de trietilamonio en el caso de la metilacion,
utilizando en este caso una solucion de cloruro de piridinio al 10 % p/v para preparar la

columna. Luego de eluir con agua, se ajusto 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 solucion se llevo a un recipiente
de teflon de 50 ml de capacidad y paredes de 5 mm de grosor, capaz de resistir la
temperatura 'y presion generadas durante la reaccion. Se utilizo un horno de microondas

doméstico marca Sharp, modelo R353EA de 1200 W de potencia y 2450 MHz de
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frecuencia de irradiacion. La muestra se sometio a 6 pulsos de 10 segundos de duracion
a la maxima potencia, dejando enfriar en bafio de hielo tras cada uno de ellos hasta 50-
60°C. Una alicuota de la muestra fue metilada siguiendo el procedimiento ya descripto,

y el resto se dializ6 (MWCO 3500) y liofilizo.

3.3. Métodos espectroscopicos

3.3.1. Espectroscopia de masa acoplada a cromatografia gaseosa

Se trabajo con un espectrémetro de masa acoplado a un cromatégrafo gaseoso GCMS-
QP5050A (Shimadzu), a un potencial de ionizacion de 70eV y con He como gas
portador. Las cromatografias fueron realizadas en las mismas condiciones descriptas

para los analisis por cromatografia gas-liquido.

3.3.2. Espectroscopia de infrarrojo FTIR

Los espectros de FTIR (espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier) se
realizaron usando muestras de algas secas o fracciones liofilizadas pulverizadas. La
muestra se mezclod con bromuro de potasio en una relacion de aproximadamente 1:20 y
se prepararon pastillas utilizando una prensa manual. Los espectros se registraron entre
4,000 y 250 cm™ en un espectrofotémetro 510P Nicolet (Madison WI, USA), tomando
32 pulsos con una resolucion de 4 cm™. Los datos se recolectaron y procesaron con el
software OMNIC 7.2 (Thermo-Nicolet, Madison, WI, USA). Se realizé la correccion
por sustraccion automatica del ruido de fondo, se obtuvieron los espectros promedio y

se guardaron en formato JCAMP.DX para analisis posteriores.

3.3.3. Espectroscopia de RMN

Los espectros se realizaron en un espectrometro Bruker AM 500 y un espectrémetro
Bruker Avance II 500 a 500.13 ('H) y 125.77 (*C) MHz, a temperatura ambiente. Se
utilizé acetona como estandar interno (referido a Me4Si), el grupo metilo de la acetona
se calibro en 31.1 ppm en C y en 2.22 ppm en '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 D,O (0,5 ml) y tras centrifugar se
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dispusieron en tubos de 5 mm de diametro. En el caso de los espectros de RMN de "°C,
los parametros utilizados fueron los siguientes: tiempo de relajacion maximo, angulo de
pulso de 90° y unos 40000 pulsos, sin tiempo entre pulsos. Para los espectros de RMN
de 'H, se acumularon 300 pulsos, y para eliminar el pico de HOD se efectud la
secuencia de pulso 180°-1-90°. Los experimentos en 2D se realizaron utilizando los

parametros estandar del software de Bruker.

3.4. Determinacion del poder rotatorio

Los poderes rotatorios se determinaron a temperatura ambiente en un polarimetro
Perkin-Elmer 343, provisto de una lampara de sodio (589 nm), una celda de 1 dm de
camino Optico y aproximadamente 1,0 ml de volumen interno, utilizando soluciones

acuosas 0,1-0,4% del polisacarido.

Capitulo 4 - Microscopia optica y laser confocal: localizacién in situ de los

componentes de la pared

4.1. Preparacion del material

El material fue preparado en el Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la
Universidad Nacional del Sur (Bahia Blanca, Provincia de Buenos Aires). Fragmentos
de talos de Codium vermilara fueron fijados en formaldehido 4 %, deshidratados con
una serie etanol en concentracion creciente y embebidos en paraplast (Fisher,
Pittsburgh, PA, USA). Se cortaron secciones transversales de 10 pm en un micrétomo
tatorio Reichert Jung con cuchillas de metal, que se recogieron sobre portaobjetos
(Fisher); luego de remover la resina con disolvente histologico Histo-Clear, los cortes
fueron bloqueados durante 30 minutos con una solucion 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 histoquimicas

Para microscopia oOptica, secciones de ~ 10 um fueron montadas sobre portaobjetos de

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

muestras fijadas como se describi6 anteriormente se tifieron con:

-Azul de O-Toluidina 0,05 % p/v en HCl 0,1M (pH 1,0), que tifie especificamente
polisacaridos sulfatados dando coloracion ente rojiza y violeta (y metacromasia). Como
control negativo se realizo la misma tincion sobre secciones preextraidas con agua (90°

C, 2 horas) para remover los polisacaridos sulfatados.

-Calcofluor White 0,1% p/v en solucion acuosa, para deteccion de polisacaridos con

estructura B-(1—3) y p-(1—4).

4.3. Inmunolocalizacion

Para localizar las glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) se utilizaron
anticuerpos monoclonales especificos para epitopes de hidratos de carbono:
arabinosidos 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
dilucién 1:50-1:500, y se lavaron luego con PBS 2X. Se us6é 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 B-(1—4)-D-Manp se utilizd un anticuerpo policlonal
especifico antimanano (Mab) desarrollado por Handford et al. (2003), en una dilucién
1:100. Se uso6 un anticuerpo secundario anti-Conejo IgG acoplado con Alexa Fluor 565
(Molecular Probes) (1:250). En todos los casos, tras la incubacion con el anticuerpo

secundario se lavd 5 minutos con PBS 2X.

Se observaron los cortes mediante microscopia laser confocal. El equipo usado consta
de un cabezal confocal de escaneado laser, MCR 1024 (Bio-Rad, Hércules, CA),
montado sobre un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon, Tokio, Japoén), un
microscopio confocal de escaneo laser Zeiss 510 y TCS SP2 AOBS Leica. Se realizo
una construccion tridimensional en el programa Image J ver.1.30. Todas las imagenes

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 inmunolocalizacion, se omitieron los
anticuerpos primarios, siguiendo el resto del procedimiento descripto. Un control
adicional se obtuvo utilizando secciones previamente extraidas donde las AGPs y
extensinas solubles habian sido removidas. Por ultimo, secciones no extraidas y sin
marcar marcadas fueron visualizadas en las mismas condiciones para evaluar la

autofluorescencia intrinseca del material.

4.4. Microespectroscopia SR-FTIR

Los datos correspondientes a esta técnica fueron recogidos por el Dr. José¢ M. Estevez
en Advance Light Source (ALS, Berkeley, Estados Unidos). La espectroscopia de
infrarrojo basada en radiacion de sincrotron (SR-FTIR) acoplada a microscopia permite
el mapeo de componentes sobre cortes de material, usando diferentes longitudes de
onda asociadas a grupos funcionales determinados. Para este andlisis, las muestras se
embebieron en paraplast, se cortaron con microtomo en secciones de ~10 um y luego la
resina fue removida usando histoclear. Las secciones se llevaron a portaobjetos low e
(MirrIR, Kevley Tech, Chesterland, Estados Unidos) y los espectros FTIR de reflexion
(también llamado “modo de doble absorcion”) se adquirieron con el haz 1.4.3 de ALS.
La radiacion de sincrotron se us6 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 region de 650 a 4000 cm™, con una resolucion de 4 cm™, apodizacién de
Happ-Genzel y 64 pulsos. Se recolectd una imagen espectroscopica del background a
partir de un area libre de muestra. La recoleccion 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 corrigio la linea de base de los espectros y
se normalize el drea para compensar cualquier cambio en el espesor a lo largo de la

seccion.
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RESULTADOS
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Capitulo 5 - Pared celular de Codium vermilara
5.1. Introduccién

La Figura 1 muestra la secuencia extractiva realizada sobre el material de Codium
vermilara. 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 (Tabla 1)
(Ciancia et al., 2007). A partir de este analisis pudo calcularse que globalmente las
paredes celulares de Codium vermilara estan constituidas por ~32 % de manano y ~12
% de polisacaridos sulfatados, esto es, arabinano y galactano fundamentalmente, sin
tener en cuenta un manano sulfatado que representa una proporcion muy pequeia de la
pared (ver mas adelante). Estos porcentajes de manano y polisacaridos sulfatados son
similares a los reportados para Codium fragile 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 C. fragile y 44 % p/p en C. vermilara).

Alga molida

)it:mul

Residuo Extracto etanolico

H,0,TA

H,0, TA

Residuo @
2,
Residuo @
H,0,90°C

Figura 1- Secuencia extractiva aplicada sobre el material molido de Codium vermilara.
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Tabla 1. Caracterizacion de los extractos y el residuc RW?2 de Codtum vermilara .

Rendi AT _Monosaciridosimal’sl Acido  Sulfato | Pelimeros de la pared
miento %% Gal Ara Man  pinivicos % Manano PS5 %

Vi T 48 A 45 4 1,4 30 0.1 2,0
V2 2 51 iz 36 28 1,2 30 0,2 1,0
Wi 4 a8 26 20 3l - 22 1,0 2,0
w2 2 63 18 13 61l . 22 0.7 1,0
RW2 50 6o 4 6 87 nd 4 30,0 3.0

2] =3L0 =120

AT Awrlicares neutros todales; P5: polsachirados sulfatados nd: noo determinado. Bl rendimienio ze
cakeuls en base al contemdo de AT ¥ sulfilo de-cada extracto. o ressfu, v expresado comoe porceniag
del peso seco del alga: El poreentaje de manona se calould teniendo en cuenta el contenido de amicares
tetales corregido en hase al % de manosa. En el case de los P5, tomands % AT -+ %% sulfato + % dcido
parirvie, con %A T corregido en base al contenido de Gal v Ara,

Durante este trabajo de tesis, se analiz6 el residuo final (RW2) y los extractos V1 y W1
se fraccionaron mediante distintos procedimientos para aislar sus componentes y poder
realizar la caracterizacion estructural de cada uno de ellos. El fraccionamiento de
extractos complejos que contienen una mezcla de polisacaridos permite aislar

componentes de la pared celular con una estructura homogénea.

5.2. Consideraciones acerca del fraccionamiento

Se usaron diferentes técnicas de fraccionamiento y para cada uno de los tipos de
polisacaridos presentes en la pared celular, la fraccion a estudiar en detalle fue definida
en funcion de la eficacia del fraccionamiento para la obtencion de ese polisacarido en
particular. Algunos de los polimeros componentes de la pared fueron aislados para su
caracterizacion mediante cromatografia de intercambio idnico: 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 resulto
mas efectiva la precipitacion con cloruro de potasio a partir de V1 y W1. Por otro lado,
el manano fibrilar se caracterizd a partir del residuo final de la secuencia extractiva

(RW2), del cual es el componente mayoritario (Figura 2).
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O,

Precipitacion con KCl / Cromatografia de intercambio idnico

F

-Galactano sulfatado
(G1)

-Arabinano sulfatado
(Al)

-(alactano sulfatado .

W

Precipitacion con K1 Cromatografia de intercamhio idnico

-Manano sulfatado

(MS)

Arabinano sulfatado
(A2)

-Manano neutro

(M)

Figura 2- Esquema del fraccionamiento de los extractos acuosos V1 y W1 vy del residuo RW2,

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

5.3. Fraccionamiento de los extractos y caracterizacion quimica de los

componentes

5.3.1. Manano neutro (M).

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

secuencia extractiva aplicada al material de Codium vermilara (Figura 1). Al tratarse de

la porcion de pared insoluble en agua tanto a temperatura ambiente como a 90° 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 analisis (Tabla 2) muestra que esta compuesto
mayoritariamente por manosa, aunque se encuentra aun un pequeflo porcentaje de
arabinosa y galactosa (~10 %). Este porcentaje, junto con la presencia del manano
sulfatado (ver mas adelante), podrian ser la causa del 4-5 % de sulfato detectado, asi
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™) (Figura 3).
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Figura 3- Espectro de FTIR de RW?2 en la regién 800-1500 cm™.

Tabla 2. Caracterizacion de RW2

AT Sulfato Proteinas Monosacaridos (moles %)
oo % Y Gal Ara Man Gle

69 4-5 20 4 6 87 4

Los wvalores de contenido de sulfato  corresponden a
determinaciones por andhsis elemental (4 %) y cromatogralia
ionica isocritica (3%).

Sulfato como SO3Na.

La naturaleza insoluble de este residuo inhabilita la aplicacidon de las técnicas con que
habitualmente se analiza la estructura de los polisacaridos de pared (analisis por
metilacion, espectroscopia de RMN). En este caso, se recurrio a un tratamiento con una

enzima endomananasa seguido de electroforesis en gel de agarosa de los productos de
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digestion, lo que permitié caracterizar a la porcion fibrilar de la pared. De este modo
pudieron separarse por su peso molecular los fragmentos obtenidos tras el tratamiento
enzimatico de RW2 y compararse con los obtenidos a partir de los compuestos usados
como patron. La endomananasa Man5A hidroliza enlaces glicosidicos B-(1—4) entre
unidades de D-manosa. La accion de esta enzima sobre RW2 produjo manosa,
manobiosa, manotriosa y manotetraosa como productos principales (Figura 4). Como
estandares se usaron mananos, glucomananos y galactomananos comerciales, sometidos
al mismo tratamiento enzimatico. Los productos de digestion del residuo de la pared
celular migraron igual que los del B-(1—4)-D-manano usados como estandar, lo que
indica que el manano insoluble de Codium vermilara estd formado por la secuencia
repetitiva [—4)-B-D-manosil-(1—], aunque un cierto grado de sustitucion podria haber,
como lo sugiere la presencia de dos bandas menores en el andlisis de electroforesis. Por
otra lado, estas bandas de baja intensidad podrian también corresponder a fragmentos
del manano sulfatado, componente minoritario de la pared celular de estas algas (ver
mas adelante). El principal componente de RW2, de acuerdo a lo observado, es un
polimero neutro de unidades de D-manopiranosa unidas por enlaces B-(1—4) (Figura
5), lo que indica una estructura similar a la de otros B-(1—4)-glicanos, como la celulosa
o los xilanos que cumplen una funcion fibrilar en paredes de plantas y otros organismos.
Ademas, la localizacion in situ también permitié confirmar que se trata de este tipo de

compuestos (ver mas adelante).
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Figura 4- Electroforesis en gel de agarosa de M tratado con B-(1—4) endomananasa. Como
controles se usaron manano, glucomanano y galactomanano comerciales, para comparar los
oligosacaridos liberados por cada uno de los polisacaridos. En cada caso se sembrd una alicuota
de polisacarido tratado (+) y una alicuota sin tratar (-). Los oligosacaridos que se observan
provienen de la digestion de 1,25 pg en el caso de RW2 y 0,5 pg en el caso de los polisacaridos
comerciales. La posicion 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 oligosacarido.
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Figura 5- Unidad de —4)-p-D-manopiranosa-(1—, componente del manano fibrilar de las

paredes celulares de C. vermilara.
5.3.2. Polisacaridos sulfatados
5.3.2.1. Introduccion

Los polisacaridos sulfatados representan alrededor de 12% de la pared celular de
Codium vermilara. Al analizar los extractos V1 y W1, no habia 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 composicion mixta. Adicionalmente,
un manano con bajo grado de sulfatacion fue aislado a partir de W1.

A continuacion se presentan los resultados de los fraccionamientos de V1 y W1
realizados por cromatografia de intercambio i6nico y por precipitacion con cloruro de
potasio. Algunas de las fracciones asi obtenidas fueron seleccionadas para posteriores
analisis estructurales, por considerarse de mayor interés y/o representatividad por su
abundancia en la pared celular de Codium vermilara. En las secciones subsiguientes se
detallan los resultados obtenidos en esos analisis para un galactano, un arabinano y un

manano sulfatados.
5.3.2.2. Fraccionamiento de V1
El primer extracto obtenido con agua a temperatura ambiente (V1) representa el 6,8%

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

arabinosa (~50 y 45%, respectivamente). Su composicion se muestra en la Tabla 1.
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5.3.2.2.1. Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio anidnico permite la separacion o purificacion de
polisacaridos 4cidos en base a la retencion de los grupos cargados negativamente por
parte de grupos catidonicos 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 [-CH,CH,NH'(CH,CHj3),]) unido a una fase de
dextrano. Al pasar a través de la columna cromatografica, los polisacaridos cargados
negativamente quedan retenidos, mientras que los neutros son eluidos. Los
polisacaridos retenidos pueden eluirse usando soluciones de creciente fuerza idnica
(cuanto mas grupos cargados negativamente posea el compuesto serd retenido mas

fuertemente y se necesitaran soluciones de mayor fuerza idnica para lograr su elucion).
El extracto V1 fue sometido a fraccionamiento usando como fase DEAE-Sephadex A-

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

en la Tabla 3.

Tabla 3. Fraccionamiento de V1 por cromatogratia de intercambio ionico

Fraccion WaC) FRendimiznte Sulfaio Monosaciridos (moles %)
M i Yo (Gal Ara Man Gle Xil Ram Fuc
F1 0 40 16 3 47 3 I 4 2 -
F2 0,75 B 14 77 B 3 - D 2 -
F3 1.5 7 18 i 62 4 2 3 5 3
Fa 2.0 7 38 5 M I 2 i - I
F5 4.0 ir nd T8 15 3 1 000
Fi 4.0* 4 a8 35 50 I 5 4 3 i

Rembimpento: o de L mass origimal {100mg )
Sulfafeo come SO
“Obtenida al llevar a ehullicitn la fase en sofucion MalC'l 4M para recuperar ba muesira restante

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

obtener mayor cantidad de cada fraccion para poder hacer analisis mas detallados de

cada una de ellas (Tabla 4).

43



1° Parte-A Resultados

almEaT Ensain i masdnsaremd g [ 0R] DTaT[oS S0 ) UOUTgE B IR [T NI
ENES CUIOD MEFME

(T} BUIF0 ESEUE ] 3P By SOPIRILEPLE

[RILLE] S SISRmAoUa dod opaaacg,

| _ < £ £ 6f L¥ pu pu f T Ll Lt Fi s+’ 24

- 1 3 i £ 11 08 pu | 5 L it I 3 0'F Ld

- o I 1 noomwm 9] 1 | < 8000 1 6l 9 0°¢ 94

E g 3 g I 9 (g g F £ g 0f  RE ¥ g d

I T c £ I T o8 £ # £l £ | 79 4 CLD |

g g ¢ El iy T L pu 9 af £ 1z 9T £ 50 |

z T T A S L T | | A pu pu pu pu pu  pu | 10 it

- - = ol 0 = il pu pu pu pu pa  pu o 0 14

- £ | 9 E  0F 9 pu pu +6T pu #81 ST g opendiaalyg
and  wey IX 2D UEW OB [BD. ) oganmg % B s a, W

(%5 Saoman) SOPUEISOUOY DpRY SAMMEEGIIINY.  SEUINOLY enensily MIEHIY %5 1Y oneepaagy  [OER LQITETL]

O2IU0T OIJWENNU 3P eyeiEoiewos Jod [ A ap vluanwEuoaons) opunday ¢ BqE L

44



1° Parte-A Resultados

En ambas columnas se observa que se obtuvieron fracciones similares en cuanto a su
composicion (basicamente, dos fracciones ricas en arabinosa, dos ricas en galactosa, y
varias de composicion 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, podria deberse a la formacion de agregados entre los
componentes ionicos del extracto, lo que dificultaria su correcta separacion. La
formacion de estos agregados podria depender de diversas variables como la

temperatura, la concentracion de la solucion de siembra, etc.

5.3.2.2.2. Precipitacion con cloruro de potasio

El método de precipitacion con cloruro de potasio fue aplicado fundamentalmente en la
purificacion carragenanos, para la obtencion 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
polisacaridos de composicion 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 concentracion de la sal de 0,115 M y una fraccion soluble en KCl 2 M, no
observandose precipitacion alguna en las concentraciones intermedias utilizadas (Tabla
5). El mismo procedimiento se repitié remplazando el cloruro de potasio por cloruro de
sodio en el mismo rango de concentraciones (0 M-2 M) para determinar si se producia
precipitacion inespecifica dependiente de la concentracion salina del medio. En este
caso no se produjo precipitacion de material con ninguna de las concentraciones de

cloruruo de sodio usadas.

El producto precipitado a KCI 0,115 M resultdé ser un arabinano altamente sulfatado
(A1, en adelante), mientras que en el material que quedd soluble en KCI 2 M predomina
la galactosa (77 %). Esta fraccion soluble fue sometida a un nuevo paso de precipitacion
con cloruro de potasio (Tabla 6) que permitiéo obtener una nueva fraccion soluble
enriquecida en galactosa (83 %) y con menor contenido de sulfato. Ninguna de las
fracciones obtenidas por este procedimiento presentd porcentajes significativos de

acidos uronicos.
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Tabla 5. Fraccionamiento de V1 por precipitacion con KCl

KLl % %o o %  Gal Arm Man Xil Ram Fuc
L1135 M 249 35 47 1:1.% 1 3 87 - - - -
2 M solubla 34 47 28 1:00,9 g i =F 5 il 2 2
Bemfimiento; %6 de b masa ocgmal {L5 2)
Sulfate come SO0

Tabla 6. Nuevo fraccionamiento con KO de la fraccidn soluble en KCL 2M

Fraccion Rendmignio AT Sulfite  AT:S0GMNa Proteinss- Monosaciridos {moles %)
|| i Yo T Vo Cial Ara Man Gle Xil Rha Fuc
M b 41 I3 =09 ) 4 7T 8 T 2 3 [

It soluble 072 a1 ] -0, 5 7 B3 4 4 2 3 1 |

Rendimignto: %o de la masa ariginal { 133 g)

Sulfto coman SO

5.3.2.3. Fraccionamiento de W1

El primer extracto con agua a 90° C (W1) de Codium vermilara representa el 4,3 %
(p/p) del peso seco del alga y su principal componente es la manosa (~30 %). Su

composicion se muestra en la Tabla 1.

5.3.2.3.1. Cromatografia de intercambio ionico

Este procedimiento fue el que permitid obtener las fracciones mas ricas en manosa,
aunque con bajo rendimiento. Las primeras tres fracciones eluidas (Tabla 7)
presentaron contenido mayoritario de manosa. Se eligid la fraccion con mayor
contenido de manosa (94 %), obtenida con NaCl 0,5 M, para andlisis estructurales
adicionales que permitieron caracterizar al manano sulfatado de Codium vermilara. En

adelante, se mencionara a esta fraccion como MS.
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Tahla 7. Fraccionamiento de W por cromatografia de intercambio idnico

Fraceion MaCl Bendimdento AT

Sulivn ATHMa  Prodeiizs

Monosacandos (moles %)

M o B 2% 9 Gal A Man Gle Xl Ram Fuc
[l il r e 11146 3 3 I 84 7 2 3 ir
FZ | B rk a7 E2 [:0:3 2 & g 30 I ir
F3 1,0 2 32 23 1.1 2E 15 2 56 14 -5 3 3
F4 2.4 T s 3R 152 4 67 - 3% - - - -
F% 4.0 12 A AR i:1.5 d 33 47 16 2 2. i fr
Fia 4.0% 2 A4 18 L5 2 17 3 T & 2 i |

Fendimicmto: % de n masa ariginal { 1g]

Sulag Comd W NG

*{ i enicla all Hevar & chalbicion Le fise &nsoluciin WaC] 36 parm reciperar b mossirs restame

5.3.2.3.2. Precipitacion con cloruro de potasio

Este procedimiento permitié obtener una fraccion mayoritaria enriquecida en arabinosa

(W1 KC10,1 M) (Tabla 8).

Tabla 8. Fraccionamiento de W por precipitacion con KOl

Fracoion  Bendimienio AT Sulfie ATSU3IN2 projedms

Monosacarndos {moles %)

KCl b 2 i ! Gal Ara Man Gle Xil Rha Fuc
01 M 32 33 15 1:0.6 2F ST 12 38 2z -
0.5 M & 47 29 1:0L8 5 5 67T 1L 15 - -
1.5M 4 63 13 1:0:3 2 4 o LR = =
2Mzoluble X1 47 13 1:00 4 11 57T 3 M 6 3 i

Fendisnbento: Yo de la masa orviginal {(1,5g)
Sulfato come S(0 N

La fraccion W1 KCI 0,1 M fue sometida a tratamiento con o-amilasa (Tabla 9), y

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

asegurarse que ésta provenia de glucanos de reserva, con enlaces a-(1—4), y no era

parte de la pared celular. El contenido de arabinosa de W1 KCI 0,1 M se incrementd

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

molar azlcares:sulfato de 1:0,6 a 1:0,8).
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Tabla 9. Caracterizacion de W1 KCl 0.1 M tras el tratamiento con w-amilasa

Rendimiento AT Sulfatc AT:SO:Na Muonosacdridos (moles %)
Vo Yo Y Gal Ara Man Gle Xil Ram Fuc
b3 26 15 | 0.8 B 63 14 . - 5 -

Rendimiento: % de 1o masa original { 100 mg)
Sulthtg como S{0Ma

Un nuevo paso de precipitacion con cloruro de potasio sobre la fraccion tratada con
amilasa permiti6 una mayor purificacion, hasta obtener una fraccion con 96 % de
arabinosa y una relacion molar azucares: sulfato mas alta (Tabla 10, ver esquema en la
Figura 6), que nuevamente precipitd con una concentracion de cloruro de potasio de 0,1
M. Esta fraccion serd llamada A2 de aqui en adelante, para distinguirla del arabinano

A1l obtenido a partir de V1.

Tabla 10, Nuevo raccionamientor con KCT a partir de la fracown W1 KC] O EM tratada
con (-armilasa

Fraccion  Rendimiento AT Sulfite AT:SO3MNa Monosacaridos (moles¥s)
KCl % U %5 Gal Ara Man Glc Xil Ram Fuc
oM 40 nd nd nd 4 20 22 20 6 -
01 M 23 3 38 21,5 L | . - 1 L
haM 4 nd  nd nd nd

2 M soluble 9 nd  nd nd 35 T 39 10 5 .4 -

Remdimeento: % de lo masa original {60 mg)
Bulfaro como SCuMN
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W1 EC10,1M

Tratamiento con o-amilasa

W1 KC10,1M

o-amilasa

Mueva precipitacion con

KC10,1 M

Contenido de arahinosa y sulfato

%

Al

+

Figura 6- Esquema de obtencion de A2 mediante tratamiento con o-amilasa y nueva

precipitacion con KCl a partir de la fraccion rica en arabinosa original.

5.3.2.4. Galactano sulfatado (G1)

Como se desprende de la descripcion de los fraccionamientos realizados, se obtuvieron
varias fracciones ricas en galactosa, con caracterisitcas similares y cierta variabilidad en
el grado de sulfatacion. Dos de ellas, obtenidas por diferentes procedimientos, se
eligieron para realizar analisis adicionales (Tabla 11), y debido a su similitud
estructural se las considera equivalentes. Se trata de la fraccion eluida con NaCl 0,75 M
en cromatografia de intercambio i6nico y del producto soluble en KCI 2 M que resta
tras la precipitacion de la fraccion rica en arabinosa a concentraciones menores. De aqui
en adelante, se mencionaran indistintamente como GIl. Por otro lado, tanto por
cromatografia de intercambio idnico como por nueva precipitacion de V1 KCI 2M
soluble se obtuvieron, con menor rendimiento, fracciones ricas en galactosa pero con
mayores niveles de sulfatacion. Las diferencias entre estas fracciones podrian atribuirse
tanto a la variabilidad propia de los polisacaridos de la pared celular como a la

inflluencia de las técnicas y condiciones de obtencion de cada una de ellas.
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Tabla 11. Resomen de las fracoones nicas en galactosa de V1 elemidas para andlisis
adhcionales (G1)

Procedimiente  Comdiciones  AT:S03Na Proteinas Acido Monosaciridos {moles %)
Y Pirivico Gul  Ara Man Gle Xil Ram Fue
24
Cromatsgrafia Ehscion con 14,3 13 3 Ba 2 1 3 5 Fl 1

de  mtercambio  NaCl (175 M

ianica

Precipitacién  Soluble en KCL 1405 7
con KT M

]

B3 4 4 2 5 |

La determinacion del signo y valor del poder rotatorio de un polisacarido con aquellos
reportados en la literatura es una de las formas de determinar la configuracion de las
unidades presentes en el polimero (Matsuhiro, 1995). Para G1 se determind un poder
rotatorio especifico de [a]p=112,9°, mds cercano al reportado para el metil-f-
galactopirandsido ([a]p= - 2/0, valor calculado y observado, respectivamente) que para
el metil-a-galactopirandsido  ([o]p-+386/380, valor calculado y observado,

respectivamente) (Stroyan y Stevens, 2000).

El andlisis por metilacion es una herramienta de uso muy habitual en el estudio
estructural de polisacéridos, ya que permite obtener informacioén acerca de las uniones y
sustituciones presentes sobre la cadena de carbohidrato (Matulewicz, 1995). El método
consiste en la metilacion exhaustiva de la muestra (todos los hidroxilos libres dan éteres
metilicos), su hidrolisis y finalmente su derivatizacion para ser analizada mediante
cromatografia gaseosa. Las uniones glicosidicas son estables en el medio alcalino donde
se desarrolla la metilacion, mientras que los metil ésteres formados en ella son estables
en el medio &cido diluido en que ocurre la hidrélisis. De este modo, la posicion de los
grupos hidroxilo (derivatizados segiin el método usado) en los monosacaridos
parcialmente metilados indica las uniones presentes en el polisacarido original. Y por el
contrario, la posicion de los grupos metoxilo indica qué hidroxilos se encontraban
libres. Por ultimo, la metilaciéon en C-4 o en C-5 informa acerca del tipo de anillo

presente (pirandsico o furanosico, respectivamente).
En el caso de los polisacdridos sulfatados, el analisis por metilacion suele

complementarse con la desulfatacion del polimero seguida de metilacion, para precisar

la posicidn de los grupos éster sulfato y de los enlaces glicosidicos (Matulewicz, 1995).
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Al comparar los resultados del analisis por metilacion de un polisacérido sulfatado y del
producto de su desulfatacion, si se observa que una posicion que no se metilaba en el
compuesto original si lo hace en el polisacarido desulfatado, puede inferirse la presencia

de un grupo éster sulfato en dicha ubicacion.

Los resultados del analisis por metilacion de G1 se muestran en la Tabla 12. Las
asignaciones de los picos de cromatografia gaseosa correspondientes a los alditoles
peracetilados parcialmente metilados se confirmaron por cromatografia gaseosa

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

Tabla 12, Analisis de metilacion de Gl

Monosacardo® Unmidad®* 8t
2.3.4.6-Cal Cialp (| — 2
2.4.6-Cal —3)Galp(1— 23

FJAPIrGalp(l— o
X 6-{aal : 24

e +3)Galp 45(1 -
2.4-Cal — 3)Cialp 65( 1 — 7
2-G3al —3Galp 4.65( 1— 37
4Cal+Gal 7 7

*Los mumeros mdican la posicion de los grupoes metilo.
** Loz nimeros mdican posicidn de sustitucidn en la unidad original

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica no
degradativa que se basa en un fenomeno que ocurre en el nicleo de ciertos atomos en
presencia de un campo magnético intenso y homogéneo (Stortz, 1995). Estos d&tomos se
caracterizan por poseer un numero atdémico impar (es decir, espin nuclear no nulo),
como es el caso de isotopo de 'H y del carbono "*C. En estos casos se produce la
alineacion del espin nuclear a favor o en contra del campo magnético. A determinada
frecuencia de irradiacion (en el rango de las ondas de radio), combinada con un campo
magnético de cierta intensidad, se produce la inversion del espin en los nucleos que
constituye el fenomeno de resonancia magnética. Las condiciones en que se produce ese
fendmeno varian en funcidén del entorno quimico y electrénico en que se encuentra un
nucleo. 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 posicion de las sefiales o picos corresponde a unidades ¢ de
desplazamiento quimico respecto de un compuesto de referencia. El desplazamiento
quimico, expresado como partes por millon (ppm), es dependiente del entorno del
atomo, que puede estar “protegido” o “desprotegido” del campo aplicado por efecto de
los atomos y electrones vecinos, de forma tal que el desplazamiento se produzca hacia

campos mas altos o mas bajos, respectivamente.

La RMN protonica tiene una complejidad adicional debido a que cada proton recibe la
influencia no s6lo del campo magnético aplicado sino también del espin de los protones
de los carbonos adyacentes, en un fenomeno conocido como acoplamiento espin-espin.
Esto produce un desdoblamiento de las sefiales que se observan en los espectros. El
numero de picos en que se desdobla una sefal y la separacion entre ellos da una idea del
entorno en que se encuentra un proton (Stortz, 1995). La constante de acoplamiento (J)

expresa la magnitud de la separacion entre seiales desdobladas.

En el analisis de polisacaridos mediante RMN aporta informacién respecto de la
configuracion de las unidades presentes, la posicion y el tipo de enlaces y la sustitucion
y modificaciones sobre los monosacaridos (sulfatacion, metilacion, desoxiazucares,
etc.). Se usan tanto técnicas unidimensionales de RMN (‘H y BC) como

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

Junto con los espectros de resonancia magnética nuclear de Gl que se muestran a
continuacion (Figura 7, Tabla 13), los resultados del analisis por metilacién confirman
que se trata de un polimero 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 podrian 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 4cido pirtivico en C-3 y C-4. Las unidades metiladas en C-4
y sin metilar se explican probablemente por cierto nivel de submetilacion de la muestra.
Finalmente, las unidades metiladas en C-2 podrian 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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Tabla 13, Asignacion de las sefiales del espéciro HMOQC de G

Linidad estructural

H1/C1

H2/C2

H3/C3

H4/C4

Hs/C5

H&/'Co

—3-D=Ciakp {1—
%4-Pir feD-Galp | 1—

—A)pDeGialp 48(1—
—+3.6)f-D-Gialp {1—

4601049 3.71/71,1 374820 411692 364756 I6W61E
4.611104,1 348743 417793 411756 3,9T/73.9 3820617
4671049 3701718 ndTHe 481784 3047560 3600609
4671049 372718 nd796 4817788 164745 3.690nd

nd: no determinado

6P 0 -8
4 I
==t - 2 e
s @ [
= = i
45 _ i
“aey 228 o
[==]
o
o
=)
B
é 1P i
,J-.— B
III|III||'II|[.I|II||III|III|III|II
48 46 44 42 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm
Ik\-.’l___ﬂ £ o
S S B
[ (= =
| ks & 2
| - | |
: y—' [, P —— Wi "y \'M-w
=
5] T T T T T T T T T
L8 16 1.4 ppm 170 150 130 110 ppm

Figura 7- Arriba: espectro bidimensional HMQC de G1. Los numeros corresponden al carbono

y proton asignado; P indica unidades 3,4 piruviladas; S indica unidades sulfatadas en C-4; (6)

indica unidades sustituidas en C-6. Abajo, izquierda: sector del espectro HMQC de G1 con las
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sefiales asignadas al CH; de las unidades piruviladas; derecha: fragmento del espectro °C de G1
donde se muestran las sefiales asignadas a los grupos COOH y O-C-O del acido piravico (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 C. yezoenze y C.
isthmocladum (Bilan et al., 2007; Farias et al., 2008). La estructura de estos polimeros
es muy similar a la que surge de la caracterizacion quimica de G1 y la mayor parte de
las sefiales observadas en los espectros de este ultimo polisacarido pudieron relacionarse
con las reportadas en los trabajos mencionados. En todos los casos, se trata de
polisacaridos formados por unidades de P-D-galactopiranosa unidas por C-3 con
sustituciones en C-4 y/o C-6 atribuidas tanto a grupos sulfato como a acetales de acido

piruvico y ramificaciones.

También se observaron las sefiales correspondientes a las unidades piruviladas (CHj:
1,55/24,2, O-C-0: 108,8 y COOH: 178,8) asignadas de acuerdo a los valores reportados
por Bilan y colaboradores (2007) (Figura 7).

La fraccion G1 fue sometida a desulfatacion asistida por horno de microondas (Navarro
y Stortz, 2007), obteniéndose un galactano desulfatado (G1D, Tabla 14) con un
rendimiento de 51%. Este polimero atin presentd un cierto contenido de sulfato (< 3%),
y un contenido de hidratos de carbono de 75%. Las diferencias en el andlisis por
metilacion respecto del compuesto original permiten confirmar las inferencias hechas
sobre el patron de sulfatacion y las demds sustituciones. En este caso se registra un
incremento de sustitucidon 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 monosacaridos disulfatados en C-4 y C-6
(2-Gal) y monosulfatados en C-6 (2,4-Gal). En las condiciones en las que se realizo 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 disminucion de las
unidades 2-Gal y 2,6-Gal (aunque en este ultimo caso la pérdida también se debe a la

desulfatacion de la posicion 4).
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Tabka 14, Analisis de metilacion de G v GID

Monosacarido® Unidad®** il 1D
% %
2.3.4,0-(Gal Galp (| — & if
24 6-Gal WI)Galp (11— 23 61
2.3 4-02.3,6-Cal T - 3
3.4PirGalp(1- o
el —pi-'leaIpiS{ s 24 :
2. 4-Cial e 3 Al 5[ | — 7 R
2-Gaal — 3 Falp 4,65(1— 37 -
d4(ial+Gial 7 7 2

Los datos de 5] se incluyen a fin de faciitar la mterpretacion de los resuliados,

*Los nitineros indican la posicion de los grupos metilo.
**Los nimero: mdicen posicidn de susiitueiin en Ly widad onginal.

Los espectros de FTIR de G1 y G1D (Figura 8) difieren fundamentalmente en la
absorbancia a longitudes de onda relacionadas con los grupos sulfato (regiones 1220-
1260, 830-930cm™), mientras que la zona correspondiente a la “huella dactilar” del
esqueleto del polisacarido es muy similar. Por otro lado, hay también diferencias en la
zona de 1650 a 1715 cm™, donde aparecen bandas caracteristicas de los grupos
funcionales presentes en el acido pirtivico, confirmando la pérdida de unidades

piruviladas observada en el andlisis por metilacion.

Gl el e
e Esacdrién

E
B
|

daior it

M0

o
- T
-

|
=1

n43
B DA
% L35
E i

|
_—

b

n.1s

L] 141K L] L] fo ]

Lomgitud de onda (em-1)

Figura 8- Espectros de FTIR de G1 y G1D.
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En base a los resultados obtenidos en los diferentes analisis, se propone una posible
secuencia para un fragmento de Gl (Figura 9), en la que aparecen las unidades

mayoritarias.

% OH
- OH

Figura 9- Posible estructura de un fragmento de G1.

5.3.2.5. Arabinanos sulfatados

5.3.2.5.1. Arabinano sulfatado de V1 (A1)

Un arabinano de gran pureza (Al, 97 % de arabinosa) y altamente sulfatado, se obtuvo
por precipitacion con cloruro de potasio a partir de V1. Este producto representa cerca
del 30% (p/p) de V1, y se determin6 para ¢l un peso molecular promedio numérico de
180 kDa por dosaje de extremos reductores. El andlisis por metilacion de Al (Tabla 15)
muestra que los residuos de L-arabinosa se encuentran unidos por enlaces f-(1—3), con
predominio de unidades disustituidas por grupos sulfato en C-2 y C-4, lo cual coincide
con el alto grado de sulfatacion determinado a partir de la razén molar azlcares
totales:sulfato (1:1,8). No obstante, es posible que durante el proceso de metilacion haya
habido un cierto grado de pérdida selectiva de las unidades disulfatadas, ya que el
porcentaje de las mismas deberia haber sido un poco mayor de 50 %, como se

desprende del analisis inicial de la muestra y los espectros de RMN.
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Tabla 15, Analizis de metilacion de Al

Monosacirido* Unidad** i
2.3.4-Ara Arap (11— i
2,4-Ara —3Arp (1— 13
2-Ara ~+3}Arap 45( 1 — 26
4-Ara =3 )Arap28{1 — 10
Ara —+3)Arap 2.45(1 30

* Los mameros mdican ka possoon de loz grupos metilo,
“*Los mimeros mdican posicion de susinucion en o unidsd
original,

Adicionalmente, se realiz6 la desulfatacion asistida por microondas de este polisacarido
obteniendo A1D (rendimiento 65%), cuyo analisis por metilacion permiti6 confirmar las
caracteristicas estructurales propuestas para el compuesto original, tanto el tipo de
enlace presente como la forma pirandsica de las unidades de arabinosa y la posicion de
los grupos sulfato (Tabla 16). En el arabinano desulfatado (4,5 % de sulfato, poder
rotatorio especifico [a]p= + 50.3 °) las unidades de cadena y terminales sin sustituir
suman el 91 % del total, encontraindose bajos porcentajes de residuos monosulfatados
que resistieron el proceso de desulfatacion, y sélo un 1 % de residuos disulfatados en C-
2 y C-4 (mientras que el porcentaje en Al era de 50% de unidades con dos grupos

sulfato).

Tabla 16. Analisis de metilacion de Al v AID

Monosacando® Unidad** Al AlD
Y Y
234-Ara Arap (]l — | 3
2.4-Ara —3)Arap (1 13 84
2-Ara —3Arap45(1— 26 5
4-Ara —3)Arap 25(1— 1 3
Ara —3)Arap 2 45(1— 50 |

Los datos de Al se incluyen @ fin de faciliar la interpretacicn de
ks resuliadis,

*Los mimeros ndican b posicion de los prupos metido.

**Los nOomeros mdican poskeiin de  sustiteditn en la unidad
rrimal,
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El espectro bidimiensional HMQC de A1 muestra solo cinco picos principales (Figura
10, Tabla 17). La configuracion B-L de las unidades de arabinosa se infirid a partir del
espectro de A1D (Figura 11, Tabla 17) y del poder rotatorio especifico de Al ([a]p=
+167.5 °) (I’in et al., 1985; Paradowska et al., 2008).

BS
5 :
w3 - R
e i
=W 28 |
45 o
| O
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- &
| i
T O
- O
55 ‘50 45 40 35 ppm

Figura 10- Espectro bidimensional HMQC de Al.

Tabla 17. Asignacion de las sefiales de los especiros HMOC de Al y ALD

Polisacando Desplazamiento quimico (ppim}
HL/C1 H2/C2 H3C3 H4/C4 HSiHS'IES
AlD 3, 12970 39667 6 398748 4.19/66,7 408363637
Al 537955 45788 436708 480754 407816

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 a-L-galactano sulfatado (Cinelli et
al., 2010) y un a-L-fucano sulfatado (Pereira et al., 2002), cuya configuracion es similar
a la del arabinano de Codium vermilara (Figura 12) mostraron resultados semejantes en
sus espectros. Ademas, las constantes de acoplamiento Jy i experimental y calculada

inicialmente para H1-H2 y H2-H3 para galactanos y fucanos con similar configuracion
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confirman una conformacién preferencial *C; para el ciclo de arabinosa pirandsica

(Becker et al., 2007).

, |
5 5 - ©
— - |
- -
- 3 -
-8
K
< 1 i
S
55 50 45 40 35 ppm

Figura 11- Espectro bidimensional HMQC de A1D.
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s
OH \

unidades D-galactopiranosa unidades [L-fucopiranosa

Figura 12- Conformacion preferencial de unidades 3-L-arabinopiranosa comparada con la de o-
D-galactopiranosa y o-L-fucopiranosa enlazadas por C-3. Los numeros en rojo indican la

posicion de los carbonos C-1, C-2, etc.

Por otro lado, la sefal de 61,6 ppm correspondiente al C-5 de estas unidades (Bock y
Pedersen, 1983) confirma esta asignacion, teniendo en cuenta que un sulfato axial sobre
C-4 provoca un desplazamiento hacia campos mas altos en la sefial de dicho carbono
(Stortz y Cerezo, 1992). Los desplazamientos observados para C-2 y C-4 son los
esperables dada la sustitucion por grupos sulfato, e igualmente para C-3 por la

influencia de la union glicosidica.

El espectro de HMQC de A1D (Figura 11, Tabla 17) presenta cinco picos principales
asignados a unidades arabinopiranosa considerando los valores reportados para los metil
B-D-(B-L)- y a-D-(a-L)-arabinopiranésidos (Bock y Pedersen, 1983; Zhuo et al., 2008),
la 3-O-L-arabinopiranosil-L-arabinosa (Odonmazig et al.,, 1994), el residuo L-
arabinopiranosil terminal no reductor, unido a C-3 de una Araf, de un oligosacarido
(Ishii et al., 2005), y los efectos de glicosilacion en disacaridos con una aglicona

pirandsica con el proton ecuatorial en uno de los carbonos B (Shashkov et al.,1988).
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Las sefiales anoméricas en ambos espectros 'H NMR (5,37 y 5,12 ppm, en Al y A1D,
respectivamente) concuerdan con la conformacion propuesta (unidades de [-L-
arabinopiranosa en forma de silla *C,), mientras que el desplazamiento a campos mas
bajos del proton anomérico del polimero original respecto del de su desulfatado apoya la

propuesta de una sulfatacion en C-2.

Asimismo, los espectros de FTIR de Al y AlD se compararon, observandose
diferencias importantes en la intensidad de la absorbancia a longitudes de onda
caracteristicas de la sustitucién con grupos sulfato: regién 1220-1250 cm™ y picos a
830, 870, 890, 920 y 980 cm™, mientras que la regién correspondiente a la “huella
dactilar” del esqueleto de ambos polisacaridos es similar (Figura 13, ver Tabla Anexa

FTIR).
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Figura 13- Espectros FTIR del arabinano sulfatado de Al y A1D.

5.3.2.5.2. Arabinano sulfatado de W1 (A2)

Una vez lograda la purificacion del arabinano sulfatado presente en este extracto a
través de los sucesivos pasos aplicados (tratamiento con a-amilasa y nueva precipitacion
con KCI 0,1 M, lo que permiti6 pasar de 41 a 95 % arabinosa), la fraccion obtenida

(A2) se analizd por metilacion (Tabla 18). A diferencia de Al (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
sulfatacion estimado a partir de la relacion molar azucares totales:sulfato (1:1,8 en el

casode Al y 1:1,5 enel de A2).

Tabla 18. Analisis de metilacion de A2

Monosacarido® Unidad** 0,
2,3.4-Ara Arap (1— 6
2.4-Ara —3)Arap (1— 35
2-Ara —3)Arap 45(1— 30
4-Ara —3)Arap 25(1— 7
Ara —3)Arap2 45(1— 29

*Los nimeros indican la posicidn de los grupos metilo.
*#Los nimeros indican posicidn de sustitucion en la
unidad original,

En los espectros de resonancia magnética nuclear de A2 (Figura 14) se observan las
mismas sefiales principales que en el caso de Al, pero ademds hay dos sefiales 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 (Tabla 19).
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Figura 14 - 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.

Tabla 19. Asigmacion: de las sefiales del espectro HMOC de A2

Desplazamiento guimico (ppm )
H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 __HSHS'/CS

A.565T0R
45777

5370955 403/69.5 487754 407616

5.3.2.6. Manano sulfatado (MS)

La fraccion MS, eluida con NaCl 0,5M en una columna de cromatografia de
intercambio i6nico con DEAE-Sephadex A-25 se eligidé para caracterizar el manano
sulfatado sintetizado por Codium vermilara. Por el método de Park y Johnson (1949) se
determinod un peso molecular promedio numérico <10 kDa. El analisis por metilacion de
MS (Tabla 20) mostr6 que se trata de un polimero con una estructura basica similar a la

del manano fibrilar, formado principalmente por unidades de -D-(1—4)-manopiranosa
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no sustituidas (unidades 2,3,6-trimetiladas), seguidas por un porcentaje importante de

unidades sustituidas con grupos sulfato en posicion C-2.

Tahla 20, Andlises de metlacion de S

Monosacarido® Unidad** i,
2.3.4.6-Man Manp (1— 3
2.4 6-Man - 1
2.3.6-Man -4 Manp (1 63
3.6-Man ¥ Manp 25(1- 23
2,3-Man =4 ) Manp 65(1— 2
3-Man —~ I
Man - |
2.3.6-Glc & 2
2.6-Cial e 2
Cile - 2

* Las miumeros indican by posicion de los grupes metilo,
**[Los niameros indican posicion de sustilucidn en la umdad
orginal,

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
sustitucion por grupos sulfato (y no por ramificaciones con unidades de manosa).
También se encontraron pequefias cantidades de unidades enlazadas por C-4 sustituidas
en C-6, que podria corresponder a sustituciones con sulfato tanto como a ramificaciones
simples de B-D-manosa. Previamente, se detectaron cantidades significativas de
unidades de 2,3-di-O-metilmanosa (6,5%) en el analisis por metilacion del extracto W1
(Ciancia et al., 2007). Las diferencias observadas en el porcentaje de estas unidades en
ambas muestras (el extracto W1 y la fraccion MS) puede explicarse por el hecho de que
esta ultima so6lo representa alrededor de un tercio del manano total presente en el
extracto original, y el fraccionamiento por cromatografia de intercambio i6nico
realizado pudo haber arrojado como resultado mananos con ciertas variaciones en sus
patrones de sustitucion. Las restantes unidades presentes (Man, 3-Man y 2,4,6-Man),

todas ellas con porcentajes de ~1%, podrian atribuirse a submetilacién de la muestra.
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Los espectros de resonancia magnética nuclear de esta fraccion (Figuras 15 y 16, Tabla
21) se analizaron teniendo en cuenta la informacion previamente publicada (Cardoso et
al., 2007), y confirmaron la estructura propuesta a partir del analisis por metilacion, con
sustituciones de sulfato en C-2. Pudieron detectarse ademds pequefas sefales

correspondientes a las unidades de los extremos terminales reductores y no reductores

(Davis et al., 1995).
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Figura 15- Espectro C de MS. M1-6: unidades de manosa no sulfatadas, MS1-6: unidades de

manosa sulfatadas en C-2.
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Figura 16- Espectro HMQC de MS. M1-6: unidades de manosa no sulfatadas, MS1-6: unidades

de manosa sulfatadas en C-2, Mta-f: unidades terminales de manosa.
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Tabla 21, Asigmacion de las sefinles del espectro HMOC de MS

Umidad estmsctural  C-1/H-1  C-2H-2  C-3/H-3 C-aH4 CAH-5 C-tiHb 6
—+8 ) B -DMan 6 FONE02  T21A.74. TR3ATe 750348 61,271 66-3,60

—4) f-D-Man 25 Q994 TR TRTMTS TLIAAR TLIG36 T84 01,143 38-3.85
s p-IMan red 94,209 .82

—ed p=D0-hefam red S 305 00 G605 00

—4fi-I-Man no TIASE 30 6730340 ThT G1.7

rl: Extremo reducisr
iy gl EErim e el

La Figura 17 muestra el espectro de FTIR de MS, donde se observan, aunque poco
definidos, algunos picos a longitudes de onda correspondientes a sustitucion con grupos
sulfato, ademas de aquellas que constituyen la zona de la huella dactilar del polimero.
En la Figura 18 se muestra la estructura de las unidades de f-D-manopiranosa que componen

MS.
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Figura 17- Espectro de FTIR de MS.
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Figura 18- Unidad de —4)-B-D-manopiranosa-(1— que componen MS.
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5.4. Localizacion in situ de biomoléculas componentes de la pared

Una vez identificados y caracterizados los principales componentes de las paredes
celulares de Codium vermilara, las técnicas de localizacién in situ, combinando
microscopia optica y confocal con técnicas de tincion e inmunomarcacion, permitieron
analizar la forma en la que los mismos se disponen para dar origen a la compleja

estructura que forman.

La microscopia laser confocal, en particular, es un tipo de microscopia de fluorescencia
que permite la obtencion de imagenes de gran nitidez a partir de material de cierto
espesor. Un haz de laser con luz focalizada ilumina distintos planos focales, barriendo
punto por punto (en sentido horizontal — ejes x e y - y también vertical — eje z). En esta
técnica se genera una imagen compuesta a partir la fluorescencia emitida por cada punto

(eliminando el ruido que genera la emision por fuera del plano focal).

5.4.1. Manano neutro

Inicialmente, la tincion con Calcofluor White (CW) permitié determinar la ubicacion de
polisacaridos fibrilares en la pared celular de Codium vermilara. La marcacién con
anticuerpos que detectan especificamente la presencia de unidades B-(1—4)-D-manosilo
permitié caracterizar la fraccion fibrilar del alga. La birrefringencia de la pared celular
(es decir, la propiedad de desdoblar la luz incidente en dos haces polarizados
perpendiculares entre si) fue observada con microscopia de contraste de fases, y la
inmunomarcacion con microscopia confocal gracias al uso de un anticuerpo secundario
acoplado con Alexa Fluor 488. Se us6 un anticuerpo policlonal (Mab) desarrollado por
Handford y colaboradores (2003) Se encontr6 que estos polimeros se ubican en dos

capas bien definidas separadas por una zona central no reactiva (Figura 19).
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Figura 19- Localizacion in situ del B-(1—4)-D-manano fibrilar de Codium vermilara en
secciones longitudinales de la pared del utriculo. Arriba: utriculo de C. vermilara. Centro,
izquierda: vista con luz directa; derecha: tincion con Calcofluor White observada con
microscopia laser confocal. Abajo, izquierda: vista con contraste de fases; derecha:
inmunomarcacioén con anticuerpo antimanano observada con microscopia laser confocal. Las

flechas indican las capas fibrilares externa e interna de la pared. Escala: 20 pm.

El tratamiento de los cortes con una endomananasa que hidroliza especificamente
unidades de manosa enlazadas por medio de uniones B-(1—4)- produjo una
considerable disminucién en la tincion con CW (Figura 20), ademas de la aparente
pérdida de la estructura fibrilar y el dafio de zonas de la pared, lo que conlleva una
pérdida de parte de la birrefringencia observada en el material sin tratar (Figura 19).
Esto confirmaria un rol estructural fundamental para el manano neutro de Codium

vermilara.
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Figura 20- Secciones longitudinales de la pared del utriculo de Codium vermilara tratadas con
endomananasa. Izquierda: imagen de microscopia de contraste de fases donde se observa la
pérdida de la estructura fibrilar. Derecha: imagen de microscopia laser confocal donde se
observa la pérdida de tincion con Calcofluor White del material tratado (indicado con *).

Escala: 40 pm.

Por otro lado, se estim¢ la cantidad de manosa liberada a partir de los cortes tratados
con la enzima, siendo considerablemente mas alta que en el control (480 £ 10 ng de

manosa.mm™y 80+ 5 ng de manosa.mm?, respectivamente. Figura 21).
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manosa liberada/area

o

Figura 21- Cantidad de manosa liberada por unidad de area de secciones del talo tratadas con la

enzima (ng de manosa.mm™), comparada con el control negativo.

5.4.2. Polisacaridos sulfatados

5.4.2.1. Tincion con Azul de O-Toluidina
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La presencia de polisacaridos sulfatados se detectd6 mediante tincion con Azul de O-
Toluidina. Esta tincion permite detectar polisacaridos anidnicos (sulfatados y
carboxilados) al usarse a un pH de 6,8 y si se usa a pH 1, como en este caso, detecta
especificamente las cargas negativas correspondientes a grupos sulfato, ya que los
grupos carboxilato se encuentran protonados en esas condiciones. Se observo de este
modo la existencia de una capa central que concentra este tipo de compuestos (Figura
22), delimitada por las capas que reaccionaron con la tincion y los anticuerpos para
manano fibrilar. A modo de control negativo, secciones preextraidas con agua (90°C, 2
horas) se trataron con la misma tincion, observandose una coloracion significativamente

menor debido a la remocion de los polisacaridos sulfatados.

Figura 22- Secciones longitudinales de las paredes del utriculo de Codium vermilara.
Izquierda: tincioén con Azul de O-Toluidina (pH =1). Derecha: la misma tincién aplicada a un
corte previamente extraido con agua para remover los polisacaridos sulfatados solubles en agua.

Escala: 30 pm.

5.4.2.2. Microespectroscopia SR-FTIR

La espectroscopia de infrarrojo medio basada en radiacion de sincrotron (SR-FTIR)
acoplada a microscopia permite el mapeo de componentes sobre cortes de material,
usando distintas longitudes de onda que se relacionan con determinados grupos
funcionales. Un sincrotron actia como un acelerador de particulas que transforma
electrones en luz (Yu, 2004). El uso de una fuente de luz de tipo sincrotrén,
extremadamente brillante, permite incrementar la relacion sefial:ruido y aumenta la

resolucion en forma muy significativa respecto de otras fuentes (Yu, 2004).
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Se analizaron cortes longitudinales de los utriculos de C. vermilara, estimando la
intensidad de absorcion en las siguientes longitudes de onda:

1380, 1250 y 1230 cm™ — grupos éster sulfato

850 cm™ — C-0-SO; axial (sulfato axial secundario)

820-830 cm™ — C-0-SO; (sulfato primario)

La Figura 23 muestra los resultados del mapeo, de donde surge un patron de
distribucion similar al obtenido por el analisis citoquimico. Las maximas 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 region que concentra los polisacaridos sulfatados que

constituyen la matriz de la pared celular de Codium vermilara.
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Figura 23- Analisis por microespectroscopia SR-FTIR de secciones longitudinales de la pared
del utriculo de Codium vermilara. Las longitudes de onda indicadas en cada caso corresponden
a grupos éster sulfato (1380, 1250 y 1230 cm™) sulfato axial secundario (850 cm™) y primario
(820-830 cm™). La escala de colores a la derecha representa la intensidad relativa de la

absorbancia para la frecuencia de onda indicada. Escala: 20 pm.
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5.4.3. Glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs)

Dado que previamente se habian detectado HRGPs en las paredes de Codium fragile
(Ciancia et al., 2007), se intentd determinar si epitopes de estas glicoproteinas se
encuentran también presentes en C. vermilara. Varios anticuerpos contra HRGPs de
plantas fueron usados sobre cortes de C. vermilara para indagar la localizacion de
epitopes de estos compuestos en las paredes celulares del alga. Mediante microscopia
confocal se detectaron arabinogalactano proteinas (AGPs) con JIM16 y MAC207, y
epitopes de HRGPs del tipo extensinas con JIM11 y JIM20 (Figura 24). JIM16 y
MAC207 reconocen la porcion de hidratos de carbono de las AGPs (Knox et al, 1991).

MAC 207

Figura 24- Secciones longitudinales de la pared del utriculo de Codium vermilara
inmunomarcadas con anticuerpos que reconocen epitopes de AGPs (JIM16 y MAC207) y de
HRGPs tipo extensinas (JIM11 y JIM20). Las flechas sefialan las regiones con marcacion, *

indica su ausencia. Escala: 20 pm.

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 B-glucosil Yariv se utiliza para detectar AGPs
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en forma especifica, ya que se une de forma no covalente a las AGPs y produce una
coloracion rojiza. Si bien no se conoce en detalle el mecanismo de union del reactivo de
Yariv, se sabe que dicha union requiere de la presencia de la fraccion de carbohidratos
tanto como de la de proteinas en la molécula de AGP (Ellis et al., 2010). Por el
contrario, el a-manosil Yariv, no se une a las AGPs, por lo cual es usado como control

negativo en la deteccion de este tipo de HRGPs mediante el reactivo de Yariv.

Se usod B-glucosil Yariv para detectar la presencia de AGPs en la pared celular de
Codium vermilara (Figura 25), y como control negativo se usaron secciones tratadas
con a-manosil Yariv, y otras secciones previamente extraidas (para eliminar las AGPs)
tratadas con B-glucosil Yariv. Ambos controles resultaron no reactivos. Tanto estos
ensayos como los de inmunolocalizaciéon mostraron una distribucion en dos capas,

similar a la que se observo en el caso del manano fibrilar.

Figura 25- Izquierda: Tincioén con reactivo de B-glucosil Yariv, que reconoce AGPs. Como
control, se usé el mismo reactivo sobre cortes sometidos a extraccion de los AGPs (centro), y el

reactivo a-manosil Yariv sobre cortes sin extraer (derecha). Escala: 30 um.

5.5. Modelo de pared propuesto

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion (Estevez et al., 2009) se mostrod
la localizacion in situ de los componentes de la pared celular de Codium fragile (un
resumen de los resultados se muestra en la Figura 26). A partir de este analisis se
elabor6 un modelo tentativo para la pared celular esta especie (Figura 27). En base a los
resultados detallados en esta seccidon, junto con la caracterizacion quimica de los
componentes, se propone un modelo de pared para el alga cenocitica Codium vermilara

(Figura 28), que permite la comparacion con la especie C. fragile, anteriormente
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estudiada (Estevez et al., 2009. Figuras 26 y 27). Los utriculos de C. vermilara
presentan una estructura tipo sandwich, con dos capas de [-(1—4)-D-mananos y
HRGPs (tipo AGPs y extensinas) que limitan una zona central rica en polisacaridos
sulfatados. En el mucrén de C. fragile (una prominencia que se forma en el apice de los
utriculos de esta especie), mananos y HRGPs estan distribuidos en una amplia capa
interna y otra externa mucho mas delgada, mientras que los polisacéaridos sulfatados

también forman una capa media amorfa.

00D 000 040 080 080 100 1R0 140

JIM-20

Figura 26- Localizacion in situ de los componentes de la pared celular de Codium fragile, en
secciones longitudinales del mucrén. Arriba: localizacion del manano con Calcofluor White
(CW) y el anticuerpo especifico (Mab). Seguna linea: mapeo por SR-FTIR; se muestran las
longitudes de onda correspondientes a la absorcion del B-(1—4)-D-manano. Tercera linea:
tincion de polisacaridos sulfatados con azul de O-Toluidina (izquierda) y localizacion de AGPs
con reactivo de B-glucosil Yariv (derecha). Abajo: inmunolocalizacion de epitopes de HRGPs

con anticuerpos monoclonales.
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Pared

Citoplasma

== Manano
w= Polisacaridos sulfatados
m= HRGPs

== HRGPs que no pertenecen a la pared

Figura 27- Modelo de pared celular de Codium fragile, con dos capas fibrilares desiguales
compuestas por B-(1—4)-D-mananos y una zona central de matriz que concentra los
polisacaridos sulfatados. Ademas, 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.
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== Pplisacaridos sulfatados
m HRGPs

Figura 28- Modelo de “sandwich” propuesto para la pared celular de Codium vermilara, con
dos capas fibrilares compuestas por B-(1—4)-D-mananos y una zona central de matriz que
concentra los polisacaridos sulfatados. Ademas, los epitopes de HRGPs del tipo AGPs y

extensinas colocalizan con las capas interna y externa de manano.
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Resumen de los resultados 1° Parte -A:

-El alga verde marina Codium vermilara sintetiza paredes celulares que constituyen
sistemas complejos formados por una porcion fibrilar y una matriz de polisacaridos

sulfatados.

-La porcion fibrilar de la pared esta formada por un f-(1—4)-D-manano lineal insoluble

en agua.

-Los principales polisacaridos sulfatados son:

-galactanos ramificados sustituidos con grupos sulfato y 4cido piravico, con un
esqueleto basico formado por unidades B-(1—3)-D-Galp. Estos compuestos son muy

similares a otros galactanos descriptos para varias especies del género Codium.

-arabinanos lineales altamente sulfatados, formados por unidades B-(1—3)-L-
Arap, lo cual constituye una novedad ya que en los arabinanos de distinto origen

descriptos hasta el presente la arabinosa se encuentra en forma furanosica.

-Por ultimo, se aisl6 con bajo rendimiento un manano con grado intermedio de
sulfatacion cuya estructura basica es la misma que en el caso del manano fibrilar,
aunque se encuentran grupos sulfato en posicion C-2 en algunas de las unidades Manp.
Se propone para este polimero un rol de interfase entre la porcion fibrilar neutra y la

matriz sulfatada de la pared.

-Se detect6 ademas la presencia de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) del

tipo arabinogalactano proteinas y extensinas.
-La localizacion in situ de los componentes de la pared reveld una estructura tipo

sandwich, con dos capas fibrilares (donde también se encuentran HRGPs) que encierran

una zona central donde se concentran los polisacaridos sulfatados.
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Capitulo 1 — Variabilidad de los componentes de la pared celular de Codium

vermilara

1.1. Introduccion

La influencia de factores estacionales, geograficos y de otro tipo sobre aspectos de la
biologia de las algas (morfologia, distribucion, ciclos de vida y reproduccion,
bioquimica, etc.) fue analizada en numerosas ocasiones, desde perspectivas muy
diversas. Como ejemplo de estudios centrados en caracteristicas bioquimicas de
macroalgas se pueden mencionar la variacion poblacional y biogeografica en el
contenido de metabolitos relacionados con la defensa antiherbivoria (Paul y Alstyne,
1982; Steinberg, 1989) y la variabilidad estacional en la produccion de otros
compuestos bioactivos (Hornsey y Hide, 1976, cuyo estudio abarca once especies, entre

ellas Codium fragile; Padmakumar y Ayyakkannu, 1997; Hellio et al, 2004).

La variabilidad en la pared celular de algas verdes, rojas y pardas fue estudiada en
varias ocasiones, desde el punto de vista temporal (Lahaye y Yaphe, 1988; Chirapart y
Ohno, 1993; Mouradi-Givernaud et al., 1993; Oliveira et al., 1996; Givernaud et al.,
1999; Orduiia-Rojas et al., 2008; Robic et al., 2009; Skriptsova et al., 2010). En la
mayoria de estos casos, la variabilidad encontrada en la composicion y/o estructura de
los componentes de las paredes se relaciono tanto con factores ambientales complejos
como con cambios endogenos (crecimiento y desarrollo, reproduccién, cambios

morfoldgicos, etc).

Algunos trabajos han indagado en la variabilidad de otros aspectos del género Codium.
Hubbard y Garbary (2002) describieron la variacion morfologica de la especie invasiva
C. fragile en las costas del este de Canada. Otro trabajo (Trowbridge y Farnham, 2004)
se centrd en la variacion espacial a lo largo de un gradiente mareal, al sur de Inglaterra,
para C. vermilara, C. tomentosum y dos subespecies de C. fragile. Sin embargo,
mientras los aspectos quimicos de la pared celular del género, incluyendo Codium
vermilara, fueron extensamente estudiados (Bilan et al., 2007; Ciancia et al., 2007;
Farias et al., 2008; Ohta et al., 2009), al momento de encarar este analisis no existian
reportes acerca de la variabilidad en los polimeros de la pared a lo largo de gradientes

geograficos o estacionales.
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Se investigd entonces la variabilidad en muestras de C. vermilara recolectadas en
diferentes localidades de la costa argentina, y en diferentes momentos del afio para una
misma localidad. La comparaciéon tomd en cuenta los niveles de sulfatacion y el
contenido y composicion de los azlicares de la pared. Ademas de las determinaciones
quimicas, para el analisis se utilizd espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier y los resultados obtenidos se trataron por Analisis de Componentes Principales

(FTIR-PCA).

La espectroscopia FTIR es una técnica muy sensible que permite la caracterizacion de
macromoléculas en base a la absorcion de luz asociada a la vibracion de enlaces
quimicos asimétricos presentes en sus componentes monoméricos (Prado-Fernandez et
al., 2003). Es posible detectar pequefias diferencias en la composicion de dos muestras,
aunque no siempre esas diferencias pueden asignarse claramente a una determinada
estructura o grupo funcional. Las determinaciones quimicas y la espectrocopia FTIR,
por lo tanto, proveen distinto tipo de informacion acerca de los componentes de la
pared, por lo que pueden considerarse enfoques complementarios a la hora de lograr una

caracterizacion integral de estructuras tan complejas.

La espectroscopia infrarrojo presenta algunas ventajas para el analisis de paredes
celulares. Los espectros se adquieren en muy poco tiempo y es una técnica no
destructiva, que no requiere derivatizacion de la muestra. Son muchos los grupos
funcionales que absorben a longitudes de onda caracteristicas, obteniéndose perfiles
bioquimicos con sefiales a veces superpuestas (Kim et al.,, 2004) y permitiendo
asignaciones para muchos componentes de la pared. También es posible detectar
alteraciones estructurales y arquitecturales en la pared (Kim et al., 2004), cambios en la
conformacioén y la orientacion de los polimeros (Chen et al., 1998) y resolver mezclas
complejas de compuestos con similares caracteristicas espectrales (Robic et al., 2008).
Se ha utilizado FTIR, por ejemplo, para analizar interacciones intermoleculares en
monomeros y dimeros de lignina (Kubo y Kadla, 2005), para evaluar la orientacion de
las macromoléculas y las propiedades mecanicas de la pared en epidermis (Wilson et
al., 2000) y para monitorear la estructura cristalina de la celulosa en diferentes estadios
de desarrollo en madera de Gimnospermas (Kataoka y Kondo, 1998). En otra linea, la
combinacion de FTIR con técnicas estadisticas de compresion de datos (como el

analisis de componentes principales usado en esta tesis) permite comparar espectros
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muy complejos, como lo son los de las paredes celulares (Robin et al., 2003). En
plantas, este enfoque fue elegido por Chen y colaboradores (1998) para discriminar
entre mutantes y el tipo salvaje usado como control, y por Robin et al. (2003) para
obtener informacion sobre cambios en la pared en mutantes no caracterizados. Por otro
lado, Kim et al. (2004) mostraron que esta técnica también tiene valor taxondémico al
analizar las relaciones filogenéticas entre siete especies de plantas superiores de tres
ordenes diferentes mediante FTIR-PCA. Lu y colaboradores (2008) usaron la misma
técnica, combinada con un estudio anatomico comparado y analisis de la informacion
biogeografica, para realizar una revision de 18 taxa de una seccion que se hallaban en
discusion. En algas verdes del género Ulva, Robic y colaboradores (2008) usaron una
combinacion de andlisis quimicos, por un lado, y FTIR con procedimientos estadisticos

por otro, para analizar la composicion de la pared celular.

Con el objetivo de evaluar si la distribucion geografica de diferentes poblaciones afecta
el contenido de los diferentes polisacaridos que componen la pared celular de Codium
vermilara 'y sus caracteristicas (fundamentalmente el grado de sulfatacion), se
analizaron muestras provenientes de tres localidades costeras recolectadas en el mismo
momento del afio (mes de julio). Las localidades abarcan una franja latitudinal que va
desde los 39° S a los 45° S. Por otro lado, el grado de variabilidad en los componentes
de las paredes celulares de una misma poblacion como posible respuesta a factores
estacionales se analiz6 a partir de la recoleccion de material en una misma localidad en
ocho ocasiones, a lo largo de dos afios y abarcando todas las estaciones. Los
polisacaridos analizados, componentes principales de la pared celular de Codium
vermilara fueron el manano fibrilar y los polisacaridos de matriz (arabinano, galactano

y manano sulfatados).

81



1° Parte-B Experimental

EXPERIMENTAL

82



1° Parte-B Experimental

Capitulo 2 — Caracterizacion de la pared celular y analisis de la variabilidad

2.1. Recoleccion del material

Se recolectaron ejemplares de Codium vermilara en Bahia Arredondo (Provincia de
Chubut, BA; 45° 01' S, 65° 48' O), San Antonio Oeste (Provincia de Rio Negro, SAO;
40° 43’ S, 64° 56°0) y La Farola (Provincia de Buenos Aires, LF; 39° 00’ S, 61° 65° O)
(Figura 8, Resultados). Material correspondiente a cada sitio y fecha de muestreo se
depositd en el herbario del Museo Bernardino Rivadavia (BA: nimero de coleccion

47170; SAO: ntimero de coleccion 40466; LF: nimeros de coleccion 47171-47178).

En el sitio La Farola se recolectd material en ocho ocasiones, entre los meses de
noviembre de 2007 y diciembre de 2009, abarcando todas las estaciones del afio (Tabla
1).

Tabla 1. Muestras usadas para ¢l anilisis de la vanabilidad temporal de los
componentes de pared de Codium vermilara

Muesira Lugar de recoleccion Fecha de recoledcion
M3 La Farola, Pcia de Buenos Aires Mowiembre 2007
W4 La Farnla, Poia de Buenos Alres Diciembre 2007

M5 La Farola, Pcia de Buenos Aires Marzo 2008

W6 La Farola, Pcia de Buenos Aires Julio 20408

M7 La Farola, Peia de Buenos Aires Diciembre 2008

bl La Farola, Pcia de Buenos Adres hayn 2009

5] La Farala, Poia de Buenos Aires Septiembre 20049
M0 La Farala, Peia de Buenos Aires Dicicmbre 2009

2.2. Material utilizado para el analisis de la variabilidad quimica de la pared

celular

Se utilizé una mezcla de varios talos secos molidos con nitrogeno liquido en mortero
para las determinaciones sobre algas sin extraer. Para validar este procedimiento, se
analizaron separadamente las zonas apical y basal de una misma planta (n=5) y
diferentes plantas de un mismo muestreo, distinguiendo también entre éstas las partes

basales y apicales.
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En el caso de las determinaciones sobre los extractos, el material molido se extrajo con
agua destilada durante 24 horas (20 g/1). El residuo de la extraccion se separd por

centrifugacion y el sobrenadante fue dializado y liofilizado.

2.3. Determinaciones quimicas y espectroscopia de infrarrojo

Las siguientes determinaciones quimicas se realizaron siguiendo los métodos descriptos
en el Capitulo 3 de la 1° Parte-A: contenido total de hidratos de carbono (Dubois ef al,
1956, Ahmed y Labavitch, 1977), contenido de sulfato (por cromatografia idnica
isocratica y segun Dodgson y Price, 1962) y composicion de monosacaridos por CGL

de alditoles peracetilados (Stevenson y Furneaux, 1991).

2.3.1. Determinacion del contenido de sulfato organico e inorganico

De acuerdo al método de Thero y Hartiala (1971) entre 1 y 3 mg de muestra se
hidrolizaron durante 2 horas a 121° C, en 0,5 ml de TFA 2 M. Se neutralizdo con NaOH
2 My se llevo a seco con aire. Luego se agregd la cantidad de agua necesaria para
obtener una solucion de entre 4 y 24 pg/ml de Na,SO4. Se tomaron alicuotas de 0,5ml
de esta solucion, a las que se agregaron 2ml de etanol absoluto, 1 ml de buffer BaCl, y
1,5ml de solucidon de rodizonato de sodio. Se mantuvo en oscuridad a temperatura
ambiente durante 10 minutos, y luego se midi6 la absorbancia a 520 nm, utilizando agua
destilada como blanco y una solucion de Na,SO4 (5-30 pg/ml) como referencia. La

coloracion es estable durante 30 minutos.

El mismo procedimiento se siguid con la muestra sin hidrolizar, obteniéndose asi el
contenido de sulfato inorganico, que puede descontarse del contenido total de sulfato

(orgénico + inorgéanico) obtenido a partir de la muestra hidrolizada.

El buffer-BaCl, se preparo6 de la siguiente manera: a 10 ml de de 4cido acético 2 M se
sumaron 2 ml de cloruro de bario 0,005 M y 8 ml de bicarbonato de sodio 0,02 M;
posteriormente se llevdo a 100 ml con etanol absoluto. La solucion de rodizonato se
obtuvo disolviendo 5 mg de rodizonato de sodio en 20 ml de agua, agregando 100 mg
de acido ascorbico y agitando hasta disolver; finalmente se llevo a 100 ml con etanol

absoluto.
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2.3.2. Determinacion del contenido de sulfato por microanalisis

Los analisis se realizaron en el INQUIMAE (CONICET; FCEN-UBA), tal como se
describio en el Capitulo 3 de la 1° Parte-A.

2.4. Analisis estadistico

La significancia estadistica de las diferencias entre partes de una misma planta, plantas
de un mismo muestreo y plantas de distintas localidades fue determinada mediante
prueba T de Student; los valores de p menores que 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Previamente, se corrobor6 la normalidad de las muestras
mediante la prueba de Shapiro-Wilks, apropiada para muestras pequefias. Los analisis
aplicados se llevaron a cabo con el programa InfoStat (Universidad Nacional de

Cordoba, Argentina).

2.5. Espectroscopia de infrarrojo FTIR

Los espectros de FTIR fueron obtenidos y procesados siguiendo la metodologia

descripta en el Capitulo 3 de la 1° Parte-A.

2.6. Analisis de Componentes Principales (PCA)

Se utilizé el software win-das (Wiley, New York) para corregir la linea de base y
normalizar los espectros, para aplicar luego analisis de componentes principales (PCA,
por sus siglas en inglés) mediante el método de matriz de covarianza (Keymley, 1998).
Se tom6 para el anélisis la regién de 1500-800 cm™, donde los polisacaridos de pared
son las macromoléculas que realizan el mayor aporte a la absorbancia medida (Ver

3.2.2. para mayores detalles).
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Capitulo 3 - Variabilidad de la pared celular de Codium vermilara

3.1. Consideraciones generales

La caracterizacion de los componentes de las paredes celulares se realiza a través de
diversos enfoques y técnicas, y la combinacion de los mismos permite la obtencion de
datos complementarios. Cada técnica aplicada contribuye a la caracterizacion de los
componentes de la pared a través de informacion de diferente naturaleza. Esta
diversidad de enfoques enriquece el estudio de estructuras altamente complejas como lo

son las paredes celulares.

En este caso, se determind la composicion de monosacaridos mediante cromatografia
gas-liquido, el contenido de azlcares (y sulfato para los extractos) por técnicas
colorimétricas, y se complemento esta informacion con la obtenida por espectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros IR de estructuras de gran complejidad como las paredes celulares de
Codium vermilara son a su vez extremadamente complejos, y para su analisis se
requieren herramientas estadisticas. El Analisis de Componentes Principales es una
operacion matemadtica que permite reducir una gran cantidad de caracteres a un niimero
limitado de variables o componentes. Se trata de un método de compresion que que no
requiere conocimiento previo de la estructura de clases del conjunto de datos (Kim et
al., 2004). Cada componente contiene informacion de todos los caracteres, pero en
diferente proporcion, y “explica” asi una parte de la variabilidad total entre las muestras.
En general, la mayor parte de la variabilidad (50-80%) estd 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
contribucion de éstas a cada componente en los graficos llamados loadings (Crisci y

Loépez Armengol, 1983; Kemsley, 1988; Chen et al., 1998).

Para facilitar la interpretacion de los resultados, se incluyeron en los analisis los

espectros modelo de los siguientes polisacéaridos: G1, A1, MS, M, G1D y A1D, (Figura
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1). En los cuatro primeros casos se trata de polimeros aislados de las paredes celulares

de Codium vermilara (galactano, arabinano y manano sulfatados, y manano fibrilar) y

en los restantes, del producto de la desulfatacion de dos de ellos (G1D y A1D, galactano

y arabinano desulfatados). La estructura de estos polisacaridos fue descripta en detalle

en la 1° Parte-A; en la Tabla 1 se presenta un resumen.
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Tabla 1. Caracterizacidn de los polisaciridos usados como compuestos modelo en el andlisis

de FTIR-PCA
Composicidn quimica Umidades estructurales Imporiancia de
1a estructura
Al
Arabinosa o7 —+3) L-Arap(l— .
Sulfaio 47 ~+3) L-Arap 2 45(1 — o
Arabinosasulfate 118 —+3) L-Arge 2801 —; —3) L-Armp 451 — +++
AlID
Arabinosa T4 — 37 L-Arap (1— bt
Sulfato 4 =3} L-Arap 2,458(1—, N
Arabinosassuliato  1:0,2 —3) LA 2801~y —3) L-Arap45(1—
Gl
Cialactosa B3 #30 D-Galp (1 ++
Sufulo 16 3, 4Pir- D-Galp (1—, —3) D-Galp48i]— ++
Cialactosazsulfalo 105 —+3)1 D-Galp 65(1— o
—3,6) D-Galp (1— +
—3) D-Galp 4.658(1—, —3,6) D-Galp 45(1— 4+
1D
Cralactosa 41 — 3} =Cralp (1 — ottt
Sufato <3 3 4P DeGalp (=2, —=3) D-Galpd&( - -+
Galaclosassulfato 10,1 D-Galpi1— F4+
MS
Manosa g —+d} D=-Manp {1+ i 1]
Sulfate 12 —4) D-Manp 28(1 — i+
Manosasulfato 1:0.3 —4} D-Manp 65(1 — +
M
Manosa &7 —+4} D=Mangp (1 — it
Sulfato 4
Manosasulfato 0,1

La cantidad de monosacindo se expriesa como moles %5, el contenddo de sulfato comoS050, % plp, ¥
monospeiridosul fato expresa [a rzdn molar.

Importancis relativa de cads unidad sstmuotural: -+ = T0-100 maol %5; ++++ = 50-T0 mol Y ++=
2550 mol%e; + =130 mol%y; +=0-10 mol%s. 3nd= no determinado,

90



1° Parte-B Resultados

2 0E-02 |7
=
1.50E-02 |=
o 3 n
1.00E-02 P :f \
- ot b i
5.G0E-G3 1;" ] " PR
i oAl Gis ] )
O.00E+00 (v * Y o1 GID Y
* ,‘ ! i
BOE03| “wo_ M5 o 1. '
———— _-‘_,.n-' 1
----- 1
-1.00E-02 Y H
[
i abidn ..‘,ﬂ.'] o,
'\.‘I !
P
20002 PC 1 (60 %)
T T T T

T T ]
-4 D0E-02 -3, D0E-02 -2 00E-02 -1, 00E-02 0.00E+00 1,00E-02 ~2.00E-02 300E-02

1.50€-01 polimeros no sulfatados Lﬂﬂdjl‘lg PC 1
——
4
1.00E-01 2 =

500E-02
Q0OE+DD

-5.00E-02

-1.00E-1

oal
=

-1.50E-01 palimeros sulfatados

1500 1400 1500 1200 1900 1000 200 200

Figura 2- Andlisis de Componentes Principales de los espectros de los compuestos modelo y
loading del PC 1. Al: arabinano sulfatado, A1D: arabinano desulfatado, G1: galactano

sulfatado, G1D: galactano desulfatado, M: manano fibrilar, MS: manano sulfatado.

La inclusion de estos polisacaridos como referencia permitié evaluar la contribucion de
cada uno de ellos a la variabilidad total observada en la pared celular. El analisis de
estos compuestos modelo (Figura 2) en la region de 1500-800 cm™ mostrd que las
bandas a 1275-1220 cm’™, asociadas al estiramiento asimétrico de los enlaces O=S=0
del éster sulfato (Prado Fernandez et al., 2003) permiten diferenciar claramente los
polimeros sulfatados de sus correspondientes desulfatados. Ambos grupos de
polisacaridos se segregan respecto de PCI1 (horizontal), que explica el 60% de la
variabilidad total, ubicandose los sulfatados hacia la izquierda del origen, y los no

sulfatados hacia la derecha. El /loading correspondiente a PC1 muestra cudles son las
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longitudes de onda que mas aportan a la separacion 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 absorcion en las longitudes de onda en las que se observan picos
negativos en el grafico del loading, se ubican hacia la parte negativa del eje PC1 y estan
enriquecidas en esas bandas de absorbancia. Esto indica que las muestras A1, G1 y MS
presentan grados de sulfatacion significativamente mayores que las muestras
desulfatadas A1D, G1D y M. Lo mismo puede decirse de los picos positivos en el
loading y los valores positivos en el Componente Principal correspondiente: las
muestras que se agrupan en dicho sector del eje PC presentan alta absorcion en las

longitudes de onda propias de los picos positivos del loading.

Asi, la intensidad de las bandas en la regién 1275-1220 cm™ puede ser usada como un
indicador del nivel general de sulfatacion en las paredes celulares de C. vermilara, tal
como se habia mostrado previamente para otro tipo de polisacaridos (Prado Fernandez
et al., 2003). Vale aclarar que dada la complejidad de la informacién involucrada, y a
pesar del conocimiento de que ciertas regiones y/o bandas estan asociadas a
determinados grupos funcionales, se consideraron los espectros como un todo, y no se

intentd una asignacion puntual para explicar las diferencias observadas

3.2. Validacion del procedimiento.

Se evalu6 el ruido, es decir, la variacion no relevante desde el punto de vista biologico,
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 extraidas con metanol y sin extraer (Figura 3). El hecho de que no se
observen diferencias significativas en la region a analizar (1500-800 cm™) confirma
que los polisacaridos de pared son las macromoléculas que mayor aporte realizan a las
absorbancias de dicha region. Por otro lado, la region de 1650 a 1500 cm™ no fue
considerada para el analisis ya que contiene bandas caracteristicas de amidas primarias

y secuandarias correspondientes a proteinas.
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Figura 3- Espectros FTIR de dos muestras (M6 y M7) sin extraer y sometidas a extraccion con
metanol.

En una primera instancia, se determind que la variabilidad entre las plantas dentro de
un mismo muestreo (el procedimiento se repitid con las muestras M4, M5 y M7; ver
tabla con informacion 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

recoleccion (Tabla 2; Figura 4).
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Tabla 2. Analisis quimico de las regiones con ¥ sin crecimiente activo
{dpices y bases, respectivamente) de talos cinco ejemplares de O
vermifara recoleclados en diciembre de 2007, en La Farola, Peia de
Buenos Aires (M),

Individuo AT Monosacaridos (moles %) {ral:Ara
By Gal Ara Man  Razdn molar

Apices

1 51 2 3 B3 i:0,5

1 33 9 3 &8 1:0.3

111 il B 3 bt I:0.4

IV 35 13 4 B3 P03

v 27 9 3 88 1:0.3

Media + DE 35+0 D2 34+1 863 1:0.4
Bases

| 43 {1] 4 85 0.4

11 32 11 5 =54 1:0.5

111 34 b 3 it 10,4

A% i3 [ | Bh [:0.4

W 33 13 3 b 1:0.2

Media + DE 35+ 5 ]2 4+ B3+32 1:0.4

AT= milcares tofales, descontando glucosa, expresado como %0 p'p. DE= desvio
estandar,

100 | mapices
0 hases
X
a5
..E 50
oL i — _ 3
AT Ara al Man
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Figura 4- Determinaciones quimicas: comparacion entre los espectros promedio para apice y
base, y entre apice y base de cada individuo; AT= Azucares Totales, expresa % p/p;

Composicion relativa monosacéridos expresada como moles % de Ara, Gal, Man (£=100%).

Si bien en la Tabla 2, y en las restantes tablas que corresponden a muestras sin extraer,
se muestra el valor de aztcares 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 asi 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 composicion de monosocaridos (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 polisacaridos de reserva (almidon), se asume que el origen
del resto de los monosacaridos corresponde casi exclusivamente a la pared celular
(Ciancia et al., 2007). Por otro lado, dado que el manano sulfatado representa sélo una
pequeia proporcion de la pared celular de Codium vermilara, la manosa encontrada se

atribuye al manano neutro fibrilar, componente mayoritario de la pared celular del alga.

Mediante una prueba ¢ de hipdtesis de dos colas se verifico que para ninguna de las
determinaciones quimicas evaluadas existian diferencias significativas entre ambos
grupos. Asimismo, una observacion preliminar de los espectros FTIR muestra por un

lado un alto grado de similitud entre individuos (Figura 5, 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 apice y a la base (Figura 6).

El analisis de FTIR-PC no mostré una segregacion clara entre ambos grupos (apices y
bases; Figura 7), aunque se observa una cierta separacion, probablemente debido a
variacion al azar que no es asignable a ningin componente especifico de la pared

celular, es decir, la variacion o ruido propios del método.

Estos resultados permitieron validar la metodologia utilizada para lograr los resultados
que se detallan en las secciones a continuacion, donde tanto para las determinaciones
sobre muestras sin extraer como para la obtencion de los extractos acuosos a
temperatura ambiente se utiliz6 una mezcla de ejemplares de cada muestreo (n=10-15),

sin distinguir entre partes de cada talo.
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Figura 5- Espectros promedio de apices y bases de los 5 individuos analizados
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Figura 7- PCA y loadings de PC1 y PC2, realizado con 10 espectros por region (apical y basal)

de cada ejemplar.

3.3. Variabilidad geografica de la composicion de la pared celular

Cabe mencionar, en primer lugar, que la recoleccion de parte del material utilizado en
este trabajo se realizd en un sitio no incluido en el area de distribucion descripta
anteriormente para Codium vermilara (Boraso de Zaixso, 2004) (Figura 8). Dicho area
abarca las provincias de Chubut y Rio 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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£5 60
Distribucicn de Codium wermilorg (Borasode Zaixso, 2004}
LF= La Faroly
SA0=San Antani Oeste
BA= Bahia Arredondo

Figura 8- Distribucion de Codium vermilara en aguas argentinas y sitios de recoleccion.

Al comparar los resultados del analisis quimico (Tabla 3) de las muestras sin extraer de

las tres poblaciones de Codium vermilara (LF, SAO y BA, en sentido norte-sur, Figura

8), se pudo observar que el contenido de galactano sulfatado se mantiene casi constante,

mientras que el arabinano sulfatado muestra variaciones significativas. Se observa asi

un incremento relativo del contenido de arabinano de norte a sur, reflejdndose en una

relacion 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 pequefio aunque

significativo incremento en sentido opuesto (Figura 9).

Tabla 3. Andlisis guimico comparativoe de las tres localidades
{Bahia Arredondo, San Antonio Qeste v La Farola, en sentido sur-norte)

Muestra AT Monosaciridos (moles %) Gal:Ara

g Gal Ara Man Razon molar
BA 24+2 11 I4 15 1:1,2
SAQ x5 11 B Bl [
LF 1942 10 4 B 1:0,5

AT= azicares totales, descontando glucosa, expresado coma % p/p =
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Figura 9- Composicién de monosacaridos (moles %) de las muestras de Bahia Arredondo
(BA), San Antonio Oeste (SAO) y La Farola (LF).

Adicionalmente, se analizdé la variabilidad entre los sitios de recoleccidon mediante
FTIR-PCA. El grado de afinidad entre las muestras pudo visualizarse mediante un
grafico bidimensional incluyendo los dos primeros componentes, y la fuente de
variabilidad gracias a los /loadings correspondientes (Figura 10). 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 ubico cerca del polisacarido de referencia M, mientras que el grupo LF lo hizo
mas cerca de MS, sugiriendo que el manano sulfatado es mas abundante en las muestras
de esa poblacidn, mientras que BA se ubico en una posicion intermedia. Por otro lado,
en base al loading del PC2, se observa que las bandas de IR asociadas a Al y Gl
diferencian a SAO y LF de BA, indicando un posible incremento del contenido de ese

tipo de polimeros y/o del nivel de sulfatacion sobre los mismos en el primer grupo.
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Figura 10- PCA de los espectros de las tres localidades y los compuestos modelo y loadings de
PC1 y PC2. BA: Bahia Arredondo, SAO: San Antonio Oeste, LF: La Farola, A1D: arabinano
desulfatado, Al: arabinano sulfatado, M: manano fibrilar, MS: manano sulfatado, G1D:

galactano desulfatado, G1: galactano sulfatado.

3.4. Variabilidad temporal de la composicion de la pared celular

3.4.1. Analisis de la pared celular total
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El anélisis quimico de las muestras sin extraer de La Farola (Tabla 4) no puso de
manifiesto diferencias significativas entre las muestras; se observaron variaciones en la
relacion molar galactosa:arabinosa, mientras que el contenido de manosa estuvo en el

rango de 81 a 87 mol %.

Tabla 4. Analisis guirmico de las muestras sm oextraer (M3-10, LF)

Muestra Fecha de AT Maonosacaridos (moles %) Gal:Ara

coleccidn 4 Degal  [-Ara D-Man Razon molar

M3 Mov-07 20E32 I & B3 0.5
M4 Dic-07 13+1 |1 i B3 10,4
M5 Mlar-08 4% ] [0 5 B3 P05
Wi Jul-0% 202 10 4 BT 0.4

7 Dig-0 20k L1 4 B35 1:0.3
M8 May-09 22%2 14 5 Bl 1:03
Ma Sep-09 19+3 11 3 B 10,3
M10 Dic-09 20+3 13 4 R4 1:0,3

AT= azicares totales, descontando glucosa, expresado como % p/p £ desvio estandar,

En el andlisis por FTIR-PC (Figura 11), M3-MS5 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 analisis mas detallado de la
composicion de monosacaridos muestra que la diferencia entre los grupos definidos por
PC1 podria estar relacionada con pequefias variaciones en la relacion molar
galactosa:arabinosa (mayor para M3-MS5 y algo menor para M7-M10, mientras que el
valor para M6 no se corresponde con su ubicacion 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 distribucion continua, sin que se observe segregacion.
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Figura 11- PCA de los espectros de M3-M10 y loadings de PC1 y PC2. A1D: arabinano, Al:

arabinano sulfatado, M: manano, MS: manano sulfatado, G1D: galactano, G1: galactano

Estos resultados sugieren que la cantidad relativa de galactanos y arabinanos totales en

las paredes celulares de Codium vermilara presenta pequeiios cambios, asi como el

grado de sulfatacion de los mismos a lo largo del tiempo, y que esos cambios serian

independientes del momento del afio en que se recolectd la muestra.
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Se intentd 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 inorganico, produjo notorias interferencias,

por lo que estos métodos mostraron no ser apropiados para este tipo de material.

3.4.2. Estimacion del nivel de sulfato

Con el objetivo de analizar el nivel de sulfatacion de los polisacéaridos sulfatados de la
pared de Codium vermilara y sus posibles cambios, las algas se extrajeron con agua a
temperatura ambiente con un rendimiento promedio de 3 % + 0,3. Los andlisis quimicos
y de FTIR-PC se realizaron entonces sobre los extractos obtenidos (M3E-M10E) (Tabla
5).

Tabla 5. Analisis quimico de los extractos acuosos (MIE-MI0E, LF)

Extracto Fechade AT AT:S03Na Muonosacaridos (moles Va) Caal:Ara
coleccion %  RazonMolar Gal Ara Man Xil : Ram + Razin Molar
g

M3-E Mov-07 45 =1 1:0k5 49 30 i3 ] a6
M4-E Dhe-07 =zl 1:(15 52 29 1] 9 1:0,6
M5-E Mar-08 3T+ 1:0.5 53 31 i & 1:0.6
M-k Jul-08 9% 5 1:0),5 4] 38 # 13 1:1.0
M7-E [ie-0% o3 1:05 65 £ g g 1:0.3
ME-E May-09 2B+5 L0k b 25 (1] L0 1:0,5
WMY-E Sep-A1 42+ 1 1:00,5 56 I4 9 2] 1:0,3
MIiU-E D=9 34+2 1:0),6 59 14 14 & 1:0.3

AT= azlicares totales, descontundo plucosa, expresado como % pp + desvio estindar.

Aungque el nivel de azicares totales varié en M3E-MI10E, la relacion 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 relacion galactosa:arabinosa varid
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 proporcion entre galactano
sulfatado y arabinano sulfatado, como se habia observado antes para las muestras sin

extraer (M3-M10).
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De acuerdo con el analisis de FTIR-PC (Figura 12), 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 andlisis debido al bajo rendimiento de las
extracciones. Respecto de PC2 (23 %) fue posible distinguir las muestras M6E, M8E y
MI0E del grupo formado por M4E, M7E y M9E. De acuerdo a la referencia de los
compuestos modelo, habria en este Gltimo grupo una mayor sulfatacion relativa sobre el
arabinano y el manano, en comparacion con M6E, M8E y M10E. Nuevamente, esto
parece confirmar que la variabilidad en la pared celular estaria asociada a cambios en
los niveles de sulfatacion en polimeros especificos, aunque el nivel total de sulfatacion

se mantenga constante.
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Figura 12- PCA de los espectros de los extractos de las muestras y loadings de PC1 y PC2.
A1D: arabinano desulfatado, Al: arabinano sulfatado, M: manano fibrilar, MS: manano

sulfatado, G1D: galactano desulfatado, G1: galactano sulfatado.
3.4.3. Determinacion total de sulfato

En dos de las muestras (M3 y MS) se determind por microanalisis elemental el

contenido de sulfato en el residuo de la extraccion acuosa (Tabla 6).

Tabla 6. Contenido de sulfaio de las muesiras M3 v ME
{residuo, exiracio y total en el materal onginal)

Muestra S(:MNa %
Residun Extracto  Material oniginal
M3 3 4] 4
ME 2 11 3

Este dato, junto con el contenido de sulfato de los respectivos extractos y el rendimiento
de la extraccion, permitid calcular el contenido de sulfato en el material original, que
no se habia podido determinar por otros medios En ambas muestras, el nivel de

sulfatacion original calculado fue similar (entre 3 y 4 % p/p de la biomasa inicial).
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Resumen de los resultados 1° Parte-B:

-Se valido el uso de los talos enteros para el analisis, 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 us6 una mezcla de talos (n=10) para las siguientes determinaciones.

-El andlisis de las muestras tomadas en el mismo momento del afio en las tres
localidades (La Farola, San Antonio Oeste y Bahia Arredondo) mostré 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 analisis de la variabilidad temporal en las muestras de La Farola indicé que si bien
hay diferencias significativas en las cantidades relativas de cada polisacarido, el nivel de

sulfatacion total de la pared se mantiene constante.

-Esto sugiere la existencia de mecanismos complejos de regulacion del nivel de
sulfatacion de la pared, remarcando la importancia de esta caracteristica como

adaptacion al ambiente marino.

-En cuanto a la metodologia usada, las determinaciones quimicas y el analisis por FTIR
acoplado a Analisis de Componentes Principales dan informacion diferente y
complementaria sobre la pared celular. Mientras la composicion de monosacaridos da la
proporcion relativa de los polisacaridos presentes, el andlisis basado en IR da idea del

grado relativo de sulfatacion de cada uno de ellos.
-La combinacion del analisis quimico con la espectroscopia infrarroja asociada a

técnicas estadisticas de compresion constituye un enfoque valioso para el estudio de

variaciones espacio-temporales en los componentes de las paredes celulares.
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VISCUSION Y CONCLUSIONES
(1° PARTE A y B)
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Polisacaridos de las paredes celulares de algas.

Las algas verdes del género Codium 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 Codium, asi como algunos otros géneros del orden
Bryopsidales, producen B-(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
Codium sintetizan sistemas complejos de polisacaridos sulfatados que constituyen la

matriz de sus paredes celulares.

En algunos casos, se ha encontrado alternancia generacional en la composicion de la
parte fibrilar de la pared, como el caso de especies de Derbesia donde el macrotalo
esporofitico produce mananos y el microtalo gametofitico, xilanos. Lo mismo sucede en
el género Bryopsis, con la diferencia de que el esporofito es un microtalo y el
gametofito es macroscopico. La diplofase del alga verde marina Acetabularia
acetabulum (Dasycladales) sintetiza B-(1—4)-D-mananos no cristalinos y para-
cristalinos, con bajos niveles de sustitucion, mientras que sus gametangios tienen
paredes celuldsicas donde también se encuentra una porcion de mananos (Dunn et al.,
2007). El alga Codiolum pusillum (Chlorococcales), por su parte, produce como
polisacarido sulfatado minoritario un B-(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 composicién y patron de sustitucion se describieron para las algas rojas
Chondrophycus papillosus y C. flagelliferus (Ceramiales) (Cardoso et al., 2007),
aunque en estos casos se trata de componentes minoritarios, ya que los principales
polisacaridos de la matriz de la pared son agaranos. Estos ultimos mananos presentan
sulfatacion en C-2 y sustituciones en C-6 con unidades de B-D-xilosa o B-D-manosa
sulfatadas en C-2. En el caso de Codium vermilara, esta tesis describe como
componente minoritario de la pared celular un f-(1—4)-D-manano de grado intermedio
de sulfatacion, con grupos sulfato ubicados en la posicion 2 del 23% de las unidades de
manosa (MS). Sumado a los ejemplos antes mencionados, esto sugiere que las enzimas
responsables de la sintesis de mananos podrian haber surgido varias veces a lo largo de
la evolucion de las algas rojas y verdes (Popper y Tuhoy, 2010). El manano MS de

C.vermilara podria cumplir una funcion de interfase entre las zonas fibrilares neutras de
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la pared, que se distribuyen en una capa externa y una interna, segin surge del analisis
de localizacion in situ, y la zona central amorfa, donde se ubican los polisacaridos
sulfatados. Los trabajos sobre Kappaphycus alvarezii, alga roja de pared celulosica
donde se encontr6 un glucano sulfatado con bajo rendimiento (Lechat et al., 2000),
apoyan la idea de que en algunos casos podria haber mecanismos que generan una
nueva macromolécula a partir de una estructura mayoritaria (celulosa o manano fibrilar
segun el caso), con una funcion bioldgica diferente. Esto se lograria modulando la
solubilidad y las propiedades fisco-quimicas de los biopolimeros de la pared celular a
través de factores como el grado de polimerizacion, la sustitucion con sulfato, la

presencia de cadenas laterales, etc.

Love y Percival (1964) reportaron que los polisacaridos solubles en agua de Codium
fragile 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. Mas recientemente, los trabajos
preliminares de nuestro laboratorio sobre C. fragile y C. vermilara indicaron que los
extractos acuosos a temperatura ambiente de ambas algas contenian una familia de
arabinogalactanos sulfatados y/o arabinanos y galactanos sulfatados (Ciancia et al.,
2007). Los analisis descriptos en esta tesis permiten afirmar que, al menos en el caso de
C. vermilara se trata de una mezcla de galactanos y arabinanos. Respecto de los
galactanos, en afios recientes se han publicado varios trabajos donde se reporta su
aislamiento y caracterizacion (Bilan et al., 2007; Farias et al., 2008; Ohta et al. 2009).
Se trata de estructuras similares, B-(1—3)-D-galactanos con pequefias variaciones en
cuanto a los patrones de ramificacion y sustitucion con grupos sulfato y acido piravico.
Esta variabilidad podria corresponder a diferencias interespecificas y/o a la influencia
de los procedimientos utilizados para la obtencidén de los polimeros. Lo mismo puede

decirse del caso de los galactanos aislados de Codium vermilara aqui estudiados.

Por el contrario, la informacidon acerca de los polisacaridos ricos en arabinosa de
especies de Codium era relativamente escasa (Hayakawa el al., 2000; Siddhanta et al.,
1999) al momento de comenzar este trabajo de tesis. A excepcion de los reportes
tempranos ya mencionados, en los arabinanos encontrados anteriomente se habia
reportado que la arabinosa estaba presente en forma furandsica. Los arabinanos

sulfatados piranosicos de Codium vermilara 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.

Glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs).

En trabajos previos en nuestro laboratorio (Estevez et al., 2009) se habia detectado la
presencia de epitopes de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) en las paredes
de Codium fragile. En este caso, se distribuian en una ancha capa interna y una externa
mucho mas delgada, al igual que el manano fibrilar. En el caso de C. vermilara, 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
Codium vermilara reaccionaron con distintos anticuerpos monoclonales, generados
tanto contra arabinogalactano proteinas (AGPs) como contra extensinas de plantas
superiores. En el caso de los anticuerpos monoclonales JIM16 y MAC207, se sabe que
reconocen la fraccion de carbohidrato de las AGPs, aunque se ignora cudles son los
epitopes especificos reconocidos por ellos (Knox et al., 1991, Yates e tal., 1996). La
purificacion y caracterizacion de las glicoproteinas tipo HRGP presentes en C.
vermilara, tanto de la parte proteica como la de carbohidrato, permitiria dilucidar estas
cuestiones. Lamentablemente, los intentos de aislar estos compuestos mediante
inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos realizados en el marco de esta tesis no
dieron resultado, probablemente, al menos en parte, debido a la baja proporcion en que

se encuentran y a la interferencia de los compuestos sulfatados.

Los dos tipos de HRGPs difieren en el patron de O-glicosilacion, que esta determinado
por la secuencia primaria de la fraccion proteica (Ellis et al., 2010). La presencia de
grupos de unidades de prolina 4-hidroxilada contiguas, caracteristica de las extensinas,
genera sustitucion con oligosacéridos de arabinosa. Por el contrario, en las AGPs se
encuentran unidades de hidroxiprolina aisladas en el contexto de ciertas secuencias de
aminoacidos, sobre las cuales se produce la sustitucion con cadenas mas complejas,
ramificadas y formadas por galactosa, arabinosa y cantidades menores de ramnosa y

acido glucuronico.

La presencia de HRGPs del tipo AGPs en paredes celulares estd extendida no s6lo en

plantas superiores sino también en micro- y macro algas de agua dulce como Chara,
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Chlamydomonas, Micrasterias, Oedogonium y Pleurotaenoium (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 bioldgicos
esenciales posiblemente asociados a la porcion de hidratos de carbono que se encuentra
muy bien conservada en estos O-glicanos. La ubicacion en zonas apicales del utriculo
tanto en C. vermilara como en C. fragile (Estevez et al., 2009) sugiere ademas alguna
relacion con la expansion celular apical, como ya fuera demostrado en la briofita

Physcomistrella patens (Lee et al., 2005)

El segundo tipo de HRGPs detectado en las paredes de C. vermilara, las extensinas, esta
presente en plantas (Knox et al., 1991) asi como en el alga Chlamydomonas (Hicks et

al., 2001) pero no se encontr6 en las paredes de Micrasterias (Eder et al., 2008).

Modelos de pared celular en algas.

Cabe destacar que hasta el momento, no se cuenta con otro modelo de pared celular para
algas cenociticas. En el caso de macroalgas verdes, solo se encuentra disponible un
modelo detallado para el caso del alga laminar Ulva sp. (Bobin-Dubigeon et al., 1997).
Si bien es dificil hacer una comparacion entre ambos tipos de algas, pueden plantearse
ciertas homologias: en primer lugar, entre los polisacaridos sulfatados de las paredes de
Codium y los llamados “ulvanos” (xiloglucuronoramnanos sulfatados) y glucuronanos
de Ulva. En segundo lugar, entre el manano fibrilar de Codium, y el glucoxilano y la
celulosa de Ulva (Lahaye et al., 1994; 1996), ya que todos ellos presentan esqueletos [3-

(1—4) y funciones estructurales similares.

Variabilidad en los componentes de la pared.

El analisis de la composicion de la pared de las tres poblaciones de Codium vermilara
permitid establecer que el contenido de arabinano muestra un incremento en sentido
norte-sur, y el de manano lo hace en sentido opuesto. En el analisis temporal se
observaron cambios en el contenido de los polisacaridos y en el grado de sulfatacion de
cada uno de ellos, manteniéndose el nivel de sulfatacion total. Dado que dichos niveles

de sulfatacion parecen mantenerse constantes en Codium vermilara, podria suponerse
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que estas algas han desarrollado un mecanismo de regulacion que les permite controlar
los niveles de sulfato en sus paredes. En cuanto a la porcion fibrilar de la pared, el
manano no sulfatado, con una estructura muy regular de unidades enlazadas en forma f3-
(1>4), mostré niveles constantes a lo largo del tiempo, aunque se observo cierta

variacion con la latitud.

La caracterizacion quimica y el analisis por FTIR-PCA brindan informacion diferente y
complementaria sobre la variabilidad de la pared celular. Mientras que a partir de la
composicion de monosacaridos (obtenida mediante derivatizacion y analisis por
cromatografia gaseosa) puede inferirse la proporcion relativa de los polisacaridos
presentes, el analisis basado en IR da una idea del grado relativo de sulfatacion de cada
uno de esos polimeros para cada grupo de muestras. La utilizaciéon combinada de ambas
técnicas, por lo tanto, permite obtener una vision mas completa de las variaciones en los

polisacaridos que componen la pared celular.

Biosintesis de polisacaridos sulfatados.

La regulacion de los niveles de sulfatacion en la pared podria suceder, en primer lugar,
mediante el control de la sintesis y degradacion de los polisacaridos de pared, y en
segundo lugar por el ajuste de la expresion 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 biosintesis de los componentes de
pared celular en algas, siendo mucho mas abundante la informacién disponible al
respecto en plantas. Los analisis 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 CAZy enzymes, enzimas con actividad hacia
carbohidratos), siendo la mayoria de ellas glicosiltransferasas (GT) y glicosido-
hidrolasas (GH) con roles clave en la sintesis y modificacion de la pared celular (Yin et

al., 2010).
Aquino y colaboradores (2011) proponen que los genes responsables de la biosintesis de

polisacaridos sulfatados (PS) de pared podrian haberse conservado a lo largo de la

evolucion, y que modificaciones en los genes que codifican glicosiltransferasas (GT)
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pudieron alterar la composicion de los PS en los distintos grupos filogenéticos. Otro
estudio (Yin et al., 2010) encar6 el andlisis 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 sintesis 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 polisacaridos de pared
(celulosa, hemicelulosas y pectinas) estan presentes desde un momento relativamente
temprano de la evolucion y que al menos algunos de ellos fueron adquiridos por las
plantas, junto con la aparicion de los plastidos, mediante endosimbiosis (es decir, la

transformacion de organismos endocitobiontes en organelas del organismo hospedador).

La sintesis de hemicelulosas y pectinas en plantas, asi como de varias glicoproteinas de
pared, es llevada a cabo en el aparato de Golgi por GT especificas que actuarian en
complejos, transfiriendo cada azlcar a los oligosacaridos aceptores, a partir de un
nucledtido donor (Dupree y Sherrier, 1998). Estas enzimas se encontrarian
compartimentalizadas para facilitar el reconocimiento de los sustratos por parte de las
enzimas. Los polimeros asi sintetizados son luego exportados a la pared celular por
exocitosis (Sandhu et al., 2009). Es probable que al igual que otros polimeros de matriz
de pared de plantas y de otras algas (pectinas, alginatos y galactanos de algas rojas), los
PS de Codium vermilara sean sintetizados en el aparato de Golgi como oligosacaridos y
exportados a la pared celular mediante vesiculas secretoras (Tveter-Gallagher et al.,
1984). Las modificaciones y ensamblaje de estos polisacaridos 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).

Ademas de las GT, otras enzimas son necesarias para la sintesis de los polisacaridos 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 sefialado algunos genes que probablemente codifican
arabinosiltransferasas, tanto en dicotiledoneas como en gramineas (donde el nivel de
sustitucion con arabinosa es mayor) (Mitchell et al., 2007). No obstante, ninguna de
estas enzimas fue identificada aun (Sandhu et al., 2009), con excepcion de las

arabinosiltransferasas que transfieren estos aztcares a O-glicoproteinas de tipo
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extensinas (Velasquez et al., 2011). Por otro lado, se encontr6é que una proteina asociada
a Golgi cataliza la interconversion de las formas furandsica y piranosica 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 (Chlamydomonas reinhardtii), aunque se
desconocen los transportadores de UDP-Arap y UDP-Araf que posiblemente estén

asociados al aparato de Golgi.

Pomin y Mourao (2008) resaltan la presencia de polimeros de B-(1—3)-galactopiranosa
como una caracteristica conservada en distintos grupos de eucariotas (algas rojas y
verdes, angiospermas, equinodermos y moluscos). Esto conlleva la hipdtesis de que
también las galactosiltransferasas responsables de la sintesis de esos polimeros fueron
conservadas, mientras que otro tipo de enzimas serian responsables de la variabilidad

encontrada en sus patrones de ramificacion y sulfatacion.

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 evolucion
en una familia de celulosa sintasas (CesA) y nueve familias que codifican enzimas “tipo
celulosa sintasa” (Csl, por cellulose synthase-like) (Popper y Tuhoy, 2010). Se trata, en
el primer caso, de proteinas que forman complejos en la membrana plasmatica 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
B(1—4)-glucanos de la celulosa y las cadenas principales con uniones 3 que constituyen
los polisacaridos hemiceluldsicos, aunque en este caso se trate de proteinas 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 B-(1—4)-D-
manano sintasa involucrada, junto con otras glicosiltransferasas, en la produccion 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 B-(1—4)-D-
mananos seria una adquisicion temprana en la evolucion de las plantas terrestres
(Sorensen et al., 2010). Popper y Tuhoy (2010) proponen que la presencia de mananos
en sus paredes celulares podria haber facilitado el éxito y la diversificacion de las algas

verdes. Sin embargo, la familia CslA parece estar ausente en las algas verdes, donde si
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se han encontrado este tipo de mananos (Popper y Tuhoy, 2010), tanto en especies del
género Codium como en otras, por ejemplo Acetabularia acetabulum (Dunn et al.,
2007). En estas algas, una familia de Csl distinta a CslA seria responsable de la sintesis
de estos polisacaridos (Yin et al., 2009), y podria 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 tltimas no se han encontrado mananos, y si en algunas especies de algas

rojas, donde serian sintetizados por otro tipo de enzima.

Los polisacaridos 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 expansion celular: endoglicanasas que atacan el esqueleto
de los polisacaridos de matriz, glicosidasas que eliminan cadenas laterales y permiten
mayor interaccion ente las cadenas principales, esterasas que remueven grupos metilo
de las pectinas, peroxidasas que forman o rompen enlaces fenolicos (Cosgrove, 2001).
Algunas de estas enzimas han sido identificadas y caracterizadas en plantas (Cosgrove,
2005). En el caso de las algas, una vez mas, la informacién disponible es mucho mas
escasa. En algas agarofitas, por ejemplo, no se detectd degradacion los polisacaridos por
parte de enzimas enddgenas, mientras esos mismos polimeros 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 bioldgicas,
si bien es muy poco lo que sabe sobre su sintesis, 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 polimeros como para la obtencion de productos modificados con

vistas a optimizar su actividad bioldgica.

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 s6lo 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 polisacaridos sulfatados,
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con la comunicaciéon con el medio, en los multicelulares se las ha vinculado con
diversos aspectos de la comunicacion célula-célula (Bowman y Bertozzi, 1999). La
superficie celular y la matriz extracelular presentan gran diversidad de polisacaridos,
asociados a lipidos y proteinas, que son secretados tras su sintesis en el aparato de
Golgi, donde constituyen el sustrato para ST transmembrana. Estas actuarian en forma
coordinada con otras enzimas de la via sintética correspondiente (Kusche-Gullberg y
Kjellén, 2003). De este modo, a la diversidad estructural propia de las cadenas de
polisacaridos, se suma la posibilidad de obtener distintos patrones de sulfatacion
(ademas de otras modificaciones por formacién de enlaces covalentes, como

piruvilacion, metoxilacion, 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 unién a 3’-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato (PAPS), que actfia
universalmente como dador del grupo sulfato que se transfiere a un —OH o, mas
raramente, -NH. Los dos tipos de ST conocidos, citosdlicas y transmembrana,
pertenecerian a una misma superfamilia de genes (Negishi et al., 2001) y el hecho de
que se haya conservado el nicleo catalitico sugiere ademas un mecanismo comun. Las
ST citosolicas actian sobre sustratos pequefios y han sido mas estudiadas a nivel
estructural. Se conoce menos sobre ST de membrana, que transfieren grupos sulfato a
macromoléculas como proteinas y glicosaminoglicanos (GAGs). No obstante, se ha
identificado a la mayoria de las ST que intervienen en la biosintesis de GAGs en
mamiferos (Kusche-Gullberg y Kjellén, 2003). En cuanto a plantas, son pocas las ST
identificadas, y en su mayoria citosolicas, a excepcion de una enzima de la leguminosa
Mimosa pudica que se ubica en la membrana plasmatica y, a través de la sulfatacion del
acido galico (B-D-glucopiranosil-6-sulfato), regula el movimiento defensivo de las
hojas (Varin et al., 1997; Klein y Papenbrock, 2004). En el genoma de Arabidopsis
thaliana se han sefialado 18 genes que podrian corresponder a ST, aunque ninguno
incluye un fragmento transmembrana (Klein y Papenbrock, 2004), y sélo una enzima,
que actiia sobre hidroxijasmonato, fue caracterizada funcionalmente (Gidda et al.,
2003). La hidroxilacidon y posterior sulfatacion 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 especifica,

bacterias fijadoras de nitrogeno con distintas leguminosas son reguladas mediante la

117



1° Parte Discusion y Conclusiones

secrecion de lipopolisacaridos por parte de las bacterias y la presencia de receptores en
los pelos radiculares de la planta. Esos lipopolisacaridos pueden ser sulfatados o sin
sulfatar, y se ha caracterizado una ST encargada de tal modificacion (Bowman y
Bertozzi, 1999). En este contexto, y si bien aun no se han identificado, pueden
plantearse algunas suposiciones sobre las ST que intervendrian en la biosintesis de
polisacaridos sulfatados en algas verdes: presencia de algunos de los dominios
conservados caracteristicos, PAPS como dador de sulfato y ubicacion en el aparato de
Golgi junto con otras enzimas encargadas de la construccion del esqueleto del

polisacarido.

Las sulfohidrolasas (SH) hidrolizan enlaces éster sulfato y se encuentran en raices 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 modificacion de galactanos de algas rojas (Lawson
y Rees 1970; Wong y Craigie 1978), aunque no se las ha encontrado aun en algas
verdes. En los galactanos de algas rojas, las SH catalizan la conversion de galactosa 6-
sulfato en 3,6-anhidrogalactosa, cuyo nivel regula la capacidad de gelificacion al afectar
la conformacién que adoptan los polisacaridos. La presencia de unidades de 3,6-
anhidrogalactosa favorece la formacion de la estructura de doble hélice que genera geles
mas compactos, una caracteristica deseable, por ejemplo, ante la exposicion a un oleaje

mas intenso (Percival, 1979).

Funciones de los polisacaridos sulfatados.

Se han reportado polisacaridos sulfatados en una variedad de organismos: vertebrados,
invertebrados, algas y plantas vasculares marinas (Mourdo et al., 1996; Aquino et al.,
2005). Si bien algunas estructuras se repiten en todos estos grupos, como los B-(1—3)
galactanos, se observan diferencias en los patrones de sulfatacion, con una tendencia
hacia la sulfatacion en C-4 en algas y angiospermas marinas y en C-2 en invertebrados,
mientras que la sustitucion con sulfato en C-6 es dispersa en los distintos grupos. Puede
proponerse una relacion de analogia entre los polisacaridos 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 mamiferos, la tunica de las

ascidias o las paredes celulares de algas marinas. Probablemente, los mejor estudiados
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sean los glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados de mamiferos. En comparacion, los
polisacaridos sulfatados (PS) que se encuentran en organismos marinos son de mayor
peso molecular y mas sulfatados (los GAGs contienen en promedio un grupo sulfato por
unidad de disacarido). Esto podria 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 polisacaridos con mayor densidad de carga

(Pomin y Mourao, 2008).

Existe consenso alrededor de la idea de que la sintesis de polisacaridos sulfatados en
organismos marinos representa una respuesta evolutiva a una fuerte presion selectiva
presente en dichos ambientes (Aquino et al., 2005). Mas recientemente, Aquino y
colaboradores (2011) demostraron que la presencia de polisacaridos sulfatados en
plantas vasculares halofitas es mas comun de lo que se creia, y encontraron una
correlacion entre el nivel de salinidad ambiental y la sintesis de dichos compuestos.
Dicho trabajo propone ademas que la salinidad del ambiente no s6lo produce cambios
en la cantidad de polisacaridos sulfatados sino también en el grado de sulfatacion de los

mismos.

En el caso de las algas, el nivel de sulfatacion en las paredes celulares y matrices
intercelulares impacta fuertemente sobre la homeostasis celular, mediante la regulacion
ionica, mecanica ¢ hidrica de la pared (Kloareg y Quatrano, 1988). A partir de lo
observado en numerosos estudios, puede concluirse que la proporcion de polisacaridos
cargados se incrementa hacia las capas mas externas de la pared celular; esto sugiere
que la matriz intercelular podria actuar como una estructura conectiva entre células. Por
otro lado, dado que en la mayoria de las algas marinas la matriz representa una alta
proporcién de las paredes celulares, sus caracteristicas fisicoquimicas determinarian las
propiedades mecanicas de los tejidos. Esto es de gran importancia en ambientes donde
las presiones ejercidas por el oleaje determinan los patrones de distribucion de los
organismos. En algas pardas, se ha encontrado correlacion entre la rigidez de tejidos y la
de los geles obtenidos a partir de alginatos extraidos 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 mas jovenes.
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En cuanto a la regulacion hidrica, es de vital importancia en ambientes donde las algas
se hallan expuestas a la desecacion por efecto de las mareas. La regulacion de la
actividad enzimatica sobre ciertos polisacaridos determinaria su capacidad para formar
soluciones viscosas, asegurando que eso suceda una vez que fueron secretados a la
pared y no antes en la via secretoria. El rol de los PS al respecto esta en debate; mientras
algunos resaltan su capacidad para actuar como coloides hidrofilicos, otros estudios
apuntan a la elasticidad de la red de polisacaridos o la reduccion de la razén
area/volumen de los talos como factores clave en la resistencia a la desecacion (Mariani

et al., 1985; Kloareg y Quatrano, 1988).

Otra consecuencia de los ciclos mareales son las variaciones en el entorno idnico que
rodea a las algas. Los PS podrian tener un rol en la regulaciéon idnica como
intercambiadores, adsorbiendo cationes y actuando como una barrera ionica (Mariani et
al., 1985). Diferencias en la selectividad con la que se unen a determinados cationes y
en la localizacion en la pared originarian gradientes en la distribucion de cationes a lo
largo de la pared celular, aunque no esta claro cudl seria el efecto bioldgico de dichos

gradientes (Kloareg y Quatrano, 1988).

Los PS de organismos marinos se han relacionado ademds con funciones de
comunicacion, adhesion, desarrollo, etc. En algas pardas del género Fucus, fucanos
sulfatados se localizan en rizoides y son necesarios para la adhesion al sustrato (Falshaw
et al., 1999). En equinodermos, una cierta distribucion de los grupos sulfato sobre un
fucano que rodea los huevos interviene en el reconocimiento especifico y la union de

proteinas del esperma, y de este modo posibilita la fertilizacion (Mourdo, 2007).
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Abreviaturas, siglas y expresiones utilizadas en la 3° Parte:

MD: dindmica dolecular

CD: dicroismo 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

Flla-FXIlIa: factor II activado a factor XIII activado
TBO: azul de orto-toluidina

CB: azul de Coomasie

PPP: plasma pobre en plaquetas

RMSF: raiz de fluctuacion cuadratica media
PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS: dodecil sulfato de sodio

PDB: Protein Data Bank

SPC: Simple Point Charge water model
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Capitulo 1 - Compuestos bioactivos de algas marinas

1.1. Introduccion

Los organismos marinos son fuente de una inmensa diversidad de moléculas con
potencial aplicacion en tanto compuestos bioactivos. Segun Laurienzo (2010), el interés
cientifico en el area se ha desarrollado sin pausa desde la década de 1950, cuando se
describio el primer compuesto con actividad bioldgica de origen marino, una toxina con

actividad antitumoral sintetizada por una especie de equinodermo.

Las algas marinas, en particular, presentan una importante diversidad quimica y
estructural como resultado de distintas estrategias de adaptacion 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.

1.2. Actividad biolégica de polisacaridos sulfatados

1.2.1. Aspectos generales

Los polisacaridos sulfatados son sintetizados, entre otros organismos, por las algas
marinas. Como componentes de su pared celular, estdn involucrados en la regulacion
16nica, hidrica y mecanica (ver 1° Parte de esta tesis donde desarrolla este tema con
mayor detalle). Se ha reportado para este tipo de compuestos actividad biologica de
distinto tipo: antiviral, antitumoral, anticoagulante, antioxidante, antiinflamatoria, entre
otras (Costa et al., 2010; Jiao et al., 2011). Estas propiedades resultan de interés en areas
como la farmacéutica y la cosmética y otras de mas reciente desarrollo como la

nutracéutica y los alimentos funcionales (Jiao et al., 2011).

La mayoria de los reportes de actividad corresponde a polimeros 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 atencién debido al aprovechamiento de compuestos
como el agar, carragenanos y alginato, de uso muy difundido en la industria gracias a

sus propiedades reoldgicas.
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En este campo, es de gran importancia la relacion entre actividad y estructura, aunque
en la mayoria de los casos ese vinculo no se ha dilucidado claramente. Por otro lado, la
naturaleza misma de las rutas biosintéticas de estos compuestos genera dispersion
estructural. Esto significa que no se trata de moléculas con una Unica estructura y
secuencia, sino de mezclas de moléculas similares, que so6lo pueden describirse en

términos de una estructura “promedio”.

Muchas de las actividades bioldgicas de polisacaridos sulfatados estin mediadas por
interacciones con proteinas. Se ha establecido la necesidad de algunos requerimientos
estructurales, como ciertos rangos de tamafio molecular y la presencia de clusters de
grupos sulfato que posibilitan la interaccion con proteinas cationicas (Costa et al.,

2010).

Se ha reportado en algunos casos actividad relacionada con los procesos de coagulacion
y fibrindlisis para otras macromoléculas de algas como lectinas (hemaglutininas) y
proteasas (Matsubara, 2004), mientras que para los polisacaridos sulfatados de algas la
actividad anticoagulante esta entre los efectos mas estudiados. Las propiedades
anticoagulantes de estos compuestos parecen depender de zonas de unién no
especificas, constituidas por secuencias de monosacéaridos variables, con diferentes
patrones de sulfatacion (Ciancia et al, 2010). De este modo, los factores estructurales
que determinan la actividad se relacionan tanto con el esqueleto hidrocarbonado como
con la distribucion de los grupos anidnicos sobre aquél. Si bien se acepta que un alto
contenido de sulfato favorece la actividad, no hay una correlacion estricta entre ambas

variables, sugiriendo una mayor complejidad en la relacion actividad/estructura.

Algunas de las drogas antitromboticas comunmente usadas, como la heparina sin
fraccionar y las heparinas de bajo peso molecular, son polisacaridos 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), ademds 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). Ademas, el origen animal de estos compuestos implica
un riesgo respecto de enfermedades pridnicas. En este contexto, y dada la alta

incidencia de la trombosis en la salud humana a nivel mundial, se inscribe la biisqueda
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de agentes antitromboéticos alternativos y/o complementarios. Los polisacaridos
sulfatados de algas marinas podrian tener un rol importante tanto como compuestos
anticoagulantes como modelos de investigacion para el desarrollo de otras drogas

(Shanmugam y Mody, 2000).

1.2.2. Polisacaridos sulfatados de algas verdes

Si se compara con el caso de las algas rojas y sobre todo pardas, es escasa la
informacion disponible acerca de polisacaridos sintetizados por algas verdes, tanto
desde el punto de vista estructural como respecto de su actividad bioldgica en general y
anticoagulante en particular (Ciancia et al., 2010; Wijesekara et al., 2011). No obstante,
hacia el afio 2000, Shanmugam y Mody remarcaban que de 150 reportes de actividad
anticoagulante en polisacaridos sulfatados de algas marinas (Rhodophyta, Phaeophyta y
Chlorophyta) alrededor de un tercio (45) correspondian a algas verdes. Los reportes en
este ultimo grupo son mas recientes, correspondiendo el primero de ellos a extractos de
especies del género Codium de costas britanicas (Deacon-Smith et al., 1985; Rogers et
al., 1990) donde se encontrd actividad antitrombotica asociada a un factor del plasma

no identificado.

Se han caracterizado en detalle ulvanos extraidos de especies de Ulva y Enteromorpha,
aunque no se ha profundizado en su comportamiento biologico (Lahaye y Robic, 2007),
excepto en el caso de Ulva conglobulata, donde se encontrd inhibicion directa de
trombina y potenciacion de HCII (Mao et al., 2006). Por otro lado, ramnanos sulfatados
de dos especies de Monostroma mostraron inhibicion de trombina por una fuerte
potenciacion de cofactor de la heparina II (HCII) y en menor medida inhibicion de
Factor Xa mediada por AT (Mao et al., 2008, 2009). Galactanos aislados de algas del
género Caulerpa también provocaron inhibicion de trombina en forma dependiente de

HCII (Hayakawa et al., 2000).

1.2.3. Polisacaridos sulfatados del género Codium

En numerosas ocasiones se reportd actividad anticoagulante de extractos y fracciones
purificadas provenientes de especies del género Codium. 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 realizd una caracterizacion detallada de su
estructura. Las especies mencionadas son: Codium fragile, C. fragile ssp.
tomentosoides, C. fragile ssp. atlanticum, C. istmocladum, C. divaricatum, C. latum, C.
dwarkense, C. pugniformis, C. adhaerence y C. cylindricum. En los casos en que se
identificaron los polisacaridos sulfatados con actividad, se encontré que estos contenian
L-arabinosa y/o D-galactosa como componentes principales, acompafiados 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 pequefias de proteinas en su

composicion.

Las caracteristicas de la actividad reportada son variadas: en algunos casos so6lo se
observd un alargamiento en los tiempos de coagulacion en ensayos globales de
coagulacion (Tiempo de Trombina — TT- y/o Tiempo de Tromboplastina Parcial
Activada — TTPA), mientras que en otros se identificd el mecanismo de accion. En la
mayoria de estos casos se reporto la inhibicién de trombina a través de la activacion del
inhibidor fisioloégico HCII. En un solo caso (Codium pugniformis, Matsubara et al.,
2000) la actividad anticoagulante se atribuy6 a un mecanismo de inhibicion directa de la
trombina, tratindose de un polisacarido compuesto por 73 % de glucosa, 17 % de
arabinosa y 10 % de galactosa, aislado por intercambio idnico y cromatografia de
permeacion de geles. Este polisacdrido, 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 Codium cylindricum (89 % Gal y 11 % Glc, con ~8 % de
proteinas), no se encontrd potenciacion de AT ni HCII ni inhibicién de ninguna de las
enzimas que participan del proceso de coagulacion, aunque se reportd inhibicion de la

polimerizacion de la fibrina (Matsubara et al., 2001).

1.2.3.1. Galactanos del género Codium

A partir de la informacién disponible, puede generalizarse que el género Codium
sintetiza una familia de B-(1—3)-D-galactanos sulfatados con cadenas laterales de -D-
galactosa, grupos sulfato en C-4 y/o C-6 y algunas variaciones estructurales como
enlaces B-(1—6) y cetales de acido pirtvico unidos a C-3 y C-4 en el extremo no

reductor de la cadena (Ciancia et al., 2010). No se determino la actividad anticoagulante
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de ningun galactano puro sintetizado por algas del género Codium. Por otro lado, sus
caracteristicas estructurales, fundamentalmente el efecto estérico de las cadenas
laterales, dificultarian la interaccion 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.

1.2.3.2. Arabinanos del género Codium

Dos arabinanos sulfatados similares, aislados de C. dwarkense (Siddhanta et al., 1999)
y C. latum (Uehara et al., 1992), se obtuvieron por precipitaciéon con cloruro de potasio
(0,12 y 0,2 M, respectivamente). Estos polimeros fueron caracterizados como o-L-
arabinanos furandsicos sulfatados, aunque en ninguno de los dos casos se informa
acerca de la posicion de los grupos sulfato. En el segundo de ellos las unidades se
unirian por enlaces (1—5). En ambos casos se reportd alargamiento del tiempo de

coagulacion en ensayos globales (TT en C. latum y TTPA y TT en C. dwarkense).

Por otro lado, tras evaluar la actividad anticoagulante de ocho polisacéaridos sulfatados
aislados de algas verdes, incluyendo cuatro especies del género Codium, Hayakawa y
colaboradores (2000) concluyen que aquellos ricos en arabinosa (arabinanos,
xiloarabinanos y glucoxiloarabinanos) son inhibidores de trombina (via HCII) mas
potentes que otros donde predomina la galactosa. Se trata de polisacdridos obtenidos a
partir de C. divaricatum, C. adhaerence, C. latum y C. fragile y sus contenidos de
sulfato varian entre 0,5 y 0,8 moles por cada mol de arabinosa. Las diferencias
observadas en la actividad respecto de la de otros polimeros se atribuye a caracteristicas
estructurales, fundamentalmente la ausencia de —OH en C-5 en la arabinosa. Sin
embargo, la estructura de estos polisacaridos ricos en arabinosa, cuya actividad

anticoagulante se estudio, no fue analizada en profundidad.

1.3. Generalidades sobre coagulacion

El modelo de cascada de la coagulacion prevalece desde que fuera planteado hace mas
de cincuenta afos, tiempo durante el cual fue enriqueciéndose teniendo siempre como
objetivo la identificacion y caracterizacion de las proteinas que intervienen, asi como las

interacciones entre ellas. EI modelo de cascada representa el proceso de coagulacion
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como una serie de reacciones proteoliticas donde cada proteasa cliva y activa a la
proteasa siguiente, mientras se produce la amplificacion del proceso. En esta serie, los
fosfolipidos anidnicos y los cationes de calcio juegan un rol esencial en el ensamblaje y
estabilizacion de los complejos formados por las distintas proteasas. Esta propuesta
evolucion6 hacia un esquema donde dos vias (extrinseca e intrinseca, iniciadas por el
factor XII y el complejo factor VII activado/factor tisular, respectivamente) convergen
en una via comun cuyo punto de inicio es el complejo protrombinasa formado por los
factores Xa y Va junto con un ion calcio y un fosfolipido de membrana que los fija

(Figura 1).
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Figura 1 — Representacion del proceso de coagulacion segin el modelo de cascada. FII-FXIII:

factor II a XIII; Flla-FXIIIa: factor activado II a XIII.

Si bien mas recientemente se propuso un modelo celular (Hoffman y Monroe, 2001),
que pretende superar algunas limitaciones del modelo clasico de cascada, éste ultimo
sigue vigente. Esto es asi, en alguna medida, porque se corresponde apropiadamente con

los ensayos habituales de coagulacion: TP (Tiempo de Protrombina) y TTPA (Tiempo
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de Tromboplastina Parcial Activada), que evaluan las vias extrinseca e intrinseca,

respectivamente.

La trombina (Figura 2) es una proteina clave con numerosos roles tanto en la
coagulacién como en otros procesos (proliferacion celular e inflamacion), donde ejerce
importantes efectos sobre varios tipos celulares al unirse a sus receptores (Di Cera et al.,
1997). Pertenece al grupo de las serin proteasas, cuyo mecanismo de accion se basa en
un ataque nucleofilico mediado por un residuo serina sobre un enlace peptidico. La
trombina esta formada por dos cadenas unidas por un puente disulfuro. La cadena
liviana (A) esta formada por 36 residuos y la pesada (B) 259. Esta tltima es similar a la
tripsina y sus dominios cataliticos, como los de otras serin proteasas relacionadas, se
organizan en dos barriles B adyacentes, en cuya interfase se forma el sitio activo. El
surco del sitio activo es profundo y estrecho y en ¢l se ubican los residuos que
componen la triada catalitica: Ser195, His57 y Asp102. La profundidad y estrechez del
surco que contiene la triada se debe a la disposicion 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 union del fibrindgeno
(exositio 1, al que ademds 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 region fisicamente 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 hidrofobicas, mientras
que en el caso del exositio 2 predominan las interacciones electrostaticas (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 union sobre la
proteasa, siendo P1 y P1’ el enlace cuyo clivaje se cataliza (Figura 3). Los residuos P
son necesariamente contiguos en la secuencia del sustrato, mientras que esto no es asi
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 hidrofébicos o no cargados, y los
subsitios S2 y S4 (este ltimo, sitio de unidn para grupos arilo) que forman la hendidura

de unién para grupos apolares, determinada por el bucle 60 y ubicada sobre S1.
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Triada Exositio 2

catalitica

Sitio de
unién
Na+

Figura 2- Dos representaciones de la estructura de la trombina.lzquierda: estructura secundaria
de la cadena B de la trombina humana; se indican los exositios 1y 2, el sitio de union de sodio y
los residuos de la triada catalitica en la interfase entre los dos dominios B-barril. Tomado de Di
Cera et al., 1997. Derecha: representacion de la superficie de la trombina humana formando un
complejo con el inhibidor PPACK (un pequefio inhibidor que consiste en un tripéptido y un
gurpo metilcetona); se indican los exositios 1y 2, el sitio activo (SA), el sitio de unién 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.
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Figura 3- Esquema de la nomenclatura utilizada para describir los sitios de union en el sustrato
y una proteasa, segln la convencioén de Schechter y Berger. P1, P2, P3, etc. corresponden a los
residuos de la proteina sustrato, y S1, S2, S3, etc., a los sitios de union en la proteasa. El enlace

peptidico 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 coagulacion son
opuestas, ya que puede actuar alternativamente como procoagulante y como

anticoagulante. En el primer caso, promoviendo la conversion del fibrindgeno en fibrina
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insoluble, la agregacion plaquetaria y la estabilizacion del coagulo mediante activacion
del Factor XIII, ademas de favorecer su propia generacion a partir de protrombina por
un mecanismo de retroalimentacion que involucra a los factores V, VIII y XI. El efecto
anticoagulante involucra a las proteinas C y S y se ejerce a través de la inactivacion del
Factor V, lo que restringe la conversion de protrombina en trombina. Por ltimo, el
sodio actlia como un importante modulador alostérico de la trombina, uniéndose a un
sitio especifico 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 “rapida”,
caracterizadas por la ausencia o presencia de sodio, respectivamente. La forma “rapida”
presenta mayor afinidad por el fibrindogeno, los receptores de trombina, la
trombomodulina y la antitrombina, mientras que la “lenta” tiende a clivar la proteina C

y se comporta entonces como anticoagulante.

Las trombinas bovina y humana actuan de modo similar respecto del reconocimiento y
clivaje del fibrindgeno y la union 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 (Figura 4) también ocupa una posicion clave en el proceso de
coagulacion, siendo el punto donde convergen las vias extrinseca e intrinseca de
acuerdo al modelo tradicional de cascada (Figura 1). Sus funciones son mas limitadas
que las de la trombina, ya que su rol principal es como regulador de la generacion de
trombina a partir de protrombina, aunque también actua como proinflamatorio y
proliferativo (Ansell, 2007). El FXa estd formado por dos cadenas, y en su sitio activo
se diferencian cuatro subsitios (S1, S2, S3 y S4), siendo S1 y S4, fuertemente
hidrofobicos, los responsables de la formacion del sitio activo. En esta proteasa, a
diferencia de la trombina, el exositio 1 es el sitio de union para el calcio, en tanto el
exositio 2 se relaciona con el reconocimiento de la protrombina y la interaccion con el
FVa. El exositio 2 se superpone ademas con el sitio de union de la heparina sobre el
FXa. Adicionalmente, la cadena liviana contiene el dominio Gla, una region que
contiene 11 residuos de acido y-carboxiglutamico que posibilita, en presencia de calcio,
la union a un fosfolipido de membrana necesario para la formacion del complejo

protrombinasa (Kamata et al., 1998; Bock et al., 2007).
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Figura 4- Estructura del Factor Xa. Izquierda: representacion 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 (r0jo) y S4 (violeta) y la triada catalitica
(amarillo). Tomado de la pagina web del Laboratorio de William Jorgensen, Departamento de

Quimica, Universidad de Yale, Estados Unidos (http://traken.chem.yale.edu/).

Los inhibidores de serin proteasas (conocidos como “serpinas”) son un conjunto de
proteinas con similitudes estructurales y capaces de inhibir serin proteasas. A esta
superfamilia pertenecen dos serpinas de gran importancia para el proceso de
coagulacion y las terapias antitromboticas: antitrombina y cofactor II de heparina. Estos
inhibidores actian ofreciendo su centro activo en un fragmento expuesto de su
estructura que actia como pseudo-sustrato para la proteasa. En lugar de producirse el
clivaje, como sucederia 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 conformacion que

estabiliza el complejo formado con la enzima.

La antitrombina, formada por una cadena Unica con un peso molecular de 58-62 kDa,
ejerce su efecto inhibitorio sobre varios componentes clave del proceso de coagulacion:
trombina, FXa, FIXa y el complejo Factor Tisular-FVIla. La AT inhibe con mayor
afinidad a la trombina y el FXa en forma libre que cuando se encuentran formando

complejos; de este modo actiia removiendo estos factores de la circulacion general para
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confinar su actividad a los sitios donde debe producirse la coagulacion. El complejo que
la AT forma con la trombina es rapidamente eliminado de la circulacion. Dada la
importancia de esta serpina en la regulacion del proceso de coagulacion, aun
deficiencias moderadas en su produccion o actividad pueden tener consecuencias
clinicas, encontrandose casos de deficiencia innata tanto como adquirida (Norris, 2003).
La heparina, un GAG de origen animal en cuya estructura se alternan residuos
sulfatados de acidos urénicos y D-glicosamina unidos por enlaces (1—4), potencia a la
AT aumentando notoriamente la afinidad por los factores sobre los cuales actia. La
uniéon de la heparina induce un cambio conformacional en la AT que facilita su
interaccion con las proteasas (Gray et al., 2008). El requerimiento estructural de esta
union es la presencia de una secuencia de cinco monosacaridos con determinado patron
de sulfatacion (Figura 5). En el caso de la inhibicion de la trombina mediada por AT, la
heparina actua como puente, formandose un complejo ternario (Figura 6) del cual luego

se disocia la heparina.

CH.0805
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Figura 5- Estructura del glicosaminoglicano sulfatado heparina. El pentasacarido representa la
estructura minima que determina la afinidad por el inhibidor fisiologico AT. Los asteriscos

indican los sustituyentes esenciales para dicha afinidad. Tomado de Mulloy, 2005.
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Antivomoing

Figura 6 —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
accion esta 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. E1 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 dermatén sulfato (Figura 7), potencia alrededor de mil veces
la inhibicion de trombina mediada por HCII (Tollefsen et al., 1983). Los sitios de unién
para ambos GAGs sobre el HCII se superponen parcialmente (Rossi et al., 1999). El
dermatan sulfato se obtiene de diversas fuentes animales, tanto mamiferos como
invertebrados, y estd formado por unidades de acido idurdénico y glucurénico y N-
acetilgalactosamina. A pesar de las similitudes, la inhibicion 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 acidico del extremo
amino esta interactuando con el sitio de union de los GAGs (basico), de modo tal que no
puede interactuar con la trombina. En presencia de dermatan sulfato (algo similar
sucederia con la heparina), se produce una competencia por el sitio de union de GAGs,
en la que el compuesto sulfatado desplaza al extremo amino terminal, exponiéndolo a la

trombina y permitiendo la formacion del complejo HCII-trombina (Figura 8). Este

153



2° Parte Introduccion

mecanismo no requiere la unién del GAG a la trombina, y el complejo trombina-HCII

es eliminado rapidamente (Rossi et al., 1999; Baglin et al., 2002).

MHCOCH

|:|.-"-I "'\-..,_'l'_li- MHGOLGH,
I

Figura 7- Estructura del glicosaminoglicano sulfatado dermatan sulfato. A) Disacarido
predominante en dermatan sulfato sintetizado por mamiferos, con un grupo sulfato. B)
Disacarido de dermatan sulfato de mamiferos necesario para la union al inhibidor fisiologico
HCII, con dos grupos sulfato C) Disacarido de dermatan sulfato sintetizado por ascidias,
también con dos sulfatos, aunque en diferente posicion, y sin afinidad por HCII. Tomado de

Mulloy, 2005.
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Figura 8 — Estructura y modo de accion 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 esta
expuesto, a la derecha la union con un GAG produce su exposicion. Abajo: complejo entre el

HCII y la trombina. Tomado de Baglin et al., 2002.
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EXPERIMENTAL
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Capitulo 2 — Analisis de la actividad anticoagulante del arabinano pirandsico

Codium vermilara

2.1. Ensayos generales de coagulacion

Las pruebas globales de coagulacion se realizaron con un coagulometro ST4
(Diagnostica Stago, Francia), siguiendo los métodos establecidos por Brozovic (1991).
Los parametros de cada ensayo fueron establecidos en el equipo, fijando un tiempo
maximo de medicion 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 dermatan
sulfato (Syntex, Argentina). Las incubaciones con los polisacaridos y las drogas de
referencia se realizaron mezclando plasma pobre en plaquetas (PPP) y las
correspondientes soluciones (de concentracion variable) en una relacion de volumen de
9:1. Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado; como control se utilizo solucion
salina (0,9 % NaCl). Los resultados se expresan como la razén tiempo del

ensayo/tiempo del control.

Para la obtencion del plasma, se extrajo sangre de voluntarios sanos y se agrego citrato
de sodio 3,2 % en una relacion de volumen 9 + 1. El PPP se preparé por doble
centrifugacion (2000 g por 10 minutos). Se mezclaron los plasmas provenientes de
todos los voluntarios, se alicuot6 la mezcla y se conservé a —70° C hasta ser utilizada en

los analisis.

2.1.1. Tiempo de Trombina (TT)

2.1.1.1. TT sobre plasma

Se reconstituyd un vial del reactivo Thrombin Time liofilizado en 2 ml de agua
destilada. 100 pl de plasma se incubaron a 37° C durante 60 segundos con la solucion
salina, o de polisacarido o droga, seglin el caso. Se agregaron 100 ul del reactivo y se

midi6 el tiempo de formacion del coagulo.

2.1.1.2. TT sobre fibrindgeno
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Se repitio el procedimiento descripto en el punto anterior, remplazando el plasma por

una solucion de fibrindgeno purificado 3 mg/ml.

2.1.2. Tiempo de Protrombina (TT)

Un vial del reactivo Neoplastine CI Plus se reconstituyé en 5 ml de agua destilada, al
menos 30 minutos antes de realizar los ensayos. Se incubaron 50 pl de plasma con las
distintas soluciones, a 37° C durante 60 segundos. Luego se agregaron 100 ul del

reactivo y se midi6 el tiempo de formacion del coagulo.

2.1.3. Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA)

El reactivo PTT-A se reconstituyé en 5 ml de agua destilada. Se incubaron 50 pl de
plasma con las distintas soluciones y sumando 50 pl del reactivo, a 37° C durante 180
segundos. Luego se agregaron 50 ul de cloruro de calcio 0,025 M y se midi6 el tiempo

de formacion del coagulo.

2.1.4. Tiempo de Reptilasa (TR)

El reactivo FTH 50 Reptilase se reconstituyd en 1 ml de agua destilada. Se incubaron
150 pl de plasma con las distintas soluciones, a 37° C durante 90 segundos. Luego se

agregaron 50 pl del reactivo y se midi6 el tiempo de formacion del coagulo.

2.2. Ensayos amidoliticos

Los ensayos amidoliticos se realizaron de acuerdo al método de Colliec et al. (1991). En
dichos ensayos, la enzima estudiada actia sobre un sustrato artificial que al ser
hidrolizado libera un cromoéforo, cuya presencia puede detectarse al medir la
absorbancia de la solucion a determinada longitud de onda. De este modo, a mayor
actividad de la enzima en el sistema, mayor concentracion del cromoforo, y por lo tanto,

mayor absorbancia.

2.2.1. Inhibicion directa de Trombina
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Se disolvieron los polisacaridos (5-100 pg/ml) en buffer Tris-HCl pH 7,4, 7,5 mM
EDTA 150 mM NaCl. 50 pl de esta solucion se incubaron con 75 pl del mismo buffer
durante 2 minutos a 37° C. Se agregaron 75 ul de trombina (10 U/ml en el caso de la
trombina bovina, y una concentracion equivalente determinada por ensayo de Tiempo
de Trombina en el caso de la trombina humana) y se incub6 a 37° C durante un minuto.
Finalmente, se sumaron 75 pl de sustrato cromogénico S-2238 1,5 mM, y transcurrido
un minuto se midié la absorbancia a 405 nm con un lector de placas Stat Fax 303. La
medicion se repitido cada 1 minuto, hasta los 10 minutos luego de agregado el sustrato.
Los valores tomados en cuenta para realizar todos los graficos que se muestran en

Resultados corresponden a la absorbancia medida a los 2 minutos.

2.2.2. Inhibicion de Trombina mediada por AT

Se repiti6 el procedimiento descripto en el punto anterior, remplazando los 75 pl de

buffer Tris-HCI por el mismo volumen de solucion de antitrombina (AT; 50-200 nM).

2.2.3. Inhibicién de Trombina mediada por HC II

Se repitid el procedimiento descrito en el punto 2.2.1., remplazando los 75 ul de buffer

Tris-HCI por el mismo volumen de solucion de cofactor II de la heparina (HCII; 50-200

nM), utilizando trombina humana debido a la especificidad de este inhibidor fisiologico.

2.2.4. Inhibicion directa de Factor Xa

Se repitid el procedimiento descrito en el punto 2.2.1., remplazando los 75 ul de

solucion de trombina por el mismo volumen de solucion de FXa 1 U/ml, y utilizando

sustrato S-2222 1,5 mM.

2.3. Electroforesis

2.3.1. Geles de poliacrilamida, nativo

Alicuotas de 20 pl de trombina humana purificada (Diagnostica Stago) de concentracion

165 NIH/ml se incubaron durante 30 segundos con el polisacarido (20 pl, 100-250
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pg/ml), a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo por agregado de buffer Tris
0,025 M - Glicina 0,192 M, pH 8,3, en relacion de volumen 3:1. Como control se
sembraron la trombina y el polisacarido por separado, incubados con agua. Las muestras
(20 pl) se sembraron en geles de poliacrilamida de gradiente (4-15 %). La electroforesis
se realizo en una cuba Mini-PROTEAN (BioRad) a corriente constante (200V), durante
40 minutos, en el buffer descripto. Se realizaron tinciones con Azul de Coomassie R-
250 0,25 % en metanol 40% y acido acético 10% para visualizar las proteinas, y en el
caso de los polisacaridos sulfatados, con Azul de o-Toluidina 1 % en buffer fosfato
0,1M pH 6,8. Los geles tefiidos con Azul de Coomasie se trataron con solucion lavadora
(metanol:acido acético:agua en relacion 4:1:5), y los tefiidos con Azul de Toluidina se
lavaron con etanol 70%, luego 50%, y asi sucesivamente hasta lograr la rehidratacion

total del gel.

2.3.2. Geles de poliacrilamida, SDS

Se procedid de manera similar a lo descrito en el punto anterior para las incubaciones.
La reaccion se detuvo por agregado de buffer de muestra 0,125 M Tris/HCIl, SDS 40
mg/ml, 20 % (v/v) glicerol, pH 6,8, en relacién de volumen 3:1. Luego las muestras se
llevaron a 100° C en bano de agua durante 5 minutos. Se utilizaron los mismos
controles, condiciones de desarrollo de la electroforesis y tinciones que en PAGE

nativo.

2.4. Espectroscopia

Los analisis de las interacciones entre el arabinano sulfatado de Codium vermilara
mediante espectroscopia se realizaron en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas de
Buenos Aires (IIBBA), CONICET, en colaboracion con el Dr. Julio Caramelo.

2.4.1 Espectroscopia de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular fueron medidos con un espectropolarimetro Jasco J-

815. Todos los espectros fueron tomados a 20° C en buffer 10 mM Tris-HCIL, pH 7,4 y

se tomaron usando una celda de 1 mm de paso Optico, en el rango de 190-260 nm. Cada
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espectro es el promedio de 15 pulsos. Las concentraciones usadas en estos ensayos

fueron 2 uM para la trombina humana y 10 uM para el arabinano.

2.4.2. Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia fueron medidos con un espectrofluorimetro Jasco FP-
6500 a 20° C en buffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,4. La muestra, conteniendo 1 uM de
trombina humana, fue titulada con una soluciéon concentrada del polisacdrido en una
celda de cuarzo de 4 x 4 mm. Tras cinco minutos de incubacion, la muestra fue excitada
a 295 nm y se registro la emision 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 informacion fue corregida respecto de la dilucion. La
afinidad de union fue estimada por ajuste de la intensidad de fluorescencia a 335 nm a
un modelo de unidn cooperativo (F = Fy + AF.[L]" / (KD + [L]"), donde F es la sefial
medida, F, es la sefial en ausencia del polisacarido, AF es el cambio de sefial de la
proteina saturada con el polisacarido, [L] es la concentracion del ligando, Kd es la

constante de disociacion y n el coeficiente de Hill).

2.5. Acoplamiento molecular (docking) y simulacion de la dinAmica molecular

Estos ensayos fueron realizados por el Dr. Hugo Verli y el Lic. Laercio Pol-Fachin en el
Centro de Biotecnologia de la Universidad Federal de Rio Grande do Sul, Brasil, sin
participacion 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
Codium vermilara, en particular con respecto al mecanismo de inhibicidon directa de la

trombina y las interacciones a nivel molecular ente la enzima y el polisacarido.

2.5.1. Acoplamiento molecular (docking)

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

octasacaridos formados por unidades disulfatadas ([L-Arap2,4S-(1—3)-L-Arap2,4S]s) y

no sulfatadas ([L-Arap-(1—3)-L-Arap]s), en base a las conformaciones prevalentes de
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los disacaridos que los componen. Estas conformaciones se obtuvieron por simulacion
de la dinamica molecular de las soluciones, como fuera previamente descripto
(Fernandes et al., 2010; Pol-Fachin et al., 2010). Para estos calculos, las unidades de
arabinosa piranosica se consideraron en su forma mas abundante, (. Las estructuras de
las proteinas y los oligosacaridos se prepararon con AutoDockTools 1.5.4. para
AutoDock 4.2 (Morris et al., 2009), usando Autogrid para generar las condiciones y
parametros de la grilla para cubrir el exositio 2 de ambas trombinas. Se aplico el
algoritmo genético lamarckiano, con parametros por defecto, excepto el nimero
maximo de generaciones en cada repeticion, fijado en 270.000, y el numero de
conformaciones generadas, fijada en 1.000 después de 100 corridas. Las orientaciones
de los oligosacaridos fueron seleccionadas en base a la energia de union, abundancia de

orientaciones y superimposicion con heparina en un grupo de 2,0 A de corte.

2.5.2. Simulacion de la dinamica molecular

La trombina (humana y bovina) se simul6 en las siguientes condiciones: sin complejar y
complejada en cada uno de los exositios (1 y 2) con el octasacarido de arabinosa no
sulfatada y con el octasacarido de arabinosa disulfatada. Cada uno de estos sistemas fue
disuelto en cajas triclinicas usando condiciones limite periédicas y modelo de agua
SPC. Se aplico el método de LINCS (Hess et al., 1997) para forzar el largo de los
enlaces covalentes, permitiendo un paso de integracion de 2 femtosegundos tras una
minimizacion inicial de energia usando el algoritmo de maxima pendiente. Las
interacciones electrostaticas fueron calculadas con el método de Ewald (Particle mesh
Ewald method) (Darden et al., 1993). Temperatura y presion se mantuvieron constantes
a 310 Ky 1 atm, respectivamente, asociando proteinas, oligosacaridos, iones y solvente
a la temperatura y presion de bafios de externos (Berendsen et al., 1984; Bussi et al.,
2007) con constantes de acoplamiento de T = 0,1 y 0,5 picosegundos, respectivamente.
La constante dieléctrica fue tratada como &€ = 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 simulacion GROMACS,
version 4.0.5 (Hess et al., 2008) y campo de fuerza GROMOS96 43al (Scott et al.,

1999). En los complejos trombina-oligosacarido, antes de la coleccion de los datos, se
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usaron simulaciones de la dinamica molecular de 10 nanosegundos como para
equilibrar, con una restriccion inicial de 5000 kJ mol™ aplicada a ambas moléculas. Esta
fuerza constante fue reducida en 1000 kJ mol™” cada 2 nanosegundos, permitiendo que

las moléculas de agua y contraiones se asienten alrededor de los complejos.
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RESULTADOS
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Capitulo 3 - Actividad anticoagulante del arabinano pirandsico de Codium

vermilara.

3.1. Introduccion

En numerosas ocasiones se ha evaluado la actividad anticoagulante de polisacaridos
sulfatados sintetizados por algas marinas. Los ensayos globales de coagulacion,
desarrollados como pruebas para el diagnostico bioldgico en hemostasia y trombosis,
constituyen una primera aproximacion en este tipo de trabajos y suelen brindar los
primeros indicios en caso de haber actividad de algin tipo. Mientras el Tiempo de
Protrombina (TP) se enfoca en la via extrinseca de la cascada de coagulacion, el Tiempo
de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA) evalta las vias intrinseca y comun y el
Tiempo de Trombina (TT) lo hace respecto de la actividad de la trombina y la
polimerizacion de la fibrina (ver Figura 1 de la Introduccion 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 ofidico que hidroliza el fibrindgeno permitiendo la
formacion del coagulo de fibrina. Un alargamiento del tiempo de coagulacion en TR en
las condiciones de ensayo usadas indicaria alguna interferencia en la polimerizacion de

la fibrina.

Una vez determinada la presencia de actividad anticoagulante a través del alargamiento
de los tiempos de coagulacion (o al menos en alguno de los ensayos descriptos) y dada
la complejidad del proceso de coagulacion, cabe preguntarse sobre qué punto/s de dicho
proceso podria estar actuando el compuesto, y a través de qué mecanismos se ejerce esa
accion. En esta instancia, son diversas las técnicas y enfoques que pueden contribuir a
responder esas preguntas. Los resultados que se exponen a continuacion se obtuvieron
mediante ensayos amidoliticos, electroforesis, modelado molecular, dicroismo circular y

espectroscopia de fluorescencia.

En trabajos previos de nuestro laboratorio se habia reportado la actividad anticoagulante
del extracto acuoso a temperatura ambiente de Codium vermilara, determinada
mediante pruebas globales (TTPA y TT) (Ciancia et al., 2007). Habiendo realizado la

purificacién y caracterizacion estructural de los principales polisacaridos de la pared
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celular de Codium vermilara (ver la 1° Parte de esta tesis), se optd por profundizar en
los mecanismos de accion del arabinano pirandsico sulfatado Al (obtenido a partir del
extracto acuoso a temperatura ambiente V1). Esta eleccion se basa en reportes que
sefialan que los polisacaridos ricos en arabinosa son los que mayor actividad
anticoagulante presentan entre los polisacaridos 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 polisacarido de arabinosa en forma piranosica en algas ni en ningln

otro tipo de organismo.

Por ultimo, si bien muchas de las pruebas se realizaron tanto con trombina bovina como
humana y la mayor actividad se detectd 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 solo con la enzima de origen humano con la finalidad de indagar

con mayor profundidad en su interaccion con Al..

3.2. Ensayos generales de coagulacion

En primer lugar, se realizaron los ensayos generales (TTPA, TP, TT) para evaluar el
efecto del Al sobre el tiempo de coagulacion, usando como referencia heparina y
dermatdn sulfato, dos drogas de conocida actividad anticoagulante a través de
potenciacion de los inhibidores fisioldgicos de la trombina antitrombina (AT) y cofactor
de heparina II (HCII), respectivamente (Tabla 1). En el caso del TR, no se observaron
diferencias en presencia del polisacarido respecto del control. Por otro lado, se
realizaron ensayos en presencia de A2 (Tabla 2), un arabinano de menor nivel de
sulfatacion (obtenido a partir del extracto acuoso a 90° C de Codium vermilara) y del
producto de desulfatacion de Al (A1D) (Tabla 3; ver 1° Parte de esta tesis para
mayores detalles sobre la estructura de estos tres polisacaridos). En el caso del Tiempo
de Protrombina, no se llegaron a observar diferencias significativas, probablemente
debido a la rapida cinética del ensayo. Wijesekara y colaboradores (2011) remarcan que
en los numerosos reportes de polisacaridos sulfatados de algas marinas con actividad
anticoagulante no se suelen registrar alargamientos en TP, sugiriendo poca o nula

inhibicion de la via extrinseca por parte de estos compuestos.
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Tabla 1, Actividad anticoagulante de Al evaluada por ensavos globales de coagulacidon
(TTPA y TT), comparada con la de heparina y dermatin sulfato. Los resultados se
expresan como la razdn tiempo ensayo'tiempo control £ desvio estandar.

Polisacirido Concentracion (ug/ml) TTPA TT
1 1.2+0,1 20401

Al 11 4,4+02 =10

25 =11 =10

1 36+05 =10

Heparina 10 =10 =10

5 =10 =10
1 1,2+ 0,0 50£0.5

Dermatin sulfato 10 2.540.1 =10

25 52+ 0,1 = ()

Tabla 2. Actividad anticoagulante de Al evaluada por ensavos globales de coagulacidon
(TTPA y TT), comparada con la de su producto de A2 y AID. Los resultados se
expresan como la razdn tiempo ensayo'tiempo control £ desvio estandar.

Polisacirido Concentracion (ug/ml) TTPA TT
Al 3 2.6 £0.2 =10

Al 3 1,5+ 0.0 38202

AlD ] 10 +00 10401

Tabla 3. Andlisis de metilacion de Al, A2 ¥ AID Los valores expresan moles %,

Monosaciride  Unidad estructural Al A2 AlD
23 4:Ara® L-Arap( 1—s 0,7 6.2 313
2.4-Ara —3) L-Arap (1— 13.3 35,0 25,0
2eMra -3 ) L-Arapd® (1— 256 287 4.5
4-Ara —+3) L-Arap2s (1— a7 Tl 3.2
Ara —+3) L-Arap2,48 (1— 02 22 1,0

#2 34-Ara mdica 2.3 4-ri-O-metif-L-arabinopiranosa; cte.
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Por ultimo, se realizé un ensayo similar al Tiempo de Trombina utilizando fibrindgeno

purificado en lugar de plasma, tanto con trombina humana como bovina (Tabla 4).

Tabla 4. Ensayo upo TT, con libnndgeno purificado en lugar
de plasma, usando Trombina Bovina (TB) y Humana (TH) y
Al (5pg/ml). Los resultados se expresan como la razdn tiempo
ensayo/tiempo control + desvio estandar,

Trombina Tiempo de
coagulacion
TB 4.9+ 0.2
TH 1.4+02

Al utilizar solo fibrindgeno (es decir, el sustrato sobre el cual actia la trombina para
generar la fibrina que originara el coagulo) en lugar de plasma, se descarta la
intervencion de los inhibidores AT y HCII en el alargamiento del tiempo de
coagulacion. Asi, los resultados obtenidos en este ensayo pueden interpretarse como el
primer indicio de un mecanismo de inhibicion directa de la trombina por parte de Al.
Al mismo tiempo, pudo observarse una importante diferencia entre el alargamiento
obtenido con las trombinas humana y bovina, diferencia confirmada posteriormente en

otros ensayos.

3.3. Ensayos amidoliticos con trombina para detectar inhibicion directa

Los ensayos amidoliticos permiten indagar en los mecanismos de acciéon de un
compuesto anticoagulante. En el caso de la trombina, se utiliza un sustrato cromogénico
(S-2238) con una secuencia que es reconocida por la enzima, permitiendo que ésta se
una y lo clive, liberando un cromdéforo cuya presencia puede detectarse y cuantificarse
mediante la absorbancia de la solucion a una determinada longitud de onda. En estas
condiciones, una mayor absorbancia debida a una mayor concentraciéon del cromoéforo
se interpreta como sefial de una mayor actividad de la enzima. Una menor absorbancia,

por el contrario, estaria indicando que dicha actividad fue inhibida de algiin modo.
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La trombina bovina se usé en una concentracion de 10 U/ml (dilucion alcanzada
siguiendo las indicaciones del fabricante). Para obtener resultados comparables, antes de
realizar los ensayos amidoliticos con trombina humana se busco igualar la
concentracion de ambas enzimas, en términos de actividad coagulante. Esto se logrd
llevando la trombina humana a una concentracion tal que se obtuviera el mismo tiempo
de coagulacion en un ensayo de Tiempo de Trombina que con la trombina bovina 10
U/ml (10,5 segundos + 0,3). Este ajuste permitio trabajar con concentraciones
equivalentes, y se realiz6 debido a que estan reportadas en la bibliografia diferencias en
actividad coagulante y amidolitica 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 mas lejos, estas soluciones de trombina bovina y humana
que mostraron igual comportamiento en TT, presentaron valores de absorbancia
significativamente diferentes en los ensayos amidoliticos. Debido a que en cada caso el
correspondiente control (buffer + trombina + sustrato) se considerdé como el 100 % de
actividad de la trombina sobre el sustrato y se tom6 como referencia para los demas
ensayos, esa diferencia de actividad amidolitica para las dos trombinas no impide la

comparacion entre los resultados.

3.3.1. Trombina bovina

Los ensayos con trombina bovina mostraron que Al produce una disminucién
importante de la actividad amidolitica de la enzima, en forma dependiente de la
concentracion (Figura 1). Esto indicaria que el polisacarido actia en forma directa
sobre la trombina bovina, inhibiendo su capacidad para unirse y/o clivar al sustrato

cromogenico.
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Figura 1- - Efecto de A1 sobre la actividad de la trombina bovina sobre el sustrato S-2238. 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).

3.3.2. Trombina humana

La trombina humana también mostré una disminucion significativa de su actividad
amidolitica en presencia de Al (Figura 2), aunque el efecto fue menor respecto del

observado con la trombina bovina. En este caso también se infiere un efecto inhibitorio

directo del polisacarido sobre la enzima.

100

= (=) o
=} < [=1

[y*]
<

Actividad Residual de Trombina (%)

0 20 40 60 80 100
ug/ml Al

Figura 2 - Efecto de Al sobre la actividad de la trombina humana sobre el sustrato S-2238. 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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3.4. Caracterizacion del complejo polisacarido-trombina humana

3.4.1. Espectroscopia de fluorescencia

En forma general, un espectro de emision se obtiene midiendo las diferentes frecuencias
de luz fluorescente emitida por una muestra, manteniendo la luz de excitacion a una
longitud de onda constante. Si una proteina que contiene un unico residuo triptofano en
su nucleo hidrofobico se desnaturaliza, se obtiene un cambio en el color del espectro de
emision, observandose un desplazamiento hacia el rojo (es decir, hacia menores
longitudes de onda). Esto se debe a la exposicion del triptoéfano a un entorno acuoso en
contraposicion a su anterior estado donde se encontraba en el interior hidrofobico de la
proteina (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
interpretacion de los cambios en el espectro de emision resulta dificultosa. Esto origina
un espectro de emision con una banda muy ancha, cuyo maximo se encuentra en 335
nm. Tal como se observa en la Figura 3, la unién 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 maxima emisiéon) y un incremento en la

intensidad de la emision de alrededor del 20%.

escencia

Fluor

1
A L] 34 16l kR S0 4

Longitud de onda (nm)

Figura 3- Espectro de emision de la trombina humana con concentraciones crecientes de Al.
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La Figura 4 muestra la curva elaborada a partir de las intensidades de emision
observadas a 345 nm a medida que se aument6 la concentracion de Al. A partir de
dicha curva se pudo calcular una Kd de 17 £ 3 uM, con un coeficiente cooperativo de
2,1 £ 0,2. La afinidad de la unién se determind mediante el ajuste de la curva a un
modelo de unién cooperativo que responde a la ecuacion de Hill. Un mecanismo con
cooperatividad positiva implica que la uniéon de una primer molécula del sustrato o
ligando estimula la uniéon de mas 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 pequeiia como corresponde a una baja afinidad, y luego aumenta, a medida
que lo hace la afinidad entre la proteina y el ligando. La ecuacion de Hill (F = Fy +
AF.[L]" / (Kd + [L]"), donde F es la sefial medida, Fy es la sefial en ausencia del
polisacarido, AF es el cambio de sefial de la proteina saturada con el polisacarido, [L] es
la concentracion del ligando, Kd es la constante de disociacion 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 tipico de este mecanismo cooperativo (y de curva sigmoidea) es el de la union
del oxigeno a la hemoglobina, donde la desoxihemoglobina tiene una afinidad
relativamente baja por el oxigeno, la cual aumenta tras la union de la primera y segunda

moléculas de oxigeno.
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Figura 4- Intensidad de la fluorescencia de la trombina humana a 345 nm con concentraciones

crecientes de Al.
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3.4.2. Dicroismo circular

La espectroscopia de dicroismo circular se basa en la interaccion de la luz polarizada
con moléculas quirales, midiendo cambios en la amplitud de los haces de luz a través
los cambios en la absorcion, registrados por un espectropolarimetro (Olsen, 1990). Esta
técnica se utiliza para conocer la estructura de proteinas (aunque también se aplica a
otras macromoléculas, como ADN), seguir cambios conformacionales y medir la union
de ligandos a proteinas. En la zona de longitudes de onda correspondientes al UV lejano
(190-250 nm) se observan principalmente las transiciones correspondientes a los enlaces
peptidicos y los enlaces disulfuro de las cistina, mientras que en el UV cercano (250-
340 nm) las de los residuos aromaticos (Opticamente inactivos pero ubicados en
entornos asimétricos) y los grupos prostéticos. Los espectros en el UV lejano informan
acerca de la estructura secundaria de una proteina, ya que las estructuras a-hélice, -
plegada y al azar tienen espectros caracteristicos (Figura 5). En una proteina que
combina estas distintas estructuras es posible calcular el contenido de cada una de ellas

a partir de la forma de su espectro.
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Figura 5- Espectros DC-UV lejano caracteristicos de los distintos tipos de estructura secundaria

de proteinas.

La aplicacion de esta técnica, en longitudes de onda del UV lejano, permitié explorar

los cambios estructurales involucrados en la formacion del complejo Al-trombina

173



2° Parte Resultados

humana. El espectro de la enzima aislada muestra caracteristicas tanto de estructura
secundaria o-hélice como P-plegada (Figura 6). El analisis de dicho espectro por
desconvolucion 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 %, o- y B- respectivamente). El agregado de A1 produce un pequefio
cambio en el espectro, observandose 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 proteina como en el polisacarido.

== |
sl

a —_— T
=TIl &1

aml

[Elpgzyy | dogudmal

1 ¥ <1U Ll <l

Langinied dlé niwla {nivg

Figura 6- Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de la trombina humana (TH), de Al,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.

3.4.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para indagar en la posible formacion de un complejo A1-TH, 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 polisacarido cuando fueron incubados juntos (Figura 7). Por el
contrario, en condiciones nativas la incubaciéon de ambos compuestos produjo cambios
notorios en ambos casos (Figura 7). Esto puede observarse mediante el uso de dos

tinciones diferentes: azul de O-Toluidina para polisacaridos aniénicos, y azul de
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Coomasie para proteinas. Los diferentes resultados obtenidos en uno y otro tipo de
PAGE sugieren que tras la incubacion (30 segundos) de ambos compuestos, se forma un
complejo A1-TH, y que ese complejo estaria estabilizado por interacciones tales que si
bien permiten su deteccion en condiciones nativas, no son los suficientemente fuertes
como para resistir las condiciones propias del SDS-PAGE (como si lo serian, por

ejemplo, las uniones covalentes).
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Figura 7- SDS-PAGE (izquierda) y PAGE nativa (derecha); trombina humana incubada con el
arabinano sulfatado de Codium vermilara. TBO: azul de O-Toluidina, tincion para polisacaridos

anionicos; CB: Coomasie Blue, tincion para proteinas.

3.5. Acoplamiento molecular (docking) y modelado molecular

La identificacion del rol de grupos especificos en la union de un ligando a su receptor
requiere la determinacion de la estructura tridimensional del complejo, lo cual puede
lograrse experimentalmente (por RMN y cristalografia de rayos X) o por métodos
tedricos de modelado molecular (Becker et al., 2007). Entre estos ultimos se incluye el
procedimiento de acoplamiento molecular o docking. Consiste en una simulacion

computacional que permite predecir la orientacion 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 unidn (es decir, la afinidad entre ambas

moléculas) y realizar las simulaciones de la dinamica molecular.

Las orientaciones obtenidas por acoplamiento molecular para los octasacaridos 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 dinamica molecular, que ofrecieron informacion

sobre la dinamica de los complejos trombina-oligosacarido.

En comparacion con el exositio 2, la complejacion 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 medicion de la distancia entre los residuos His 57 y Asp
102 de la triada catalitica. Al unirse el oligosacarido al exositio 1, la TH ve algo
reducida su flexibilidad (Figura 8), mientras que la TB so6lo sufre algunas diferencias
puntuales respecto de la enzima sin complejar. Por esta razén, y en conjunto con los
restantes datos obtenidos, la union al exositio 1 se consider6 irrelevante por su aporte el
mecanismo de inhibicion directa de trombina por parte del arabinano, y se profundizo el

analisis de la interaccion de este compuesto con el exositio 2.

Por el contrario, la unién del octasacarido disulfatado al exositio 2 de la TH y la TB
(Figura 9) afecta la flexibilidad de varios sectores de la estructura proteica. En
particular la region comprendida entre los residuos 60 y 77, cercana al sitio activo de la
trombina, incluye bucles cuya plasticidad se incrementa en presencia del oligosacaridos.
Como consecuencia de esto aumenta la distancia ente los &tomos His57 ND1 y Asp 102
OD1, que forman parte de la triada catalitica, siendo esta modificacion conformacional

mayor en el caso de la enzima bovina que en el de la humana (Figuras 9 y 10). .
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Figura 8- Perfiles de la trombina humana (izquierda) y la trombina bovina (derecha) durante las
simulaciones de dindmica molecular, sin complejar (negro), y complejadas con el octasacérido
de unidades disulfatadas de arabinosa mediante el exositio 1 (azul) y el exositio 2 (rojo). Arriba:
raiz de la fluctuacion cuadratica media (RMSF, por root mean square fluctuation) para la
cadena pesada (cadena B) de la trombina. Abajo: distancia entre los atomos ND1 de His57 y

OD1 de Asp102, que componen la triada catalitica de la trombina.
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Figura 9- Perfiles de la trombina humana (izquierda) y la trombina bovina (derecha) durante las
simulaciones de dindmica molecular, sin complejar (negro), y complejadas mediante el exositio
2 con los octasacéridos de unidades de arabinosa disulfatadas (rojo) y no sulfatadas (verde).
Arriba: raiz de la fluctuacion cuadratica media (RMSF, por root mean square fluctuation) para
la cadena pesada (cadena B) de la trombina. Abajo: distancia entre los &tomos ND1 de His57 y

OD1 de Aspl102, que componen la triada catalitica.
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Figura 10- Arreglos finales de ambos octasacaridos respecto de la cadena pesada de la trombina
humana (arriba) y bovina (abajo) junto con el estado final de la triada catalitica. La cadena

liviana se omite para mayor claridad.

Los valores de contribucién entalpica para la interaccion entre la proteina completa y

cada carbohidrato fueron los siguientes:

Trombina humana - octasacarido de unidades disulfatadas: AHint = -740 £+ 154 kJ/mol

- octasacarido de unidades no sulfatadas: AHint =-333 + 35 kJ/mol

Trombina bovina - octasacarido de unidades disulfatadas: AHint=-698 + 125 kJ/mol

- octasacarido de unidades no sulfatadas: AHint=-297 + 43 kJ/mol
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El analisis de la interaccion entre los oligosacaridos de arabinosa y TB o TH indica que

la mayoria de los contactos proteina-carbohidrato se produce a través de aminoacidos

basicos sobre la superficie de la enzima (Tabla 5); mas del 60% de esos contactos

involucran residuos que forman parte del exositio 2. Los grupos sulfato unidos al C-2 de

las unidades de arabinosa interactian mads intensamente con la enzima que aquellos

ubicados sobre C-4 (Tabla 6). Por otro lado, el octasacarido de unidades no sulfatadas

presenta contactos debilitados o nulos, aunque se mantiene cierta interacciéon con el

exositio 2, a la par que se observan cambios en la orientacion del oligosacarido respecto

de la superficie de la trombina, debido a la ausencia de los grupos sulfato.

Tabla 5. Contribuciin entalpica para la interaceion entre los residuos de
aminodeidos de TH v TB y los oligosacdridos de unidades de arabinosa
disulfatadas v sin sulfatar.

Residuos de

Contribucion entalpica para la interaccidn (kJ.mol™")

aminodcidos
Octasacdrido con unidades] Octasacirido con unidades
(TH/TB) disulfatadas no sulfatadas
TH TB TH TB
[T3s91 /11191 A 5 L9 2417 =8 L6
Arg93 / Argt3 -133+29 =101 £ 45 1247 «243
ArghT [ Lysby =30+ 41 { 0 (0
Argl0l J ArgiU] O3 £ 29 51 &£ 29 “f=h FEH
Argl2a /) Lysl26 <08 & 30 04 & 46 0 ()
Argl65 [ Argl65 -394 33 0 0 0
Argl33 S Arg2 33 ~48 & 34 6 & 33 HES T
Lys235 / Lyg235 -58+29 -3+ 5 -2+2 -1+1
Lys236 / Lys236 -91 + 38 =136+ d3 20 12 -G+ 8
Arg240 F Lys 240} -17+25 -125 + 53 20+ 5 -8+ 8
Gin244 / Arg244 0 B0 + 61 14+ 8 -7+11
SUB-TOTAL ST0+99 -650+117 | -104+18 -49 + 20
TOTAL “T40 =154 -698+125 | -333+35 =297 + 43
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Tabla 6. Contribucion entdlpica para la inleraceion entre grupos sulfato unidoes
a C-2 y C-4 de unidades de arabinosa disulfatadas v trombina humana v
bovina.

Contribucién entdlpica para la

Posicion del ) r'
rupo sulfaty  ———interaceion (klmol ) _____
grupo = -
Cc-2 43164 84 ~381 = 102
L 221 + 98 -270 = 78

3.6. Ensayos amidoliticos en presencia de inhibidores fisiologicos de trombina

3.6.1. Inhibicion de trombina mediada por AT

En presencia de antitrombina, la actividad amidolitica de la trombina bovina disminuy6
en forma significativa por efecto de Al (Figura 11). Este efecto mostr6 ser dependiente
de la concentracion del polisacarido (5-100 pg/ml) para una determinada concentracion
de AT (200 nM). Por otro lado, el efecto también varid al mantener fija la concentracion
de Al (5 pg/ml) y variar la de AT (50-200 nM). Estos resultados permiten afirmar que
ademas de la inhibicion directa, el polisacarido de Codium vermilara ejerce su efecto
anticoagulante a través de un mecanismo mediado por AT. Cabe sefialar que en estos
ensayos estarian actuando ambos efectos juntos (inhibicién directa y potenciacion de

AT), por lo que la magnitud de cada uno de ellos por separado no puede estimarse.
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Figura 11— Efecto de Al sobre la actividad de la trombina bovina sobre el sustrato S-2238, en
presencia de AT. Arriba: con concentraciones crecientes de Al y AT 200 nM. Abajo: con
concentraciones crecientes de AT y Al constante (5 pg/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).
3.6.2. Inhibicién de trombina mediada por HCII

En presencia del cofactor II de la heparina, la actividad amidolitica de la trombina
humana disminuy6 en forma significativa por efecto de Al (Figura 12). Este efecto
mostrd ser dependiente de la concentracion del polisacarido (5-100 pg/ml) para una
determinada concentracion de HCII (200 nM). Por otro lado, el efecto también varié al
mantener fija la concentracion de Al (5 pg/ml) y variar la de HCII (50-200 nM). Estos
resultados permiten afirmar que ademds de la inhibicion directa y mediada por AT, el
arabinano sulfatado de Codium vermilara ejerce su efecto anticoagulante a través de un
mecanismo mediado por HCIIL. También en este caso puede suponerse que actiian tanto
la inhibicion directa como la potenciacion de HCII, por lo que la magnitud de cada

efecto por separado no puede estimarse.
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Figura 12 - Efecto de Al sobre la actividad de la trombina humana sobre el sustrato S-2238, en

presencia de HCII. Arriba: co

concentraciones crecientes de

n concentraciones crecientes de A1 y HCII 200 nM. Abajo: con
HCII y A1 constante (5 pg/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).

3.7. Ensayos amidoliticos con Factor Xa para detectar inhibicion directa

Se realizaron ensayos amidoliticos usando sustrato cromogénico S-2222. De modo

similar a lo descrito para los ensayos con trombina y sustrato S-2238, la enzima actia

sobre el sustrato liberando un croméforo cuya presencia puede detectarse y cuantificarse
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midiendo la absorbancia de la solucion a una determinada longitud de onda (405 nm).
En estas condiciones, una mayor absorbancia debida a una mayor concentracion del
cromoforo se interpreta como sefial 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 Al produce una disminucion importante de la
actividad amidolitica de la enzima, en forma dependiente de la concentracion (Figura
13). Esto indicaria que el polisacarido actiia en forma directa sobre el Factor Xa,

inhibiendo su capacidad para unirse y/o clivar al sustrato S-2222.
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Figura 13 - Efecto de Al sobre la actividad del Factor Xa sobre el sustrato S-2222. 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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Resumen de los resultados 2° Parte:

-A1 mostr6 una importante actividad anticoagulante a través de cuatro mecanismos, en

forma dependiente de la concentracion:

-inhibicidn directa de trombina
-inhibicion directa de Factor Xa
-potenciacion de AT

-potenciacion de HCII

Se profundizo el analisis del primero de estos mecanismos.

-La inhibicion directa de trombina se relacionaria con cambios en la geometria de la
triada catalitica producidos por la union del polisacérido al exositio 2 de la enzima. Por

el contrario, la union al exositio 1 no provocaria alteraciones importantes.

-Los cambios en la geometria del sitio activo son mayores en el caso de la trombina
bovina que en el de la humana. Esta diferencia se observo también en los porcentajes de

inhibicion alcanzados con ambas enzimas en los ensayos amidoliticos.

-La actividad de Al sobre la trombina se debe al alto grado de sulfatacion por
predominio de unidades disulfatadas, y particularmente a las interacciones establecidas

por los grupos sulfato en posicion C-2 sobre las unidades de arabinopiranosa.
-En el mismo sentido, se observd que A2, con menor contenido de sulfato y diferente

patron de sulfatacion tiene menor efecto sobre la trombina. El producto de desulfatacion

A1D, por su parte, no presenta actividad.
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VISCUSION Y CONCLUSIONES

185



2° Parte Discusion y Conclusiones

Hemostasia, trombosis y polisacaridos sulfatados como alternativa.

La hemostasia es el mecanismo fisiolégico que regula el sangrado, a fin de evitar la
pérdida excesiva de sangre, mientras que la trombosis como proceso patoldgico
representa una respuesta fisiologica excesiva que conlleva graves consecuencias debido
a la formacion de trombos en la circulacion 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 mas difundido en las terapias antitromboticas (Melo et al.,
2004). No obstante, la heparina puede inducir varios efectos colaterales perjudiciales,
como trombocitopenia, embolismo arterial y complicaciones por sangrado ademds de
otras relacionadas con su origen animal, como enfermedades prionicas (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 pequefio 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 posicion clave de esta enzima en la serie de reacciones que

forman parte del proceso de coagulacion.

Se ha investigado y reportado la actividad anticoagulante de polisacaridos sulfatados de
algas rojas y pardas, y en menor grado, de algas verdes (Ciancia et al., 2010). Las
notorias diferencias en los mecanismos de accion encontrados pueden atribuirse a la
diversidad de estructuras y al hecho de que un mismo compuesto puede tener actividad
sobre mas de una proteasa. Estas diferencias ponen de relieve la importancia del
conocimiento de las caracteristicas estructurales especificas de estos compuestos y de su
interaccion con las diferentes proteinas involucradas en el proceso de coagulacion para
la comprension de dicho proceso y el desarrollo de nuevos agentes antitromboticos

(Ansell, 2007; Pinto et al., 2010).

Varias especies del género Codium sintetizan polisacaridos sulfatados con actividad

anticoagulante (Jurd et al., 1995). La actividad de los compuestos aislados de especies

186



2° Parte Discusion y Conclusiones

de Codium fue en general atribuida a la potenciacion de AT y/o HCII, mientras que no
se ha reportado el efecto directo sobre los sitios cataliticos de la trombina ni el FXa
(Shanmugam y Mody, 2000). Un proteoglicano de Codium pugniformis mostrd
inhibicion de trombina tanto directa como mediada por AT (Matsubara et al., 2000). Por
otro lado, polisacaridos sulfatados de especies de Codium con inhibiciéon de trombina
dependiente de HCII exhibieron mayor efectividad que la heparina o el dermatin
sulfato. Dicho efecto fue mas potente en el caso de arabinanos sulfatados que en el de
galactanos sulfatados (Hayakawa el al., 2000). Se obtuvieron arabinanos sulfatados a
partir de C. divaricatum, C. adharence, C. latum, y C. fragile (con una razén molar
sulfato/arabinosa, entre 0,5 y 0,8), y se analizé su actividad anticoagulante, pero sin
determinar detalles estructurales (Hayakawa et al., 2000). Shanmugam y Mody (2000)
también resaltan que entre los polisacaridos obtenidos de las especies C. dwarkense y C.
tomentosum los arabinanos sulfatados fueron los mas activos. En Codium dwarkense, la
actividad fue atribuida a un arabinano sulfatado (Shanmugam et al., 2001), y su
incremento se relaciond con las etapas reproductivas del alga, cuando la fraccion de
polisacaridos sulfatados solubles en agua se encuentra enriquecida en azucares y sulfato
y con menor contenido de proteinas y acidos urénicos. En el caso de Codium fragile
ssp. atlanticum se observo que la actividad es directamente proporcional al contenido de
carbohidratos y sulfato e inversamente proporcional al contenido de proteinas (Rogers
et al., 1990). Por otro lado, la mayor actividad se encontr6 en los componentes de mayor
peso molecular. La formacion del complejo polisacarido sulfatado/proteina implicada en
estos mecanismos fue atribuida a interacciones polares no especificas entre los grupos
cargados negativa y positivamente en el polisacarido y la proteina, respectivamente.
Este complejo seria luego estabilizado por interacciones de corto rango (Ciancia et al.,

2010).

Inhibicion directa de trombina.

En este contexto, se encar6d el estudio de la actividad anticoagulante de Al con el
objetivo de dilucidar sus mecanismos de accion. Los mecanismos encontrados fueron:
potenciacion de los inhibidores fisioldgicos de la coagulacion antitrombina y cofactor II
de la heparina, inhibicion directa de Factor Xa e inhibicion directa de trombina. En el
ultimo caso se realizaron analisis adicionales con el objetivo de profundizar la

comprension de la relacion estructura-actividad. Esto fue posible gracias al detallado
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estudio estructural del polisacarido, 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 combinacion del analisis estructural con ensayos de actividad

anticoagulante es un enfoque fundamental en este campo.

La prolongacion del TTPA observada sugiere un efecto inhibitorio sobre la via
intrinseca y/o comun de la coagulacion, mientras que el Tiempo de Trombina
fuertemente extendido indica inhibicion de trombina (directa o mediada por AT y/o
HCII) o algiin impedimento en la polimerizacion de la fibrina. Con la idea de dilucidar,
al menos en parte, cudl seria el mecanismo anticoagulante mas probable en Al, se llevd
a cabo el ensayo tipo TT usando fibrindgeno purificado en lugar de plasma. Este tipo de
ensayo ya fue usado anteriormente para indagar el modo de accion de otros
polisacaridos sulfatados con efecto anticoagulante (Shanmugam y Mody, 2000). En este
caso también se observo una prolongacion en el tiempo de coagulacion, siendo éste el
primer indicio de un posible mecanismo de inhibicion directa sobre la actividad de la
trombina, teniendo en cuenta que los inhibidores fisioldgicos AT y HCII no estaban
presentes en el ensayo. Los ensayos amidoliticos en ausencia de AT y HCII
confirmaron esa posibilidad, ya que se obtuvo una importante disminucion en la
actividad residual de trombina con Al. La inhibicién directa de trombina fue
determinada experimentalmente tanto para la trombina humana como para la bovina,

siendo el efecto considerablemente mayor en el ultimo caso.

Estos resultados se complementan con el analisis de simulacion de la dinamica
molecular. Para este andlisis se trabajo con octasacaridos formados por unidades de
arabinopiranosa en su forma mas abundante (‘C;) disulfatadas y sin sulfatar ([L-
Arap2,4S-(1—3)-L-Arap2,4S]s y [L-Arap-(1—3)-L-Arap]s, respectivamente). Ambas
trombinas, humana y bovina, fueron modeladas sin complejar, y complejadas con cada

uno de los octasacéridos en los exositios 1 y 2 de la enzima.

En el caso del exositio 1, la union con los oligosacaridos de arabinosa no produce
modificaciones significativas en la estructura de la enzima. Respecto del exositio 2, los
oligosacaridos adoptan un arreglo espacial sobre la superficie de la trombina similar a lo

observado con la heparina (Li et al., 2004). La union del octasacarido con unidades
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disulfatadas al exositio 2 de ambas enzimas (TH y TB) afecta la flexibilidad de varias
regiones de la proteina. En particular, la region 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 triada
catalitica. El sitio activo de la trombina (y de otras serin proteasas como la elastasa y la
quimotripsina) se conforma por plegamiento de la proteina e interacciones tipo puente
de hidrogeno entre cadenas laterales. La triada catalitica esta compuesta por los residuos
Asp 102, His 57 y Ser 195. La formacion de un puente de hidrogeno entre el aspartato y
la histidina induce a esta tltima a tomar un protéon de la serina (Figura 13). De este
modo un grupo normalmente no reactivo (el CH,OH de la serina) se torna activo, con la
posibilidad de formar un enlace covalente con el sustrato de la enzima e hidrolizar un

enlace peptidico.
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Figura 13- Triada catalitica de la trombina. La formacion de un puente de hidrogeno ente el

aspartato 102 y la histidina 57 provoca la activacion de la serina 195.

Se observo entonces que el arabinano produce una alteracion de la triada catalitica del
sitio activo, y que dicho efecto es de mayor magnitud en la trombina bovina que en la
humana. Esta alteracion de la geometria del sitio activo, via interaccion con el exositio
2, podria explicar la disminucion de la actividad enzimatica sobre el fibrindgeno y sobre
el sustrato cromogénico observada en los ensayos globales de coagulacion y
amidoliticos, y atribuida a un mecanismo de inhibicion 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 inhibicion
directa de la trombina por polisacaridos sulfatados, ésta se deberia a que los polimeros
ocupan el sitio de unidn al fibrinégeno (es decir, el exositio 1), dificultando la accion de

la trombina que lo convierte en fibrina. Por otro lado, un mecanismo de inhibicidén no
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competitivo como el aqui planteado explica ademas que no se alcance la inhibicion total
de la actividad de la enzima, tal como se observa en los resultados de los ensayos

amidoliticos.

Interacciéon trombina-polisacarido.

No obstante el mayor efecto observado sobre la trombina bovina, la interaccion 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 mostr6 la formacion
de un complejo estable entre Al y la trombina humana, al menos en las condiciones
experimentales usadas, al observarse cambios en los patrones de migracion del
polisacarido y la proteina. Al incubar ambos compuestos, se visualizd una banda que los
contiene a ambos, lo que puede apreciarse gracias a la tincion en paralelo con azul de O-
Toluidina y azul de Coomasie. Por el contrario, cuando la electroforesis se realizo en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) no se visualizo la banda correspondiente al
complejo. Estos resultados sugieren la formacion de un complejo A1-TH por medio de
interacciones que lo estabilizan y permiten su observacion en PAGE nativo. Sin
embargo, estas interacciones no serian lo suficientemente fuertes como para resistir las
condiciones del SDS-PAGE, como si lo podrian hacer enlaces covalentes entre ambas

moléculas.

Adicionalmente, la unién de Al a la trombina humana fue evaluada por los cambios en
sus espectros de fluorescencia intrinseca. El agregado del ligando (Al) indujo un
corrimiento y un incremento en la emision de la enzima. Se calculé una Kd de 17 + 3
puM a partir de un modelo de unioén cooperativo. Finalmente, el espectro de dicroismo
circular del complejo AI-TH sugiere que la union del ligando induce un pequefio
cambio conformacional en la enzima, aunque en rigor no puede descartarse la
posibilidad de que las diferencias observadas podrian deberse a cambios en el

polisacarido debidos a la unién con la enzima.

Se ha reportado anteriormente inhibicion directa de trombina para otros polisacaridos

sulfatados de algas: fucanos muy ramificados de algas pardas (Pereira et al., 1999),
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ulvanos de Ulva conglobata (Mao et al., 2006) y galactanos y proteoglicanos de otras
especies de Codium (Matsubara et al., 2000; 2001). En estos casos, sin embargo, no hay
disponible informacion detallada acerca de los mecanismos de accion a nivel molecular.
Los inhibidores directos de trombina (DTIs, por sus siglas en inglés) actualmente
disponibles bloquean la interaccion de la enzima con sus sustratos uniéndose al sitio
activo y el exositio 1 (DTIs bivalentes) o so6lo al sitio activo (DTIs univalentes)
(DiNisio, 2005). Por otro lado, la heparina interactia con el exositio 2 de la trombina,
pero solo es capaz de inhibirla mediante un mecanismo dependiente de AT, mientras
que el dermatan sulfato potencia al HCII sin necesidad de unirse a la trombina. El
arabinano sulfatado de C. vermilara parece actuar por otro mecanismo en su inhibicion
directa de la trombina, generando modificaciones en el sitio activo a través de

interacciones con el exositio 2.

Factor Xa.

En ensayos con sustrato cromogénico S-2222 (y sin los inhibidores AT y HCII) se
observd que en presencia de Al el Factor Xa también ve disminuida su actividad
amidolitica, en forma dependiente de la concentracion. De modo similar a lo observado
en el caso de la trombina y el sustrato S-2238, no se alcanza la inhibicion total de la
actividad de la enzima con concentraciones mayores de Al. Esto sugiere que en este
caso también podria tratarse de un mecanismo de inhibicién no competitivo. El FXa
esta compuesto por dos cadenas unidas por un puente disulfuro (Kamata et al., 1998) y
desempefia un rol clave en la regulacion de la generacion de trombina: de acuerdo al
modelo tradicional de la cascada de coagulacion, en €l convergen las vias extrinseca e
intrinseca y se inicia la via comun. La activacion 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 especificos, en una
estrategia de desarrollo de drogas que ha demostrado ser efectiva y segura (Pinto et al.,
2010). Los inhibidores de FXa de aplicacion parenteral (como el fondaparinux, Figura
14, que es un pentasacarido sulfatado, y otros compuestos similares) actian mediante
potenciacion de AT. Al igual que sucede en el caso de la trombina, el desarrollo de
inhibidores directos permitiria superar limitaciones relacionadas con la dependencia de
los inhibidores fisioloégicos que no son efectivos contra el FXa unido al complejo

protrombinasa ni contra la trombina unida a fibrinégeno.
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Figura 14- Estructura del fondaparinux

Algunos polisacaridos sulfatados de algas y otros organismos producen inhibicion del
FXa mediante potenciacion de AT, generalmente en combinacion con otros mecanismos
anticoagulantes: un galactano del alga roja Gelidium crinale, fucoidanos de algas
pardas, ulvanos y ramnanos de algas verdes (Ciancia et al., 2010) un proteoglicano de
Codium fragile (Jurd et al., 1995), galactanos y fucanos de invertebrados marinos

(Pereira et al, 2002).

El sitio de union al sustrato del FXa esta determinado por los subsitios S1 y S4 y sus
residuos vecinos. Los ligandos que mas fuertemente se unen a esta enzima lo hacen
interactuando con ambos subsitios (Pinto et al., 2010). El caracter hidrofobico de S1 y
S4 sugiere que la inhibicion directa que provoca el arabinano fuertemente negativo
deberia 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 conformacion 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 formacion
del complejo con FXa involucra interacciones hidrofobicas y electrostaticas que se ven
acompafiadas por cambios de conformacion 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 union al fosfolipido de membrana cargado negativamente
(necesaria para la formacion del complejo protrombinasa), en presencia de iones de

calcio (Kamata et al., 1998).
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Potenciacion de antitrombina y cofactor II de heparina.

Ademas de la inhibicion directa de trombina y Factor Xa, se encontrd potenciacion de
los inhibidores fisiologicos AT y HCII, en ensayos amidoliticos con trombina como
enzima proteolitica. La potenciacion 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 Al no pudo
ser claramente establecida, dado que en ambos casos los mecanismos de inhibicion

directa y mediada estarian actuando juntos en los ensayos amidoliticos.

La heparina ejerce su accion por medio de dos mecanismos: produce la activacion
conformacional de la AT gracias a una secuencia especifica de cinco unidades y en
segundo lugar hace de puente entre la AT la trombina (Streusand et al., 1995). Este
ultimo 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 potenciacion de AT se daria 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 polisacarido, como ocurriria de estar actuando el mecanismo de activacion

conformacional (Pereira et al., 2002).

Relacion estructura-actividad

Con el objetivo de indagar en la relacion entre estructura y actividad, se compararon los
resultados de los ensayos de TTPA y TT realizados con A1, A2 y A1D (Tabla 3). Estos
ensayos mostraron, en primera instancia, que los arabinanos menos sulfatados son
menos activos. Sin embargo, A2 no so6lo tiene un menor contenido total de sulfato, si no
que en su patron de sulfatacion 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,
estaria relacionada con esta caracteristica estructural, teniendo en cuenta que el analisis
de la union carbohidrato-enzima mostré que las interacciones mas fuertes con el
exositio 2 se producen a través de los grupos sulfatos en posicion C-2. En cuanto a
A1D, la interaccion con la trombina resultaria demasiado débil como para producir
cambios en la actividad de la enzima. Estas diferencias podrian vincularse con las

intensidades de la energia de interaccion entre las moléculas de trombina y los distintos
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polisacaridos y a las diferentes orientaciones que adoptan las cadenas de arabinano con
unidades di-, monosulfatadas y no sulfatadas en relacion a la trombina. Se ha reportado
previamente que la actividad anticoagulante del los polisacaridos no es consecuencia
solamente del contenido de sulfato sino también del patron de sulfatacion (Melo et al.,
2004; Ciancia et al., 2010). Uchiyama y colaboradores (1990) mostraron que la
sobresulfatacion de la heparina no so6lo no incrementaba su actividad sino que la
disminuia 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 polimeros (Ciancia et al., 2010).
La potente actividad anticoagulante de un galactano sulfatado del alga roja Botryocladia
occidentalis 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 proporcion de unidades
disulfatadas en las posiciones C-2 y C-4. En el caso de estos fucanos, la actividad esta
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 Al 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 ubicacion. Por un lado, un fucano sulfatado de PM >100 kDa donde
dicha unidad es parte del tetrasacarido repetitivo de una cadena lineal con enlaces a-L-
(1—3), mientras que en el condroitin sulfato fucosilado (40 kDa) estd en los extremos
no reductores de cadenas laterales. Encontraron diferencias en los mecanismos por los
cuales actian, ya que el primer compuesto produce potenciacion sobre AT y HCII, y el
segundo so6lo sobre HCII, ademas de presentar ambos un mecanismo no dependiente de
los inhibidores fisiologicos de serin proteasas. Los requerimientos estructurales para
esta actividad son estereoespecificos, sostienen los autores, e involucran tanto a los
enlaces como a la posicion de los grupos sulfato. Mientras las unidades disulfatadas en

C-2 y C-4 definirian la actividad mediada por AT, el grupo sulfato en posicidon 4 seria
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responsable de la potenciacion de HCII, y las unidades monosulfatadas en C-2 tendrian
un efecto deletéreo (Fonseca et al., 2009). En el caso del arabinano sulfatado de Codium
vermilara, aunque la presencia de unidades disulfatadas también parece ser
determinante de la actividad, los grupos sulfato ubicados en C-2 serian los responsables

de las principales interacciones con la trombina.

Las interacciones entre polisacaridos sulfatados y proteinas ocurren a distintos niveles
de especificidad (Mulloy, 2005). Pueden unirse inespecificamente a través de sus zonas
cargadas negativas y positivas en interacciones de poca significacion fisiologica, o de
modo muy especifico a través de subestructuras de los polisacaridos que interactiian con
proteinas particulares. Ejemplos de esto ultimo serian el patron de sustitucion del
dermatan sulfato que permite su union al HCII, el pentasacarido de la heparina con alta
afinidad por la AT y los fucanos que impiden la fecundacion interespecifica en
equinodermos marinos. Las diferencias en la estructura del polisacéarido y el patron de
sulfatacion determinan un cierto espaciado entre los grupos sulfato que es el adecuado
para los intervalos entre residuos de aminoacidos basicos de una cierta proteina (Pereira
et al., 2002). De este modo, las interacciones especificas polisacarido-proteina estan
determinadas por la complementariedad superficial y de cargas entre ambas moléculas
(Raman et al., 2003). Por ultimo, un grado intermedio de especificidad se ha encontrado
en el heparan sulfato, un glicosaminoglicano presente en superficies celulares, sobre el
cual distintos patrones de sulfatacion tridimensionales (y no de secuencia) determinan
afinidades variables hacia distintos factores de crecimiento y morfogenos (Mulloy,

2005).

La mayor parte de las actividades bioldgicas de los polisacaridos sulfatados se inicia
con la formacion de un complejo proteina-polisacarido a través de interacciones
electrostaticas no especificas (Olson et al., 1991) entre zonas con grupos cargados
negativamente en el polisacarido y zonas con aminodcidos basicos en la proteina
(Margalit et al., 1993). Una vez comenzada la interacciéon, ambas zonas de union se
reordenan de forma tal que los grupos que interactlian encuentren la disposicion
adecuada. De este modo, las disposiciones espaciales 6ptimas son alcanzadas mediante
adaptaciones conformacionales mutuas entre las moléculas de ambos compuestos.
Respecto del polisacarido, las adaptaciones pueden consistir en cambios en la

configuracion de los ciclos y/o en los angulos de torsion de los enlaces glicosidicos.
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Esto incluye la formacion de pliegues en la cadena de oligo o polisacarido que
aumentan la complementariedad superficial con la zona de union sobre la proteina; esto
se observo, por ejemplo, para la union de oligosacaridos derivados de la heparina a la
antitrombina (Raman et al., 2003). Finalmente, el complejo es estabilizado mediante
interacciones de rango corto: puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals e
interacciones hidrofobicas (Raman et al., 2003). En el caso de Al, la presencia de
grandes cantidades de grupos sulfato y un esqueleto de carbohidratos con unidades
estructurales capaces de adoptar conformaciones Optimas para posicionarse e interactuar
con los grupos basicos de proteinas sugiere la existencia de sitios de unidn a proteina y

posibilita su actividad biologica.

Tanto la naturaleza de los enlaces glicosidicos como el patron de sulfatacion influyen en
la conformacion de los compuestos (y de las unidades que los forman, en primera
instancia), no sélo por la posicion que ocupan los sustituyentes sino segiin se dispongan
éstos en forma axial (a) o ecuatorial (e). Polisacaridos de pared como los glucanos y
xilanos poseen enlaces B-(1e—4e) y unidades en forma de silla *C; que determinan una
conformacion tipo cinta, mientras que aquellos con enlaces B-(1e—3e) entre galactosa o
glucosa y a-(la—3e) entre glucosa se disponen como hélices (Ciancia et al., 2010). De
este modo, estos polimeros se comportan como moléculas ordenadas, cuya forma
extendida facilita la exposicion de zonas de union y el contacto con otras
macromoléculas. A diferencia de ellos, los glucanos con uniones B-(1—2) o B-(1—6)
tienen una mayor libertad de rotacion 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 repulsion entre las cargas. En el arabinano
sulfatado de Codium vermilara tanto la silla de forma *C, (enlace p-(1a—3e)) como la
'C4 (enlace B-(1le—3a)) de las unidades predominantes disulfatadas en C-2 y C-4, tienen
un grupo sulfato en posicion axial y uno en posicion ecuatorial (Figura 15), por lo cual
son similares en términos de energia, y se encuentran en equilibrio. Por el contrario, las
unidades sin sustituir o monosulfatadas ven desplazado ese equilibrio hacia la forma

‘CL.
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unidades L-arabinopiranosa 2 .4-disulfatadas

Figura 15- Equilibrio entre las conformaciones 4C1 y 1C4 de la o-L-arabinopiranosa

disulfatada en C-2 y C-4.

Como resultado, la cadena de L-arabinano sulfatado unido por enlaces B-(1—3)
adoptaria una conformacion tipo hélice, extendida a causa de la repulsion entre los
sulfatos y donde la flexibilidad del enlace estaria restringida por los grupos sulfato
ecuatoriales adyacentes a la union y los grupos sulfato axiales adyacentes al oxigeno
glicosidico. Esta forma posibilitaria las interacciones involucradas en los mecanismos

de actividad anticoagulante descriptos para el polimero.

Perspectiva.

El mecanismo de inhibicion directa de trombina propuesto en esta tesis para Al (es
decir, interaccion con el exositio 2 que altera el sitio activo sin mediacion de AT) resulta
novedoso y podria ser de interés en el contexto del desarrollo de nuevas drogas y
estrategias antitromboticas que tienen a la trombina como blanco. Lo mismo puede
decirse acerca de la potenciaciéon de AT y HCII y la inhibicién directa de FXa. La
profundizacion en el estudio de estos mecanismos podria aportar resultados interesantes

en el marco de la comprension de las relaciones entre estructura y actividad.
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Conclusiones generales:

-El alga verde marina Codium vermilara sintetiza paredes celulares complejas formadas
por una porcion fibrilar y una matriz de polisacéridos sulfatados. La localizacion in situ
de los componentes reveld una estructura tipo saindwich, con dos capas fibrilares (donde
también se encuentran HRGPs) que encierran una zona central donde se concentran los

polisacaridos sulfatados.

-La porcion fibrilar de la pared esta formada por un f-(1—4)-D-manano lineal insoluble

en agua.

-Los principales polisacaridos sulfatados son:

-galactanos similares a los de otras especies del género: ramificados, sustituidos
con grupos sulfato y acido pirtvico, con un esqueleto basico formado por unidades f3-
(1-3)-D-Galp.

-arabinanos lineales altamente sulfatados (en las posiciones C-2 y/o C-4), con
unidades B-(1—3)-L-Arap. Se trata del primer reporte de un polisacarido formado por

unidades de arabinosa en forma pirandsica.

- Se aislo ademas, con bajo rendimiento, un manano con grado intermedio de
sulfatacion cuya estructura basica es la misma que en el caso del manano fibrilar,
aunque se encuentran grupos sulfato en posicion C-2 en algunas de las unidades Manp.
Se propone para este polimero un rol de interfase entre la porcion fibrilar neutra y la

matriz sulfatada de la pared.

-Se detectd la presencia de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) del tipo
arabinogalactano proteinas y extensinas. Estas glicoproteinas se ubican en las capas

externa e interna que delimitan la zona central de la matriz de la pared.

-Se analiz6 la variabiliad geografica y temporal de los componentes de la pared celular
de C. vermilara:
-El analisis de las muestras tomadas en el mismo momento del afio en

las tres localidades (La Farola, San Antonio Oeste y Bahia Arredondo) mostrd 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 analisis de la variabilidad temporal en las muestras de La Farola
indicé que si bien hay diferencias significativas en las cantidades relativas de cada

polisacarido, el nivel de sulfatacion total de la pared se mantiene constante.

-Esto sugiere la existencia de mecanismos complejos de regulacion del nivel de
sulfatacion, remarcando la importancia de esta caracteristica como adaptacion al

ambiente marino.

-En cuanto a la metodologia usada, la caracterizacion quimica y el andlisis por FTIR
acoplado a Anadlisis de Componentes Principales dan informacion diferente y
complementaria sobre la pared celular. Mientras la composicion de monosacaridos da la
proporcion relativa de los polisacaridos presentes, el andlisis basado en IR da idea del

grado relativo de sulfatacion de cada uno de ellos.

-La combinaciéon del analisis quimico con la espectroscopia infrarroja asociada a
técnicas estadisticas de compresion constituye un enfoque valioso para el estudio de

variaciones espacio-temporales en los componentes de las paredes celulares.

-El arabinano piranosico altamente sulfatado (A1) mostré6 una importante actividad
anticoagulante a través de cuatro mecanismos, en forma dependiente de la
concentracion: inhibicion directa de trombina, inhibicién directa de Factor Xa,

potenciacion de AT y potenciacion de HCII.

-La inhibicion directa de trombina se relacionaria con cambios en la geometria de la
triada catalitica producidos por la union del polisacarido al exositio 2 de la enzima. Los
cambios en la geometria del sitio activo son mayores en el caso de la trombina bovina
que en el de la humana. Esta diferencia se observd también en los porcentajes de

inhibicion alcanzados con ambas enzimas en los ensayos amidoliticos.
-La actividad de Al sobre la trombina se debe al alto grado de sulfatacion por

predominio de unidades disulfatadas, y particularmente a las interacciones establecidas

por los grupos sulfato en posicion C-2 sobre las unidades de arabinopiranosa.
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Anexo 1- FTIR: longitudes de onda asociadas a grupos funcionales
presentes en polisacaridos sulfatados

Longitud de onda (cm’) Grupo funcional
1380-1355 sulfato
1250-1230 (=5=0) (estiramiento asimétrico)
1190 S=0 (estiramiento asimétrico)
1160-1155 C-0-C (estiramiento asimétrico)
1125 enlace glicosidico (estiramiento asimétrico)
1090 S-0 (estiramiento simétrico)
1080-1040 C-0+ C-0H
1045 C-OH +8=0
1026 S8=0 en C2 (estiramiento pseudo-siméirico)
1012 S=0 en C6 (estiramiento pseudo-simétrico)
1002 enlace glicosidico
970-965 enlace glicosidico
930 C-0-C en 3,6-anhidrogalactosa
Q0-89(0) Cé en f-D-galactosa
850-840 grupo C4-0-S en galactosa (estiramiento)
830-825 €2-0-S galactosa
520-810 C6-0-8 (estiramiento)
805-800 €2-0-8 3 en 3 6-anhidrogalactosa

Adaptado de Prado-Femdndez et al., 2003,
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Fe de erratas:

p 94- Tabla 2 (valor de media + DE de Ara para los apices) donde dice “34 + 1” debe
decir “4 + 1”.

p 167- Tabla 2, donde dice “comparada con la de su producto A2 y A1D” debe decir
“comparada con lade A2y AID”
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