
1 

 

 
 

 
Pontificia Universidad Católica Argentina 
“SANTA MARÍA DE LOS BUENOS AIRES” 
Vicerrectorado de Investigación e Innovación Académica  
 
 
PLAN DE TRABAJO 
 
 
 
                                                                                   
 

 

1. Introducción. 
 
 El potencial terapéutico antitumoral e inmunomodulador de los 
polisacáridos de paredes celulares de plantas y de macroalgas marinas. 

 
1.a Resumen.  
 
 Diversos polisacáridos obtenidos de las paredes celulares vegetales y de las 
algas marinas exhiben propiedades terapéuticas beneficiosas tanto en animales como 
en humanos, que están relacionadas con sus actividades inmunomoduladoras y 
antitumorales. Estas actividades dependen del tipo de polisacárido utilizado, su grado 
de solubilidad en agua, el tamaño de la molécula, su forma y la presencia o no de 
cadenas laterales y otros sustituyentes en su esqueleto hidrocarbonado.  
Existen dos familias de plantas que se destacan por su amplia utilización en la 
alimentación humana y animal: las leguminosas o fabáceas y las gramíneas o 
poáceas. La familia de las leguminosas presenta un alto contenido de polisacáridos 
pécticos en sus paredes celulares. Entre ellas se destaca Lotus tenuis por su 
plasticidad y subsistencia frente a distintos tipos de estrés (hídrico, salino, 
temperatura). En trabajos previos hemos obtenido diferentes extractos de pectinas de 
tallos y hojas de plantas de esta especie cultivadas en diferentes condiciones de 
salinidad que se utilizarán para evaluar su potencial terapéutico e inmunomodulador.  
Por otra parte, hemos estudiado polisacáridos componentes de gramíneas, como los 
bambúes leñosos a partir de los cuales incluso se han obtenido xilooligosacáridos de 
estructuras bien definidas. Estos compuestos presentan un bajo peso molecular, por lo 
que su potencial como compuesto terapéutico sería mayor ya que beneficiaría su 
administración. Además, nuestro grupo se ha especializado en la obtención de 
polisacáridos de paredes celulares de algas marinas rojas y verdes, en particular, de 
polisacáridos sulfatados de una importante variedad de estructuras. 
 El objetivo de este proyecto es evaluar el efecto de los mencionados 
polisacáridos sobre la progresión tumoral en diversos modelos experimentales de 
tumor, analizando sus efectos directos sobre la proliferación y muerte celular, así 
como también sus efectos sobre la modulación de las respuestas inmunes 
antitumorales.  
 El disponer de una variedad de polisacáridos y oligosacáridos nos permitirá 
ensayar y evaluar fuentes de estructuras diversas y nos brindará la posibilidad de 
descubrir compuestos con potencial para el desarrollo de nuevos tratamientos 
terapéuticos para el cáncer. 
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2. Objetivo general: 
 
    Evaluar el potencial terapéutico e inmunomodulador de los polisacáridos 
pécticos y otros polisacáridos de paredes celulares vegetales de especies 
provenientes de diferentes tipos de plantas (leguminosas y gramíneas), así como 
de algas marinas abundantes en la costa argentina. 

 

3. Objetivos específicos. 

 Trabajaremos con las líneas celulares de linfoma T, EL-4 y LBC, singeneicas 
con animales C57Bl/6 (C57Bl/6, H-2b) y Balb/c (H-2d) respectivamente; las líneas de 
melanoma B16F1 singeneicas con animales C57Bl/6 y las líneas celulares de cáncer 
de mama 4T1 - y de pulmón LP07 singeneicas con animales BALB/c.  
A partir de las mismas nos proponemos como objetivos específicos: 

1. Evaluar el potencial terapéutico de los polisacáridos presentes en los extractos 
crudos de los tallos y hojas de las plantas de Lotus tenuis obtenidos con agua, 
soluciones de CDTA y carbonato de sodio.  

2. También, se ensayarán polisacáridos y/o oligosacáridos provenientes de 
gramíneas (bambúes leñosos) y polisacáridos sulfatados de macroalgas 
marinas de estructuras bien caracterizadas. 

3. Para ello, determinaremos mediante curvas dosis-respuesta, el efecto 
antitumoral evaluando su acción sobre la viabilidad celular y la inducción de 
apoptosis. 

4. Con las muestras de los polisacáridos de tallos o de hojas de Lotus tenuis que 
inhiban el crecimiento de las células tumorales o induzcan su muerte, se 
procederá a purificar mediante métodos cromatográficos (cromatografía de 
permeación en geles y de intercambio iónico) y caracterizar los extractos que 
hayan mostrado mejores resultados en los ensayos preliminares de potencial 
terapéutico. 

5. Evaluar la acción antitumoral in vitro (ver objetivo 1) diferencial o no de los 
polisacáridos purificados tanto de tallos como de hojas. 

6. Confirmar el potencial terapéutico de las fracciones activas en modelos 
tumorales in vivo evaluando la inmunidad antitumoral. Para ello inocularemos 
s.c. las células tumorales antes mencionadas en ratones singeneicos, a fin de 
obtener tumores sólidos y se llevarán adelante los siguientes estudios que 
permitirán evaluar el comportamiento biológico de los tumores  
6.1. Evaluación del crecimiento tumoral e identificación de marcadores de 

proliferación y/o apoptosis celular. 
6.2. Análisis del desarrollo de metástasis espontáneas en aquellos tumores 

que así lo permitan. 
6.3. Evaluar la acción de las fracciones activas sobre la inmunidad antitumoral, 

es decir sobre el balance entre el contenido de células efectoras (NK, Tc) y 
de aquellas con actividad inmunosupresora (Treg, MDSC) dentro del 
infiltrado tumoral, en ganglios drenantes y no drenantes del tumor y en 
bazo de animales portadores de tumores singeneicos. Estos resultados 
nos permitirán evidenciar si los polisacáridos activan a las células 
citotóxicas antitumorales o evitan el desarrollo de células supresoras que 
facilitarían el desarrollo y la diseminación del tumor. 

7. Evaluar diferentes formas de procesamiento y preservación de las fracciones 
extraídas que presenten potencial terapéutico. En especial se evaluarán 
técnicas de deshidratación y almacenamiento a temperatura controlada. 

4. Antecedentes y Justificación. 
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Las plantas son dominantes en muchos de nuestros ecosistemas y gran parte 
de la adaptación de las mismas al medio depende de la evolución y diversidad de sus 
paredes celulares (Albersheim 2011). La función de estas paredes celulares será la de 
dar forma, rigidez, resistencia mecánica y protección frente a organismos patógenos, 
depredadores y adversidades medioambientales. Las paredes celulares de las plantas 
se comportan como una matriz químicamente dinámica (Somerville et al. 2004, Kesten 
et al. 2017). Por otra parte, las características químicas de las paredes celulares 
determinan la digestibilidad de las hojas y tallos, y son un aspecto fundamental de la 
calidad de las plantas como alimentos y forrajes (Minson 1990; Van Soest, 1994; 
Hayashi et al. 2005), tanto en su utilización como fuente de energía (por 
fermentación), fibra efectiva o incentivador del proceso de rumia, como por el estímulo 
del peristaltismo y del pasaje de alimentos por el tracto digestivo (Bondi 1988).  

Nuestro grupo de investigación tiene un largo recorrido en el estudio de los 
polisacáridos de macroalgas marinas. En particular, nos hemos dedicado a las algas 
rojas (Rhodophyta) y las algas verdes (Chlorophyta) (Ciancia et al. 2020 a,b). 

La mayoría de las algas rojas producen galactanos sulfatados en grandes 
cantidades (Usov 2011). Algunas de ellas tienen interés comercial debido a que a 
partir de ellas se obtienen hidrocoloides utilizados en diversas industrias, como 
alimentaria, cosmética, etc (Aminsen & Gálatas 2009). Sin embargo, hay muchas de 
ellas que no tienen polisacáridos con estas características, y se ha determinado que 
son interesantes objetos de estudio en función de sus propiedades biológicas 
(Fernández et al. 2014). Los polisacáridos de algas verdes marinas en general no han 
resultado útiles industrialmente hasta el momento, pero muchos de ellos presentan 
propiedades biológicas interesantes (Ciancia et al. 2010; Sun et al. 2018, 2020, 
Surayut et al. 2016, Han et al. 2021). 
 Dentro de las plantas, las leguminosas o fabáceas pertenecen a la segunda 
familia en importancia, después de las gramíneas o poáceas. Proveen el mayor aporte 
proteico vegetal en las dietas, tanto para el hombre, como para los animales en 
pastoreo (Graham & Vance 2003; Dita et al. 2006). Lotus tenuis es una leguminosa 
herbácea perenne, vulgarmente conocida como lotus, trébol pata de pájaro o lotus de 
hoja angosta. Su ciclo de producción forrajera es primavero-estivo-otoñal, y es muy 
importante en la región de la Pampa Deprimida o Cuenca del Salado en la provincia 
de Buenos Aires como resultado de su amplia plasticidad de desarrollo en distintas 
condiciones de estrés salino, encharcamiento y herbivoría. 
  Las paredes celulares de varias especies de leguminosas, como arveja, 
garbanzo, poroto, haba, alfalfa y soja, ya han sido estudiadas debido a su gran 
importancia económica (Albersheim 2011). En particular, en la pared celular de estas 
plantas se pueden distinguir dos dominios de polisacáridos: a-un dominio fibrilar, en el 
que predomina la celulosa, cuyas microfibrillas pueden estar interconectadas entre sí 
por diferentes tipos de hemicelulosas y b-un segundo dominio formado por 
polisacáridos amorfos con gran capacidad de retención de agua, las pectinas (Painter 
1983; Buchanan 2000).  
La celulosa es un polisacárido componente estructural clave de las paredes celulares 
vegetales. Es muy estable y completamente insoluble en soluciones acuosas. 
Respecto a su composición y enlaces, su estructura es simple. Está formada por 
cadenas lineales de β-1,4-glucanos. El tipo de unión β-1,4 determina que 
alternadamente una unidad de glucosa esté girada 180º respecto a la anterior dando 
una estructura disacárídica repetitiva, la celobiosa. Estas cadenas lineales se unen por 
uniones puente de hidrogeno en forma intra- e intermolecular, permitiendo la 
cristalización y la formación de microfibrillas de 3 a 5 nm de diámetro. Estas uniones 
puente de hidrógeno aportan rigidez y resistencia a las microfibrillas de celulosa, tan 
importantes para la función de sostén, defensa y estructural que aporta este 
compuesto a la pared celular vegetal.  
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 Figura 1: Estructura de una cadena de celulosa 
  
  Las hemicelulosas características de las paredes primarias de dicotiledóneas, 
como Lotus tenuis son los xiloglucanos, polímeros formados por cadenas lineales de 

-D-glucopiranosa enlazada por la posición 4, con cadenas laterales de ramificaciones 

simples de -D-xilopiranosa que se une a la cadena principal por el C-6 de algunas de 

las unidades de glucosa. A esta estructura básica se unen diferentes cantidades de 

otros azúcares, como -D-galactopiranosa unida a C-2 de algunas de las unidades de 

xilosa, -L-arabinofuranosa enlazada a C-2 de unidades de glucosa y -L-
fucopiranosa unida a C-2 de la galactosa. Aproximadamente, constituyen un 30% de 
las paredes celulares primarias.  

 
 Figura 2: Estructura de un xiloglucano, con detalle de la cadena principal formada 

por D-glucosa unidas  -1,4 con ramificaciones de D-xilosa -1,6 
  
  Por otra parte, las hemicelulosas predominantes en las paredes secundarias de 
dicotiledóneas son los glucuronoxilanos y los glucomananos. Los glucuronoxilanos 
tienen cadenas laterales de ácido 4-O-metil-α-D-glucurónico unido a C-2 de 1 cada 10 
unidades de xilosa, en promedio. Este xilano presenta un alto grado de acetilación en 
C-2 y/o C-3 de las unidades de xilosa. Los glucomananos se encuentran en menor 
proporción y son polímeros lineales formados por unidades de β-D-manopiranosa y β-
D-glucopiranosa en una relación que puede variar de 1:1 a 2:1. 
   El otro grupo importante de polisacáridos de las paredes celulares lo 
constituyen las pectinas, un grupo de polisacáridos con alta proporción de ácido α-D-
galacturónico, de estructuras sumamente complejas. Se distinguen en este grupo el 
homogalacturonano, estructuralmente el más sencillo, formado por unidades de ácido 

D-galacturónico enlazadas por uniones -1,4. Diferentes proporciones de los grupos 
carboxilo de los mismos pueden formar ésteres metílicos y esta sustitución regula la 
formación de geles por interacción con iones Ca++ que da este polímero, 
contribuyendo a la regulación del tamaño de los poros de la pared celular.  

 
Figura 3: Estructura de pectina. Homogalacturonano 
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  Existen diferentes homogalacturonanos modificados, como los 
xilogalacturonanos y los ramnogalacturonanos II (los polisacáridos más complejos 
existentes en la naturaleza). Por otro lado, el ramnogalacturonano I está formado por 

unidades alternantes de ácido α-D-galacturónico enlazadas por C-4 y -L-

ramnopiranosa enlazadas por C-2. A esta cadena pueden unirse cadenas laterales de 
arabinanos, galactanos o arabinogalactanos (Bar-Peled et al. 2011). 
 

 
  Figura 4: Estructura de una pectina. Ramnogalactouronano I y II  
 
  Cuando las células terminan de crecer, adquieren una forma y función definitiva 
que se caracteriza por un tipo particular de pared celular. La nueva pared que 
eventualmente comienza a depositarse entre la pared primaria y la membrana 
plasmática se define como pared secundaria. Se caracteriza por tener una mayor 
proporción de celulosa de mayor grado de cristalinidad y contiene además importantes 
cantidades de lignina.  

  Todos los componentes descriptos se encuentran en las paredes celulares en 
diferente proporción y con diferentes interacciones entre sí, dando lugar a una red 
tridimensional muy compleja y embebida en diferentes proporciones de agua, cuya 
estructura varía según el tejido y edad de la planta, así como por factores ambientales 
(Braidwood et al. 2014). 

 
Figura 5: Modelo molecular a escala de la pared celular de una hoja de Arabidopsis. El 
contenido de cada polímero se basa en su razón respecto del contenido de celulosa. 
La cantidad de celulosa representada es menor que 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. 

Las gramíneas presentan paredes primarias de tipo 2, que, a diferencia de las 
leguminosas tienen baja proporción de pectinas y hemicelulosas de diferentes tipos: 
cantidades importantes de glucuronoarabinoxilanos y glucanos mixtos. Como 
consecuencia, los rendimientos de los diferentes extracto son distintos. La extracción 
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acuosa da como resultado arabinogalactanos proteínas, pequeñas cantidades de 
pectinas y hemicelulosas de bajo peso molecular. Sería interesante realizar una 
separación de estos compuestos y realizar los análisis de los compuestos como 
inmunomoduladores y/o antitumorales por separado, ya que sus estructuras químicas 
son muy diferentes. Otros compuestos presentes en las paredes celulares de estos 
materiales no resultarán suficientemente solubles en agua como para tener interés a 
los fines de este proyecto (Zelaya et al. 2017, Fernández et al. 2019). 

 Por otra parte, en nuestro grupo se está realizando la obtención y purificación 
de xilooligosacáridos, conocidos por su acción prebiótica, antioxidante, etc. Estos 
compuestos se podrían ensayar, ya que tienen mucho potencial como compuestos 
bioactivos (Mendis & Simsek, 2014, Chen et al. 2021). 
Las macroalgas marinas tienen paredes celulares con características parecidas a las 
de las plantas, en cuanto a que presentan un dominio fibrilar constituido por 
microfibrillas generalmente de celulosa y una importante matriz amorfa que en lugar 
de polisacáridos pécticos esta constituida por polisacáridos sulfatados (Usov 2011, 
Cosenza et al. 2017, Ciancia et al. 2020 a y b, Ponce & Stortz 2020, Kidgell et al. 
2019). Se han reportado además en ciertos casos, pequeñas cantidades de 
polisacáridos similares a las hemicelulosas. Se supone que estos polisacáridos 
sulfatados son parte de la estrategia de adaptación de las algas al medio marino y las 
protegen de la desecación por su capacidad para absorber agua (hidrocoloides). 
Dependiendo de la estructura (composición en monosacáridos, grado y posición de 
sulfatación, presencia de ramificaciones de la cadena principal o de otros 
sustituyentes, como metoxilos, cetales de ácido pirúvico, etc., estos polisacáridos 
presental variadas bioactividades, entre ellas inmunomoduladoras y antitumorales 
(Armisen & Gaiatas 2009; Wijesekara et al. 2011; Jiao et al. 2011; Wang et al. 2013; 
Vasquez et al. 2013; Zhao et al. 2017; Huang et al. 2019; Cicinskas et al. 2019, 2020; 
Khotimchenko et al. 2020; Assef et al. 2021; Torres et al. 2021). 

En los últimos años, varios polisacáridos naturales extraídos de plantas y algas 
han sido estudiados debido a su actividad biológica y su posible aplicación en la 
medicina (Drira et al. 2021). Se han descripto propiedades antioxidantes de los 
polisacáridos, así como también efectos antimflamatorios, efectos sobre la actividad 
de células del sistema inmune y efectos antitumorales. (Schepetkin & Quinn 2006; 
Wang et al. 2014; Zhang et al. 2017; Yu et al. 2018; Nie et al. 2018; Ji et al. 2019; Drira 
et al. 2021). 

La actividad antitumoral parece depender del tipo de polisacárido utilizado, su 
grado de solubilidad en agua, el tamaño de su molécula, su forma y la presencia o no 
de ramificaciones (Ji et al. 2017, 2017b; Shao et al. 2014, Wu et al. 2015). A mayor 
solubilidad en el agua y a mayor peso molecular del polisacárido, en general mayor 
será su actividad antitumoral (Ren et al. 2012). Entre los polisacáridos estudiados, las 
pectinas, que constituyen una familia de polisacáridos complejos, han mostrado tener 
una acción inhibidora sobre varias líneas celulares tumorales (Maxwell et al. 2015). 

 
La actividad antitumoral de los polisacáridos puede estar asociada a efectos 

directos sobre las células tumorales o a efectos sobre diferentes componentes del 
microambiente tumoral, que llevan finalmente a la regulación de la progresión de 
dichos tumores.  Se ha demostrado que polisacáridos obtenidos de diversos vegetales 
inhiben el crecimiento de células tumorales tanto in vitro como in vivo en modelos 
animales. Los mecanismos involucrados en estos efectos incluyen daño mitocondrial, 
inducción de la apoptosis, arresto del ciclo celular y daño al DNA, todos procesos que 
llevan finalmente a la muerte de las células tumorales. Sin embargo, es importante 
destacar que en la mayoría de los casos estos efectos se ven a concentraciones de 
polisacáridos muy altas, mayores a 200ug/ml, lo cual hace difícil su utilización en 
pacientes. 

Adicionalmente, se ha demostrado que algunos polisacáridos obtenidos de 
algas tienen la capacidad de regular la angiogénesis, ya que inhiben la proliferación y 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0268005X13002245#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0268005X13002245#!
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la migración de células endoteliales. Además, pueden inhibir la expresión del factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en células tumorales y del receptor de VEGF 
en células endoteliales (Chen 2017b). 

Además, diversos polisacáridos, obtenidos tanto de vegetales, como de algas y 
hongos han demostrado tener efectos sobre las respuestas inmunes antitumorales, 
siendo estos efectos dentro de los más importantes en su actividad antitumoral.  

El sistema inmune tiene un papel dual en el desarrollo y progresión del cáncer. 
Por un lado, puede eliminar las células tumorales mediante la acción de células 
efectoras contra el tumor, como son las células natural killer (NK), y las células T 
citotóxicas (Tc). Pero, por otra parte, puede promover también el crecimiento y la 
diseminación tumoral regulando negativamente dichos mecanismos efectores 
mediante células dendríticas (CD) plasmocitoides o tolerogénicas, células mieloides 
supresoras (MDSC) y diferentes tipos de células T reguladoras (Treg). Muchas 
evidencias sugieren que las células inmunes que infiltran los tumores y sus factores 
solubles contribuyen a la biología de muchos cánceres y se asocian con el resultado 
clínico de la enfermedad. De hecho, la presencia de células Tc (CD8+) en el infiltrado 
linfocitario tumoral se correlaciona con un buen pronóstico en varios tipos de cáncer 
(Sterle et al. 2016, 2021). Se considera entonces que uno de los mecanismos que las 
células tumorales activan para evadir al sistema inmune es la inmunosupresión, por lo 
tanto, un factor que promueva las respuestas inmunes efectoras en el huésped podría 
restaurar el balance dinámico entre las células tumorales y la respuesta inmune, y 
favorecer la respuesta antitumoral (Bao et al. 2013). 

Varios trabajos han demostrado que algunos arabinogalactanos, 
galactomananos y polisacáridos pécticos derivados de plantas, β-glucanos y 
glicoproteínas derivadas de hongos y algunos polisacáridos sulfatados derivados de 
algas marinas poseen actividades inmunomoduladoras (Schepetkin & Quinn 2006; 
Ren et al. 2012: Zhao et al 2016, Li et al 2017; Rozi et al. 2019; Wang et al. 2019). 

En particular, varios de estos compuestos han demostrado tener un efecto 
positivo sobre la proliferación, la secreción de granzimas y perforinas y la actividad 
citotóxica de las células NK (Ke 2014, Sun 2016, Park 2020). Algunos polisacáridos 
tienen la capacidad también de activar macrófagos y aumentar su capacidad 
fagocítica, promover la síntesis y secreción de factores como óxido nítrico, especies 
reactivas de oxígeno, el factor de necrosis tumoral α (TNFα), las interleuquinas (IL) 1β; 
2 y 6, aumentar su capacidad de presentación antigénica y de esta manera activar a 
los linfocitos T efectores (Lee 2015, Wang 2010, Ma 2018, Yin 2019). Las células 
dendríticas también se ven afectadas por los polisacáridos derivados de plantas, 
hongos y algas. Estas células son fundamentales en el armado de las respuestas 
inmunes antitumorales ya que, a pesar de no tener un efecto tóxico directo sobre las 
células tumorales, están involucradas en el reconocimiento y la presentación de 
antígenos, activando a los linfocitos T citotóxicos. Los polisacáridos estimulan la 
maduración de las células dendríticas y también inducen un aumento en la expresión 
del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II y de moléculas co-estimuladoras 
como CD86 y CD80, lo cual favorece la presentación antigénica (Zhu 2016, Pang 
2018, Yin 2019). Se ha demostrado también que los polisacáridos pueden inducir un 
aumento en la secreción de citoquinas proinflamatorias como IL-1β, TNF-α, IL-6, y IL-
12 por parte de las células dendríticas (Ghoneum y Agrawal 2011). 

Asimismo, a pesar de no estar tan ampliamente descriptos, los polisacáridos 
también han sido reportados como activadores de la proliferación de linfocitos B y de 
la producción de anticuerpos IgM por lo mismos, vinculados a un aumento de la 
inmunidad antitumoral (Zhang 2013). También se han demostrado efectos directos de 
polisacáridos sobre la proliferación y actividad de linfocitos T citotóxicos, así como 
también un aumento en la producción de IL-2 por los mismos tanto en los bazos de 
animales portadores de tumores como en muestras de sangre periférica de pacientes 
oncológicos (Shen 2013, Chen 2017). Adicionalmente se ha descripto también que 
algunos polisacáridos activan células Tγδ, contribuyendo a sus efectos antitumorales 
(Inatsuka 2013) 

Estos efectos de los polisacáridos están mediados principalmente por la 
activación de receptores tipo Toll (TLR) 4 y en menor medida por el TLR2, llevando a 
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la activación de la vía de las proteína kinasas activadas por mitógenos (MAPK) y el 
factor nuclear κB (NFκB) (Lee 2015, Pang 2018,).  

Recientemente se ha descripto también la capacidad de algunos polisacáridos 
de disminuir los niveles de expresión de PD-L1 en células tumorales (Lopatina 2017), 
lo que llevaría a una mayor respuesta inmune antitumoral. 

En la siguiente figura se resume la actividad inmunomoduladora de los 
polisacáridos. 

Figura 6: Actividad antitumoral de los polisacáridos (Pang 2018). 
 

Otros polisacáridos, entre ellos derivados de la quitina, exhiben una 
citotoxicidad selectiva sobre las células tumorales sin afectar a células sanas (Khan 
2019) y sin producir los efectos adversos asociados a otros tratamientos como la 
quimioterapia o la terapìa antihormonal que producen anemia, alopecia e 
inmunosupresión. Se ha demostrado que otros polisacáridos utilizados como 
inmunomoduladores y que potencian las defensas antitumorales, pueden ser 
coadyuvantes de los agentes quimioterápicos, contribuyendo con su acción, ya que 
contrarrestarían los efectos secundarios inmunosupresores que dichos agentes 
provocan (Bao & Lan 2013).  

La conservación de los compuestos orgánicos y su preservación en diferentes 
matrices permite mantener las características de las moléculas con propiedades 
bioactivas.  Técnicas de deshidratación como el secado spray y la liofilización han sido 
extensamente utilizadas para la conservación de macromoléculas como los 
polisacáridos, permitiendo la obtención de productos en polvo estables físicamente 
con una extensa vida útil (Assadpour & Jafari 2019, Baeza & Chirife, 2021, Minjares-
Fuentes et al, 2017). Es importante prevenir el colapso o caking de sistemas 
deshidratados, ya que estos fenómenos físicos afectan la solubilidad del producto y 
pueden impedir su disolución en un sistema acuoso (Chuy & Labuza, 1994). Para esto 
es importante evaluar la actividad de agua de los sistemas obtenidos y su estabilidad 
en el almacenamiento. 

 El cáncer es una de las enfermedades más serias que afectan la salud 
humana. De acuerdo con los datos publicados por la Agencia internacional de 
Investigación en cáncer (IARC) a nivel mundial se estiman anualmente más de 19.3 
millones de nuevos casos y 10 millones de muertes debidas a cáncer (Li et al. 2017; 
Ferlay et al. 2021). Es imprescindible trabajar en la prevención y en la búsqueda de 
agentes antitumorales que presenten bajos efectos tóxicos para el paciente y un alto 
grado de efectividad contra el desarrollo de tumores. Los polisacáridos extraídos de 
las plantas y de las algas son naturales, no son tóxicos en su gran mayoría para el 
organismo humano y animal y, como ya describimnos, algunos presentan funciones 
biológicas antinflamatorias, antioxidantes, antitumorales e inmunoestimuladoras 
(Garcia-Vaquero et al. 2016; Hentati et al. 2020; Kakar et al. 2020). La comparación de 
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la estructura y función de los biopolisacáridos en diversas especies tiene un enorme 
potencial significativo en agronomía, bioquímica, medicina y biotecnología (Chen et al 
2018; Rozy et al. 2019). 

4.1 Hipótesis de trabajo: 
 

Ciertos polisacáridos pécticos obtenidos de las paredes celulares de los tallos y 
de las hojas de las plantas de Lotus tenuis, así como los polisacáridos sulfatados de 
algas tienen acción antitumoral directa y/o indirecta a través de la regulación de la 
inmunidad antitumoral. Por otra parte, los xilooligosacáridos de bajo peso molecular 
obtenidos de los bambúes leñosos podrían presentar una mejor dilución en los medios 
de cultivo y un accionar a menor concentración que los polisacáridos extraídos de 
Lotus. 

5. Diseño experimental y Métodos. 
 

5.1 Material a utilizar 
 

Los polisacáridos pécticos se obtuvieron de plantas obtenidas a partir de 
semillas cedidas gentilmente por la Estación Experimental Agropecuaria Pergamino 
del INTA de la especie Lotus tenuis (Waldst. and Kit., syn. L. glaber) pertenecientes a 
una familia de medios hermanos (FMH) caracterizada por su susceptibilidad frente al 
estrés salino (Vago et al. 2021). 

 
5.2 Extracción de los polisacáridos de las paredes celulares 
 

Los polisacáridos fueron extraídos de las paredes celulares de tallos y hojas en 
forma secuencial siguiendo el procedimiento estándar (Fry 1998). En cada caso, cada 

suspensión obtenida fue centrifugada a 9500 rpm a 4C (Hermle Z 323 K, Germany) 
obteniendo un residuo y dos sobrenadantes (extractos), que se trataron 
separadamente. Cada uno de ellos fue dializado y liofilizado para las determinaciones 
posteriores. Se obtuvieron en total para cada tratamiento once extractos, y un residuo 
final (Rf) (ver Figura 7) (Vago et al. 2021).  

 

 
Figura 7: Extracción secuencial de paredes celulares. Las extracciones se realizaron a 
temperatura ambiente, salvo en los casos indicados. Los números entre paréntesis 
indican el número de extracciones secuenciales realizadas con cada solvente.  
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 Un esquema similar de extracción se utilizó para la obtención de polisacáridos 
de bambúes. Los xilooligosacáridos se obtendrán por tratamiento con Driselase (un 
pool de enzimas comercial de bajo costo) y la mezcla de oligosacáridos se purificará 
por cromatografía de exclusión preparativa (Biogel P-2, P-6, Biorad). Los 
oligosacáridos obtenidos se analizarán por metodologías adaptadas a compuestos de 
bajo peso molecular. 
 Los polisacáridos de algas se obtendrán por extracción acuosa a temperatura 
ambiente. 

5.3 Purificación y evaluación de la homogeneidad de los productos obtenidos:  
 
Sobre los extractos obtenidos se procederá a: 

1. Evaluar la homogeneidad de los extractos por las siguientes 
técnicas cromatográficas y posteriormente se elegirá la metodología adecuada para 
la realización de cromatografías preparativas: a) Cromatografía en geles de distinto 
tipo y tamaño de poro (Esteves et al 2009). Cromatografía de permeación en gel de 
alta resolución utilizando un detector de índice de refracción; b) Cromatografía de 
intercambio iónico se utilizará una resina catiónica fuerte, con sales de amonio 
cuaternario unidas a la fase (DEAE-Sephadex A-25, A-50 o similar) y así se 
intentará separar los diferentes polisacáridos en función de su carga, relacionada 
con el contenido de ácidos urónicos. De este modo, se logrará además la 
separación de polisacáridos neutros contaminantes y proteínas (si los hubiera). 

2. Análisis de las fracciones obtenidas 
a) Determinación del contenido total de hidratos de carbono (Dubois et al.1956; 
Ahmed 1977). Determinación de monosacáridos componentes por derivatización y 
análisis por cromatografía gaseosa y cromatografía gaseosa-espectrometría de 
masa por impacto electrónico (CG-EM) (Stevenson 1991), utilizando inositol como 
estándar interno.  
b) Determinación del contenido de ácidos urónicos (Filisetti-Cozzi 1991) y 
aminoazúcares (Smith 1979) por métodos colorimétricos. Las muestras que 
presenten cantidades significativas se derivatizarán en la forma adecuada para 
realizar su identificación y cuantificación por medio de técnicas 
cromatográficas (Taylor 1972; Turner 1981). Determinación del contenido de 
proteínas solubles (Lowry 1951).  
c) Estimación del peso molecular (Park 1949). 

3. Estudio estructural de las fracciones en las que se hayan detectado 
cambios significativos: 
a) Análisis por metilación (Ciucanu 1984).  
b) Espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (ATR-FTIR) 
c) Espectroscopía de resonancia magnética nuclear protónica, de 13C y utilizando 
distintas técnicas bidimensionales (UMYMFOR- FCEN-CONICET). 
d) Espectrometría de masa UV-MALDI-TOF (CEQUIBIEM-FCEN-CONICET) y ESI-
TOF (UMYMFOR-FCEN-CONICET) (Fukuyama et al 2002). 

 
5.4 Estudios in vitro: 
 
1. Evaluación de la acción de los polisacáridos o sus fracciones sobre la viabilidad 

tumoral en líneas celulares murina de linfoma T, melanoma, cáncer de mama y de 
pulmón.: 

     Para ello, las células serán incubadas por 48 horas con concentraciones crecientes 
de polisacáridos o sus fracciones y se cuantificará la viabilidad celular por conteo 
con Trypan Blue y ensayo de reducción de rezasurina (Cell Titer Blue assay). Estos 
resultados se confirmarán evaluando la proliferación celular por la técnica de 
incorporación timidina tritiada ([3H]TdR) (Sterle et al. 2014, 2016). En base a estos 
resultados se determinará la IC50 de los compuestos mencionados.  
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2. Determinación del perfil de expresión diferencial de distintos marcadores de 
proliferación (PCNA, Ki67) y de ciclo celular (ciclinas, p16/INK4A (CDKN2A), p53, 
entre otros) (Sterle et al. 2014, 2016) por RT-qPCR de acuerdo con ensayos ya 
puestos a punto en nuestro laboratorio (Cayrol et al. 2015; Sterle et al 2014 y 2016) 
y por citometría de flujo empleando anticuerpos específicos para cada proteína. Las 
células marcadas serán analizadas en un citómetro de flujo y los resultados serán 
analizados utilizando el software BD Accury. 

3. Análisis de la inducción de apoptosis mediante la marcación de las células con 
Anexina V-FITC / Ioduro de Propidio y posterior análisis por citometría de flujo. 
Adicionalmente determinaremos la activación de caspasa 8, que interviene en la vía 
extrínseca, la caspasa 9 perteneciente a la vía intrínseca, y la caspasa 3, en la cual 
convergen ambas vías mediante las técnicas de western blot e 
inmunofluorescencia, así como también el balance en los niveles de expresión de 
proteínas pro-apoptóticas (como Bad y Bax) y anti-apoptóticas (Bcl-2, Bcl-Xl, etc), 
mediante las técnicas de western blot e inmunofluorescencia. 

 
5.5 Estudios in vivo:  
 

Se desarrollarán los modelos tumorales correspondientes en animales 
singeneicos de las cepas C57BL/6J y Balb/c de dos meses de edad. Con el fin de 
obtener tumores sólidos de linfomas T, LBC (H-2d) en ratones Balb/c y EL-4 (H-2b) en 
ratones C57Bl/6, se procederá de acuerdo con protocolos ya utilizados por nuestro 
grupo (Frick et al. 2009; Sterle et al. 2014, 2016). Las células de melanoma B16F1 
serán inoculadas s.c. en concentración 1 x 105 en 0.2 ml de suspensión y los tumores 
aparecerán 10 días post-inyección tal como lo comprobáramos previamente (Salgueiro 
et al. 2009). 
Los tumores de mama y pulmón serán obtenidos por inoculación de las células 4T1 y 
LP07 respectivamente de acuerdo con protocolos a utilizados y descriptos en la 
literatura (Sterle 2021; Vazquez et al. 2013). 
En estos modelos se evaluará: 
1. El crecimiento, proliferación/apoptosis celular en los tumores de los grupos 

experimentales tratados o no con polisacáridos. Para ello se utilizarán técnicas de 
inmunohistoquímica e inmunofluorescencia con el fin de detectar los niveles de 
expresión de proteínas relacionadas con los procesos de proliferación (PCNA, 
Ki67), regulación del ciclo celular (Ciclinas D1 y E, p16, p27 y p53) y apoptosis 
(Caspasas 3 y 9, Bax y Bcl-2) (Sterle y col, 2014 y 2016). Adicionalmente se 
evaluará la presencia de metástasis en aquellos modelos que las generen 
espontáneamente. 

2. Análisis de subpoblaciones celulares por citometría de flujo en ganglios, bazos y 
tumores de los modelos murinos en estudio. Para ello los tejidos serán 
disgregados mecánicamente y se cuantificará por citometría de flujo los 
porcentajes de células T helper (CD4+), T citotóxicas (CD8+), T regulatorias 
(CD4+/CD25+/Foxp3+), células NK (NK1.1+ o CD49+), células supresoras de 
origen mieloide (Gr1+ y CD11b+), células dendríticas (CD11c+) y macrófagos 
(F4/80+), empleando anticuerpos específicos para cada subtipo celular. 

3. Evaluación de la actividad citotóxica de células NK. Se obtendrán suspensiones 
celulares de bazos y/o ganglios de animales portadores de tumor tratados o no con 
polisacáridos y se evaluará la actividad las células NK en un co-cultivo con células 
YAC-1 (Sterle 2016). Alternativamente, se analizará la actividad citotóxica de 
células NK en suspensiones celulares de bazos o ganglios provenientes de 
animales sin tratamiento, que serán es tratadas con polisacáridos in vitro.  

4. Evaluación de la actividad citotóxica de linfocitos T. Se obtendrán suspensiones 
celulares de bazos y/o ganglios de animales portadores de tumor tratados o no con 
polisacáridos y se evaluará las diferencias en la actividad de linfocitos T citotóxicos 
provenientes de animales tratados o no con polisacáridos luego de la 
reestimulación in vitro con células tumorales (Sterle 2016). Alternativamente, se 
analizará la actividad citotóxica de linfocitos T en suspensiones celulares de bazos 
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o ganglios provenientes de animales sin tratamiento, que serán es tratadas o no 
con polisacáridos in vitro. 

 
5.6 Estudios de preservación por deshidratación. 
 
Se aplicarán técnica de secado por spray y liofilización para la obtención de sistemas 
deshidratados. Se evaluará la estabilidad de los compuestos de interés por 
comparación con las fracciones extraídas antes del secado (punto 5.3.1) 
-Se realizará secado spray de los sistemas líquidos solos o con el agregado de 
agentes encapsulantes. en un secador Mini Spray Buchi B- 290  (origen Suiza)  
-También se realizará secado por liofilización en un Liofilizador FIC-LI-I-E300 (Buenos 
Aires, Argentina), con condiciones de placa de entre -30 °C al comienzo y luego 
temperatura ambiente, – 40 °C para el condensador y un vacío de 100 mmHg, durante 
40 hs. 
-Se evaluarán las características de los sistemas obtenidos: actividad de agua, 
solubilidad en sistema acuoso. 
-Se determinará la temperatura de Transición vítrea Tg de los sistemas deshidratados, 
por calorimetría difernecial de barrido (DSC). 
-La estabilidad física de los sistemas deshidratados se evaluará por almacenamiento a 
temperaturas cercanas a la Tg, preferentemente por debajo de esta temperatura. Se 
analizará la estabilidad frente al colapso a diferentes tiempos de almacenamiento, en 
contenedores cerrados herméticamente. 
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7. Justificación del presupuesto. 
 
Siendo que es un proyecto de tipo A, solicitamos un monto total de $750.000 
repartido en $375000 por año. Este presupuesto se utlizará mayormente en la 
compra de reactivos, medios de cultivo e insumos para cultivos celulares, 
anticuerpos para identificación de marcadores celulares y material de laboratorio 
que en su gran mayoría son importados. En menor medida en equipamiento y en la 
contratación de servicios para realizar metodologías específicas necesarias para la 
caracterización y procesado de las muestras. Por otra parte se destinará una 
partida para la publicación de los resultados alcanzados y la participación en 
congresos. 
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