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Resumen

El descubrimiento del cofactor II de la heparina (HCoII), desplazó el enfo-
que de las investigaciones sobre el mecanismo de la coagulación desde la
heparina, que se encuentra fundamentalmente en los mastocitos, hacia el
dermatán sulfato (DS) que posee una distribución mucho más amplia en
los tejidos y en las paredes de los vasos sanguíneos. El nuevo cofactor de
la heparina es el único cuya actividad anticoagulante es estimulada por el
DS, en concentraciones diez veces menores que la heparina y el heparán
sulfato (HS). Se ha descripto el aislamiento de fracciones de la heparina
con muy alta actividad anticoagulante a través de la interacción con la Con-
canavalina A y con la primera proteína del sistema del complemento (C1).
En ambos casos fueron imprescindibles condiciones de baja fuerza iónica
y presencia de iones calcio. Los experimentos con la heparina se extendie-
ron al DS en presencia del C1, utilizando las mismas condiciones experi-
mentales descriptas, y se determinaron la actividad biológica y el grado de
sulfatación de las subpoblaciones aisladas después de la interacción. Se
obtuvo en el precipitado una fracción del DS de bajo peso molecular con
una actividad anticoagulante cuatro veces mayor que el material inicial, un
contenido en sulfatos aproximadamente tres veces mayor, y tres veces más
capacidad de inhibición de la formación de trombos. El peso molecular de
esta fracción es inferior a 8.000 Daltons. 

Palabras clave: dermatán sulfato de bajo peso molecular * alto contenido
en sulfato * poder de disolución de trombos * interacciones moleculares *
primer componente del sistema del complemento * cofactor II de la hepa-
rina * baja fuerza iónica * iones calcio

Summary

ISOLATION OF A SMALL FRACTION OF DERMATAN SULFATE
WITH POTENTIAL THERAPEUTICAL APPLICATION

Heparin is mainly found in mastocytes, and during many decades the
studies of the coagulation mechanism were focused on this hetero-
polysaccaride. Dermatan sulfate has a more abundant distribution on tissues
and on the blood vascular system. On the other hand, the anticoagulant
activity of the second cofactor of heparin is stimulated by dermatan sulfate,
but using ten times less concentration than heparin. Our earlier experiments
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Introducción

El dermatán sulfato (DS) pertenece a la familia de
heteropolisacáridos denominados glicosaminoglica-
nos (GAGs) que se encuentran en los organismos uni-
dos a un núcleo proteico formando macromoléculas
llamadas proteoglicanos. Estos se pueden hallar ya en
las superficies de las células o bien en la matriz extra-
celular y desempeñan importantes funciones para las
interacciones entre célula y célula, y célula y matriz ex-
tracelular. Se los encuentra prácticamente en todos los
organismos vivos y en casi todos los tejidos, a saber,
piel, músculo esquelético, tendones, vasos sanguíneos,
huesos y cartílagos. En el caso particular del DS se han
identificado diversos proteoglicanos que difieren en el
número de cadenas de heteropolisacáridos unidos a la
proteína, como máximo 25 a 30 en los más grandes, y
pequeños proteoglicanos como la decorina y el bigli-
cano con una y dos cadenas de DS respectivamente
unidas a la proteína. La trombomodulina es otro pro-
teoglicano que se encuentra en la superficie luminal
del endotelio vascular y en las células musculares lisas
por debajo de dicho endotelio; contiene, como la de-
corina, una única cadena de GAG. Tanto la trombo-
modulina como la decorina y el biglicano pueden ac-
tuar como anticoagulantes inhibiendo la trombina
(T), y pueden hacerlo directamente a través de la an-
titrombina (AT), o en el caso de la trombomodulina,
indirectamente activando la proteína C, que, en pre-
sencia de la proteína S y fosfolípidos (PL) inactiva los
factores VIII y V de la coagulación (1).

Al descubrirse en la década de los 80 que, además de
la AT, existía un segundo cofactor de la actividad anti-
coagulante de la heparina, el llamado cofactor II de la
heparina (HCoII), se introdujo un nuevo enfoque en
las investigaciones sobre el mecanismo de la coagula-
ción, desplazando los estudios desde la heparina, que se
encuentra fundamentalmente en los mastocitos, hacia
el DS que posee una distribución mucho más amplia en
los tejidos y en las paredes de los vasos sanguíneos (2).

En efecto, el nuevo cofactor de la heparina que es secre-
tado por el hígado hacia la corriente sanguínea, es el
único en la familia de las serpinas cuya actividad anti-
coagulante es estimulada por el DS, además de serlo
por la heparina y el heparán sulfato (HS). Se ha demos-
trado que la velocidad de inhibición de la trombina por
el HCoII aumenta más de 1.000 veces en presencia de
los tres GAGs, pero en contraste con lo que ocurre con
la AT, el HCoII se une a la heparina con mucha menor
afinidad y se requiere una concentración 10 veces ma-
yor que la del DS para obtener la misma aceleración de
la inhibición de la trombina (3-5).

El objetivo fundamental de esta investigación ha si-
do estudiar en profundidad el mecanismo del recono-
cimiento entre las macromoléculas de importancia
biológica. En particular el estudio de la cascada de la
coagulación y su inhibición por la antitrombina, que
es un proceso lento en ausencia de la heparina, pero
cuya velocidad aumenta drásticamente en su presencia
a través de la interacción entre la antitrombina y ese
GAG. La incógnita era cómo moléculas que difieren
sustancialmente en su estructura química son capaces
de reconocerse íntima y específicamente y contribuir
a la formación de un complejo muy estable con la
trombina, e inhibirla irreversiblemente para accionar
sobre el fibrinógeno, transformarlo en fibrina y, poste-
riormente, construir la red del coágulo. Paralelamen-
te, un mecanismo similar ocurre cuando intervienen
el DS y el HCoII.

Un gran avance en ese reconocimiento se logró en-
tre 1976 y 1980 cuando en varios laboratorios, pero
principalmente los de Lindahl en Suecia y Rosenberg
en los EE.UU. se demostró que solamente un tercio de
la molécula de heparina poseía gran actividad anticoa-
gulante. El análisis de la estructura química de esa frac-
ción permitió identificar el segmento de la molécula
de heparina que se une a la antitrombina, el cual resul-
tó ser un pentasacárido (6)(7). Como muestra la Figu-
ra 1, el disacárido de la unidad repetitiva está formado
por un ácido urónico y una hexosamina cuya unión se
realiza entre el carbono 1 del urónico y el 4 de la hexo-
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with heparin and Concanavalin A, and heparin and the first protein of the complement system,
C1, have shown the isolation in the heparin molecule by precipitation with both proteins of
fractions with very high anticoagulant activity. In both cases the use of very low ionic strength and
the presence of calcium ions were necesary. We have extended those experiments to the
interaction with dermatan sulfate, and we have also obtained a fraction of dermatan sulfate in the
precipitate with very low molecular weight, and with four times higher anticoagulant activity than
the fraction that remains in the supernatant. The sulfate content of this fraction is three times
higher, as well as its capacity for thrombous inhibition. Molecular weight of this fraction is 8000
Daltons.

Key words: dermatán sulfate * low molecular weight * high sulfate content * thrombous
dissolution * first component of the complement system * molecular interactions * low ionic
strength * calcium ions * heparin cofactor II



samina en el caso de la heparina, pero con el carbono
3 cuando se trata de un DS. En ambos GAGs predomi-
na casi absolutamente el ácido idurónico lo que les da
propiedades biológicas especiales. La hexosamina pre-
sente es la glucosamina para la heparina, pero cambia
a una hexosa muy similar, la galactosamina, en el DS.
Ambos GAGs poseen, además, diversos grupos sulfatos
que bloquean algunos hidroxilos de las hexosaminas y
el hidroxilo 2 del ácido idurónico. Estos sulfatos y los
carboxilos de los ácidos urónicos son los responsables
del comportamiento como electrolitos de los dos
GAGs. Sus abundantes cargas negativas les otorgan una
gran capacidad de unirse a proteínas a través de las car-
gas positivas que aportan las cadenas laterales de ami-
noácidos como la lisina o arginina. 

En lo que respecta al DS y su unión al HCoII, Mai-
mone y Tollefsen (8) demostraron que el sitio de gran
afinidad por el HCoII era en ese caso un hexasacárido
constituido por tres unidades iguales del disacárido
idurónico 2 sulfato, N-acetilgalactosamina 4 sulfato,
aunque la posición de este último sulfato (en 4 o en 6)
es dependiente de la especie en estudio o del tejido de
donde se aísla el DS. En todos los casos se requiere un
mínimo de 12 a 14 unidades de monosacáridos para
obtener una actividad anticoagulante significativa (9).

En nuestro laboratorio se ha tomado como modelo
para estudiar la relación entre la estructura de los
GAGs y sus propiedades biológicas el complejo que
ellos forman con la Concanavalina A (Con A). Se ha
descripto el aislamiento de fracciones de la heparina
no fraccionada (UFH), heparina de bajo peso molecu-
lar (LMWH) y DS con muy alta actividad anticoagulan-
te a través de la interacción con esa lectina. Para ello re-
sultaron imprescindibles condiciones de baja fuerza
iónica y presencia de iones calcio (10-12). En el caso
del DS la fracción que se une a la Con A a pH 4,4 tiene
en promedio más de 5 veces la actividad anticoagulan-
te específica que la que queda en el sobrenadante. Es-
ta fracción constituye menos del 10% de la cantidad
original de DS. En relación con los grupos sulfatos pre-
sentes se comprobó que por hidrólisis ácida con HCl
0,1M a 100.ºC se van liberando dichos grupos y parale-
lamente se va perdiendo la actividad anticoagulante.

Así, en 5 min, más del 50% es liberado y la actividad an-
ticoagulante descendió al 60%. Entre los 5 y los 10 min
del tiempo de hidrólisis se frena la disminución de la
actividad anticoagulante y no hay tampoco liberación
de grupos sulfatos. Pero al llegar a los 20 min de trata-
miento ácido la actividad anticoagulante cae a cero y se
eliminan prácticamente todos los grupos sulfato. Esta
pausa en la hidrólisis ácida de dichos grupos tiene su
explicación en la conocida mayor estabilidad de los
grupos que esterifican los hidroxilos primarios de los
azúcares. En particular para el DS, el carbono primario
de la posición 6 de la acetil galactosamina (13).

La idea subyacente en los primeros experimentos de
los autores con la Con A era que las condiciones espe-
cíficas necesarias de baja fuerza iónica y presencia de
iones calcio tenían un carácter más general para que
pudieran reconocerse entre sí macromoléculas tan dis-
tintas como las proteínas y los heteropolisacáridos
(Con A y heparina en este caso particular). Por otra
parte, se conocía por los estudios realizados en los últi-
mos 25 años que la heparina regula muchos de los pa-
sos de la cascada del complemento y, por trabajos más
recientes, que inhibe in vivo la activación del sistema
del complemento (14). Consecuentemente y buscando
condiciones más fisiológicas para estos experimentos
surgió naturalmente la extensión de los mismos a la in-
teracción con C1, la primera proteína del sistema del
complemento, o con su subunidad C1q. 

Esta hipótesis de trabajo fue confirmada por los ex-
perimentos pues se obtuvieron resultados similares en
la interacción del C1 tanto con la heparina no fraccio-
nada (UFH) como con la heparina de bajo peso mole-
cular (LMWH) (15-17). En ambos casos se pudo selec-
cionar en el precipitado de la interacción una
subpoblación con gran afinidad por la AT. Estos resul-
tados no coincidían con lo que se venía afirmando en
publicaciones de varios laboratorios acerca de la inde-
pendencia de las actividades anticoagulantes y de inhi-
bición del complemento de la heparina (18). Sin em-
bargo, la contradicción era sólo aparente ya que el uso
de baja fuerza iónica y la presencia de iones calcio son
condiciones específicas e imprescindibles para la ob-
tención de aquellos resultados. 

Finalmente, al igual que con la Con A se extendie-
ron los experimentos con UFH y LMWH al DS en pre-
sencia del C1, utilizando las mismas condiciones expe-
rimentales descriptas, y se determinaron la actividad
biológica y el grado de sulfatación de las subpoblacio-
nes aisladas después de la interacción. Se obtuvo en el
precipitado una fracción del DS de bajo peso molecu-
lar con cuatro veces más actividad anticoagulante que
el material inicial, aproximadamente con más de tres
veces en el contenido en sulfatos y con casi tres veces
más capacidad de inhibición de la formación de trom-
bos. El peso molecular de esta fracción es inferior a los
8.000 Daltons (19). 
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Materiales y Métodos 

La muestra del DS de pureza analítica fue donada
por el Licenciado Víctor Díaz.

La IgG-agarosa (A-6284) y los marcadores de pesos
moleculares para los GAGs se compraron en Sigma (St.
Louis, USA).

Los marcadores de pesos moleculares para proteínas
se compraron en Bio-Rad Labs (Richmond, Canadá).

El sustrato cromogénico S-2238 se obtuvo a través de
Chromogenix (Mondal, Sweeden).

Los demás reactivos fueron de pureza analítica o su-
perior.

AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DEL COMPLEJO C1

El complejo proteico C1 se aisló como se describió
previamente siguiendo la técnica de Bing (23), a par-
tir de la fracción de euglobulinas precipitada del plas-
ma humano por ajuste del pH.

El C1 se purificó por cromatografía de afinidad en
IgG-agarosa y la pureza del producto se confirmó por
electroforesis en gel de poliacrilamida.

INTERACCIÓN ENTRE EL DS Y LA PROTEÍNA C1

Los ensayos se realizaron en condiciones experi-
mentales muy estrictas de baja fuerza iónica (25 mM)
y presencia de iones calcio (2 mM final) (16). La reac-
ción se inició por agregado de una solución de C1. Se
leyó a 420 nm la turbidez desarrollada después de 1 h
a 37 ºC. Se separó por centrifugación a 5.000 rpm du-
rante 25 min el precipitado de DS (DS-pp) del que
queda DS-libre en el sobrenadante (DS-libre). El DS-
pp se disolvió por el agregado de 0,5 mL de ClNa 300
mM que disoció el complejo ternario formado, liberó
el DS y desnaturalizó al C1 que precipita. 

La concentración del DS se determinó por el méto-
do de Rodríguez Montelongo y col. que se basa en la

reacción de los hidratos de carbono con el indol en
HCl (13).

La concentración de sulfatos del DS material de par-
tida y de sus subpoblaciones fue determinada por el
método del rodizonato de sodio (24). La localización
de los grupos sulfato fue analizada por RMN de 13C. El
peso molecular del DS material de partida y el de sus
subpoblaciones fue determinado por electroforesis en
gel de poliacrilamida al 6%; el gel fue teñido luego de
la corrida con azul de toluidina al 0,1% en ácido acé-
tico.

La actividad biológica in vitro del DS material de
partida y de sus subpoblaciones fue determinada me-
diante la medida de la actividad residual de la trombi-
na sobre el sustrato cromogénico S2238.

Estudio de la actividad biológica 
in vivo

Los experimentos in vivo fueron realizados con ra-
tas macho Wistar a las que se les administró por vía en-
dovenosa las distintas subpoblaciones del DS y solu-
ción fisiológica como control, de acuerdo al modelo
de trombosis inducida por doble ligadura de la vena
cava inferior descripto por Doutremepuich y col. (25).

Resultados

La Tabla I muestra la distribución del DS entre el
DS-pp y el DS-libre para una relación DS/C1= 5, y la
actividad anticoagulante y el contenido en sulfatos de
las subpoblaciones. En las condiciones empleadas se
aisló en el precipitado el 5,85% del total del DS em-
pleado, que posee una actividad anticoagulante más de
4 veces mayor que el material inicial y un contenido en
sulfatos que casi triplica el original. La Figura 2 mues-
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Dermatán sulfato
(% ± ES)

Contenido en sulfato
(µg % ± ES)

F± ES

Material de partida

100

11,54 ± 0,83

1,10 ± 0,10

DS-Libre

94,14 ± 0,29

9,99 ± 1.16

0,65 ± 0,03 #

DS-pp

5,85± 0,30

28,81 ± 1,19*

4,26 ± 1,03 #

Tabla I. Distribución, contenido en grupos sulfato y actividad biológica de las subpoblaciones de dermatán sulfato.

Concentración de DS evaluada por el ensayo biológico
F  

Concentración de DS evaluada por ensayo químico
Número de experimentos = 3
* P < 0,05, ANOVA, test de Dunnett (DS-pp vs. material de partida).
# P < 0,05, ANOVA, test de Dunnett (DS-pp vs. material de partida y DS-pp vs. DS-libre).



tra el espectro de RMN 13C obtenido para la muestra
de DS material de partida; se puede apreciar la sulfata-
ción del C2 del ácido idurónico y del C4 y C6 de la N-
acetilgalactosamina. Estos resultados concuerdan con
los de otros laboratorios en relación con la exigencia
de secuencias del DS con alto contenido en sulfatos pa-
ra la estimulación de la actividad catalítica del HCoII. 

La Figura 3 muestra la fotografía de la electroforesis
en gel de poliacrilamida correspondiente al DS material
de partida y a las subpoblaciones obtenidas a través de
la interacción con el complejo C1. La fracción del DS
que es reconocida específicamente por la proteína C1
posee un peso molecular por debajo de 8.000 Daltons.

Los resultados del estudio de la actividad biológica
in vivo se muestran en la Figura 4. En el precipitado de
la interacción con el complejo C1 se aísla la subpobla-
ción de DS que concentra la actividad trombolítica. 

Discusión y Conclusiones

Los desórdenes vasculares y la trombosis son una de
las causas principales de mortalidad en todo el mun-
do, y, desde hace más de 50 años, la UFH ha jugado un
papel principal en la prevención y el tratamiento de
esas patologías. Se conocen los efectos secundarios ad-
versos de la UFH, a saber, la producción de hemorra-
gias y la inducción de la disminución de las plaquetas,
pero a pesar de ello la UFH sigue siendo el anticoagu-

lante de elección tanto en la prevención y el trata-
miento de las trombosis arterial y venosa, como así
también en la cirugía. Hace 15 años surgieron las
LMWHs obtenidas por despolimerización química de
la UFH que resulta en fragmentos de aproximadamen-
te un tercio del peso molecular original (entre 4.000 y
8.000 Daltons). Poseen las propiedades de los compo-
nentes de la UFH de menor peso molecular y tienen
algunas ventajas sobre la sustancia madre: mayor bio-
disponibilidad, mayor duración en su acción y menor
toxicidad pues su incidencia en trombocitopenia es
mucho menor que con la UFH. Una desventaja en su
uso es la heterogeneidad en su estructura, lógica con-
secuencia de las diferencias en los métodos químicos y
enzimáticos utilizados para su síntesis. A diferencia de
la UFH las LMWHs no son intercambiables sobre la
base de la relación dosis/potencia.

La introducción de las LMWHs representó un gran
avance en el uso de la heparina que se reflejó en el cre-
cimiento exponencial de sus ventas en los últimos 10
años, mientras las de la UFH permanecieron estables
en el mismo período. Sin embargo, según Fareed y col.
(26) en los próximos años se producirán avances en el
uso de la UFH y las LMWHs que significarán un mejor
conocimiento del mecanismo de los desórdenes car-
diovasculares y trombóticos. Dichos avances incluirán
el uso de nuevas drogas, modificaciones de las hepari-
nas, identificación de las diferencias entre las LMWHs,
desarrollo de un antagonista farmacológico que neu-
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Figura 2. Espectro de resonancia magnética nuclear de 13C correspondiente al dermatán sulfato de alto peso molecular.

A4: Acetilgalactosamina-4-sulfato - I2: Ácido Idurónico-2-sulfato - A6: Acetilgalactosamina-6-sulfato.
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I2

RMN DSTOTAL ALTA PUREZA 200 mg - 1,5 ml H20 µg
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tralice el efecto de las LMWHs ya que el sulfato de pro-
tamina sólo posee un efecto limitado sobre ellas.

En los últimos 10 años se ha producido la incorpo-
ración del DS en las terapias antitrombóticas cuando
comenzaron a prepararse DS de bajo peso molecular.
Aunque su actividad anticoagulante es significativamen-
te menor que la de la heparina, posee una actividad an-
titrombótica mucho más alta y reduce además significa-
tivamente los riesgos hemorrágicos. El DS activa
específicamente el HCoII para inhibir la trombina, pe-
ro al contrario de la UFH y las LMWHs es efectivo tan-
to para la T libre como para la T unida a la fibrina (27). 

La actividad biológica más importante asociada al
DS es la aceleración que produce en la inhibición de
la T mediada por el HCoII. Las heparinas en cambio
son catalizadores de la inhibición por la AT de los fac-
tores Xa y IIa y de otros factores de la coagulación. Por
el contrario, el DS no tiene efecto en la inhibición de
los factores de la coagulación por la AT. Recién cuan-
do Tollefsen y col. comenzaron a utilizar el HCoII que

ellos habían purificado pudo encontrarse explicación
a las propiedades anticoagulantes del DS encontradas
in vitro (2). En efecto, el DS aumentaba más de 1.000
veces la velocidad de la inhibición de la T mediada por
el nuevo factor. Casi simultáneamente Griffith y Mar-
bet, por fraccionamiento en una columna de afinidad
del HCoII, pudieron aislar una subpoblación del DS
con 4 a 5 veces más actividad que el material inicial
(28). El paso siguiente fue dado nuevamente por To-
lefsen y col. para hallar el fragmento mínimo de DS ca-
paz de estimular la inhibición de la T por el HCoII y
analizar su estructura (9). Encontraron que era nece-
sario al menos un dodesacárido para tener actividad
anti T, pero el sitio de unión al HCoII demostró ser so-
lamente una mezcla de hexasacáridos que estaba cons-
tituida por la repetición de un mismo disacárido con
dos grupos sulfatos, uno en la posición 2 del ácido idu-
rónico y el otro en la 4 de la acetilgalactosamina (8).

En este laboratorio se ha estudiado exhaustivamen-
te la relación entre la estructura química molecular
del DS y sus propiedades anticoagulantes y trombolíti-
cas. Se utilizó para ello un sistema muy simple basado
en su interacción con el primer componente C1 del
sistema del complemento.

Los resultados obtenidos, que se presentan en la Ta-
bla I y las Figuras 3 y 4, demuestran la existencia de
una fracción muy pequeña de la molécula del DS con
propiedades especiales y que se puede aislar por preci-
pitación con el primer componente del sistema del
complemento. En efecto, en condiciones muy estrictas
de baja fuerza iónica y presencia de iones calcio, C1 re-
conoce y precipita aquella fracción del DS, cuyo peso
molecular es menor de 8.000 Daltons, posee gran acti-
vidad anticoagulante, alto contenido en sulfato y nota-
bles propiedades trombolíticas. Las propiedades de la
fracción de dermatán sulfato aislada permiten prever
potenciales aplicaciones terapéuticas.
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