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RESUMEN 

 
 

Los fucoidanos aislados y purificados del alga parda Lessonia trabeculata, 

mediante precipitaciones sucesivas con etanol 96º y complejamiento con cloruro 

de cetilpiridinio, fueron sometidos a irradiación gamma a dosis de 10, 30, 50 y 

100 KGy en un irradiador modelo Gammacel 220 con fuente de Co-60, para 

obtener los polisacáridos sulfatados de bajo peso molecular. Del análisis químico 

se observó un contenido de fucosa > 47 %, sulfato > 10 %, ácidos urónicos < 1 

% y proteínas < 1,1 %. Hay disminución de la viscosidad, conforme aumenta la 

dosis irradiativa del fucoidano, mientras la electroforesis en agarosa evidencia la 

disminución de sus pesos moleculares en relación a la movilidad electroforética. 

En la espectroscopía infrarroja, las muestras presentan la vibración a 815 cm-1 

característica del enlace (C-O-S). Respecto a la espectroscopía de resonancia 

magnética nuclear de protón, todas las muestras presentan la señal 

característica del carbono anomérico en posición Į del fucopiranosilo entre 5,1 ± 

5,8 ppm. Los fucoidanos mostraron notable actividad anticoagulante frente a la 

prueba TTPa, que evalúa la vía intrínseca; se seleccionó esta ruta para la 

evaluación de la prueba de inhibición de la generación de trombina; se observó 

que para la concentración de 10 mg/mL el % de inhibición entre los grupos es 

mayor al 80 %, mientras que, a la concentración de 0,5 mg/mL, el % IGT para 

todas las muestras irradiadas es menor al 50 %. Las comparaciones entre grupos 

se realizaron a un nivel de confianza del 95 %. 

 
 

Palabras clave: fucoidano, Lessonia trabeculata, actividad anticoagulante, 

inhibición, generación de trombina, bajo peso molecular 



 

ABSTRACT 
 
 

The isolated and purified fucoidans from the brown seaweed Lessonia 

trabeculata, by successive precipitations with 96º ethanol and complexation with 

cetilpiridinium chloride, were subjected to gamma irradiation at doses of 10, 30, 

50 and 100 KGy in an irradiator model Gammacel 220 with source of Co -60, to 

obtain sulfated polysaccharides of low molecular weight. The chemical analysis 

showed a content of fucose > 47 %, sulfate > 10 %, uronic acids < 1 % and 

proteins < 1.1 %. There is a decrease in viscosity, as the irradiative dose of 

fucoidan increases, while agarose electrophoresis evidences the decrease of its 

molecular weights in relation to electrophoretic mobility. In infrared spectroscopy, 

the samples show the vibration at 815 cm-1 characteristic of the bond (C-O-S). 

Regarding the proton nuclear magnetic resonance spectroscopy, all the samples 

present the characteristic signal of the anomeric carbon in the Į position of the 

fucopyranosyl between 5,1 ± 5,8 ppm. The fucoidans showed remarkable 

anticoagulant activity against the aPTT test, which evaluates the intrinsic 

pathway, this route was selected for the evaluation of the thrombin generation 

inhibition test, it was observed that for the concentration of 10 mg/mL the 

inhibition between the groups is greater than 80 %, while, at the concentration of 

0,5 mg/mL, the % IGT for all irradiated samples is less than 50 %. The 

comparisons between groups were made at a confidence level of 95 %. 

 
 

Keywords: fucoidan, Lessonia trabeculata, anticoagulant activity, inhibition, 

thrombin generation, low molecular weigh 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
 

Las algas pardas son conocidas por su coloración característica entre el verde 

olivo a marrón oscuro. Los pigmentos predominantes en sus cromatóforos son 

las clorofilas a, c, beta carotenos y los carotenoides violaxantina y fucoxantina. 

Del orden de las Laminariales, destacan las de la familia Lessoniaceae, siendo 

representativas en nuestro litoral: Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens, 

Macrocystis intergrifolia y Macrocystis pyrifera, las cuales habitan principalmente 

la zona sur del litoral peruano, principalmente en los departamentos de 

Moquegua, Arequipa e Ica1. 

Las algas marinas en general constituyen un recurso natural de variado 

significado biológico. Las macroalgas tienen diversos usos en forma directa 

como materia prima para la obtención de los productos como los polisacáridos o 

la algina de las algas pardas. Sus principales usos han sido en la alimentación 

humana como ha sido el caso del kumbu preparado a partir de Laminaria 

japonica, también en forraje para animales como es el caso de Ascophyllum, 

Laminaria y Fucus2. 

Las algas pardas producen polisacáridos sulfatados compuestos por L-fucosa, 

grupos sulfato y cantidades menores de otros azúcares como D-xilosa, D- 

galactosa y ácidos urónicos. Estos polisacáridos son denominados comúnmente 

como fucanos o fucoidanos. Los fucoidanos sulfatados son moléculas obtenidas 

principalmente de organismos marinos, especialmente algas e invertebrados. 

Estructuralmente, estos polisacáridos sulfatados marinos de alto peso 

PROHFXODUH� �XVXDOPHQWH� �� ���� N'D�� VRQ�SUHGRPLQDQWHPHQWH� FRPSXHVWRV� SRU�

unidades de fucopiranosilo. El alto contenido de grupos sulfato en sus cadenas 

los convierte en compuestos polianiónicos de dependencia electrostática 

intermolecular de enlace que los provee de relevantes propiedades en la salud3,4. 

Debido a su alta heterogeneidad estructural, los polisacáridos sulfatados 

presentan una amplia gama de actividades en diversos sistemas biológicos. Los 

polisacáridos extraídos de algas pardas han mostrado notable actividad 

antioxidante,   como   los   obtenidos  a   partir   de   Laminaria   japonica; éstos 
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presentaron actividad en dos sistemas de oxidación de lipoproteína de baja 

densidad. En el mismo sentido el fucoidano extraído de Fucus vesiculosus 

mostró actividad antioxidante frente al ensayo de reducción férrica/poder 

antioxidante. Las propiedades biológicas de los polisacáridos sulfatados de algas 

pardas no son las únicas, también existen reportes de actividad antitumoral, 

antimutagénica, inmunomoduladora, anticancerígena y anticoagulante, siendo 

esta última de interés para el presente estudio 5-7. 

Los fucoidanos sulfatados muestran grandes ventajas como recursos para la 

terapia anticoagulante, especialmente debido al uso masivo de heparina. La 

situación se ha ido complicando al determinar que los preparados de heparina 

se encuentran contaminados con restos sobresulfatados de sulfato de 

condroitina. Este contaminante induce hipotensión asociada a calicreína cuando 

se administra por vía intravenosa. Casos fatales han sido descritos durante la 

³FULVLV� KHSDUtQLFD´�� 3RU� OR� TXH� HO� XVR� GHO� IXFRLGDQR� VH� FRQVWLWX\H� HQ� XQD�

alternativa o complemento al uso de la heparina en el tratamiento de 

enfermedades como la trombosis venosa profunda entre otros 8-10. 

Actualmente, hay alternativas farmacológicas en la terapia anticoagulante como 

son las heparina de bajo peso molecular, las cuales presentan mejor desempeño 

al modular mejor su efecto reduciendo la posibilidad de producir algún tipo de 

crisis en el paciente, así como otros efectos secundarios11,12, en virtud a ello, se 

ha visto conveniente para el presente estudio, analizar el comportamiento 

anticoagulante de fucoidanos del alga Lessonia trabeculata, los cuales han sido 

sometidos a un proceso físico que permitirá obtener polisacáridos de menor 

tamaño, los que simularían el efecto de las heparinas de bajo peso molecular, 

para tal fin se consideran la evaluación de las características químicas de los 

metabolitos obtenidos así como su desempeño frente a pruebas de coagulación, 

para el estudio la inhibición de la generación de trombina. 
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1.1 OBJETIVO GENERAL 

 
 

Determinar la actividad anticoagulante por inhibición de la generación de 

trombina por parte de los fucoidanos de bajo peso molecular obtenidos por 

irradiación gamma 

 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 
- Aislar y purificar el polisacárido sulfatado tipo fucoidano del alga parda Lessonia 

trabeculata 

- Obtener polisacáridos sulfatados de bajo peso molecular por aplicación de la 

irradiación gamma 

- Evaluar la inhibición de la generación de trombina por los fucoidanos de bajo 

peso molecular 

- Caracterizar químicamente el/los fucoidano(s) de bajo peso molecular con mayor 

actividad biológica 

 
1.3 HIPÓTESIS 

 
 

Los fucoidanos de bajo peso molecular obtenidos por irradiación gamma 

presentan notable actividad anticoagulante por su capacidad inhibidora de la 

generación de trombina 
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II. GENERALIDADES 
 

2.1 Aspectos taxonómicos 
 
 

La clasificación sistemática del alga se realizó en el herbario del Museo de 

Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), 

según el sistema de clasificación de Guiry, M. D & Guiry, G. M. 2015: 

 
División: Ochrophyta 

Clase: Phaeophyceae 

Subclase: Fucophycidae 

Orden: Laminariales 

Familia: Lessoniaceae 

Género: Lessonia 

Especie: Lessonia trabeculata Villoutia & Santelices 
 
 

1RPEUH� YXOJDU�� ³VDUJD]R´�� VHJ~Q� ,PDUSH�� ³KXLUR� SDOR´�� ³SDOR´�� ³DUDFDQWR´��

³DUDFDQWR�KHPEUD´ 

 
2.1.1 Descripción y distribución 

 
 

Las algas del género Lessonia son erguidas, de porte grande, se fijan al 

substrato rocoso por medio de un rizoide amplio, ramificado, ramas cilíndricas, 

en forma de gancho; estípite cilíndrico o comprimido, bifurcado varias veces 

desde la base, las últimas ramas se tornan laminares, en forma de cinta, lisa, de 

borde entero, ondulado. Sin vesículas en la zona de transición entre el cauloide 

y la lámina. Estructuralmente, presentan 3 zonas parenquimatosas bien 

diferenciadas, la zona epidérmica, cortical y medular. Los esporangios son 

uniloculares y se agrupan en soros sobre la superficie de las láminas. El 

gametofito es microscópico1. 

Los ejemplares adultos de Lessonia trabeculata pueden alcanzar hasta 2,5 m de 

longitud. Posee un disco adhesivo macizo, del cual emerge un número variable 

de estipes (de 1 a 30). Las láminas son aplanadas, alcanzando hasta 12 cm de 

ancho. Al igual que Lessonia nigrescens posee un ciclo haplo-diplóntico 
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heteromórfico. Se encuentra exclusivamente en la zona submareal sobre fondos 

rocosos13. Se ubica en Chile desde Antofagasta hasta Puerto Montt. En el Perú 

en Moguegua, Arequipa e Ica. Es característica de aguas frías13,14. 

 
 

 
Fig. 1. Alga parda Lessonia trabeculata extraída en la provincia de Marcona ± 

Ica (Fuente: Imarpe)14 

 
2.2 Polisacáridos sulfatados de algas 

 

Se ha prestado mucha atención a los polisácaridos extraídos de fuente natural, 

debido a las propiedades biológicas que se les ha ido descubriendo conforme 

avanzaban las investigaciones a través del tiempo. Los polisacáridos sulfatados 

con bioactividad extraídos de algas pueden ser clasificados en 3 tipos: 1) Los 

fucoidanos, obtenidos en alto porcentaje en algas pardas de los géneros: Fucus, 

Sargassum, Laminaria, Ecklonia, Undaria, Lessonia, Dictyota, Turbinaria, 

Padina, Adenocystis entre otros. El fucoidano representa a una familia de 

polisacáridos sulfatados solubles en agua, ricos en sulfato de L-fucosa, extraída 

de su matriz extracelular. 2) Los carragenanos son una familia de polisacáridos 

sulfatados lineales, extraídos de algas rojas de los géneros Gracilaria, Gigartina, 

Gelidium, entre otros. Estos polisacáridos presentan por lo menos 3 categorías 

de carragenanos: kappa, iota y lambda que han sido identificados en base a su 

grado de sulfatación, solubilidad y propiedades gelificantes. 3) Los ulvanos, 
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polisacáridos sulfatados de algas verdes, presentan gran solubilidad en agua. 

Están compuestos de una repetición de disacáridos compuestos por uniones de 

ramnosa sulfatada unida a ácido glucurónico, o idurónico. Destacan como 

géneros productores: Ulva, Monostroma, Caulerpa, Codium15. 
 

 
Fig. 2. Clasificación de los polisacáridos sulfatados de algas15 

 
2.2.1 Fucoidanos, características químicas 

 
La estructura común de los fucoidanos la constituye una larga cadena de 

UHVLGXRV� GH� Į-L-fucosa con grupos sulfato, así como cantidades menores de 

otros azúcares como xilosa, galactosa, ramnosa o ácidos urónicos. 

Los fucoidanos se encuentran en algas pardas, así como en algunos 

equinodermos como los erizos y pepinos de mar. Hay investigaciones que 

proveen información sobre la existencia de 3 tipos de fucoidanos algales. El 

primero consiste en residuos (1t3)- Į-L-fucosa, el segundo contiene residuos    en   

alternancia   (1t3)-  y  (1t4)-  Į-L-fucosa,  mientras  que   un  tercer  tipo    de 

fucoidano  está  constituido  por  residuos  de  (1t3)  o  (1t3,  1t4)  -  Į-L-fucosa y 

ȕ-D-galactosa16. 

Existe diferencia estructural entre los fucoidanos de equinodermos de los 

obtenidos de feofitas, dado que los primeros son polímeros de estructuras 

lineales y con un patrón de sulfatación regular. Mientras que los fucoidanos de 

origen algal pueden presentar pequeñas ramificaciones y su patrón de 

sustitución es diverso. Los fucoidanos se pueden agrupar también en dos tipos: 
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homofucanos y heterofucanos, los primeros se caracterizan por presentar L- 

fucosa (> 95 %), mientras los heterofucanos poseen una proporción menor de 

ésta. La composición de los fucoidanos varía de especie a especie, por lo que 

no son una estructura única, sino un grupo de entidades estructurales diversas, 

que incluyen al ascophylano, sargassano, glucuronofucoglucano y el 

fucoidano17. 

 
 

 
 

Fig.3. Estructura del fucoidano de Fucus vesiculosus A (Según Percival), B 
(según Patankar)18 
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Tabla 1. Composición química de algunos fucoidanos19 

 

 
 

2.2.2 Actividades biológicas de fucoidanos 
 

Las fracciones de fucoidano aisladas del alga parda Leathesia difformis 

presentaron actividad antiviral selectiva contra el virus herpes simple tipo 1 y 2 

así como al citomegalovirus, siendo una de las fracciones la más activa con un 

IC-50 en el rango de 0,5 ± 1,9 µg/mL20. 

Se ha demostrado el efecto de los polisacáridos sulfatados con base elemental 

de fucosa, de Eckonia cava sobre la actividad antiinflamatoria sobre el 

lipopolisacárido (LPS). El fucoidano aislado inhibe la LPS, induciendo la 

expresión de iNOS y COX-2, con la producción de NO y prostanglandina E2 

(PGE2)21. 

Las fracciones polisacáridas de Sargassum fulvellum, S. kjellmanianum, L. 

angustata, L. japônica, Ecklonia cava y Eisenia bicylis han sido evaluadas por 

sus bioactividades y evidenciaron marcada inhibición del crecimiento de células 

de sarcoma-180 y efecto antitumoral sobre leucemia L-1210 en células 

implantadas en ratones22. 
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Tabla 2. Actividades biológicas de polisacáridos sulfatados tipos fucoidano 
aislados de diferentes especies de algas pardas23. 

 

 
A partir de un estudio realizado al fucoidano obtenido por extracción del alga 

parda Lessonia vadosa con CaCl2, se observó que había buena inhibición de la 

coagulación en relación con la actividad heparínica, respecto a la prueba de 

Tiempo de Trombina24. 

La actividad anticoagulante del pululano sulfato fue investigada por medio de los 

ensayos clásicos de coagulación TTPa y TP, siendo representativa la actividad 

de la fracción PHNaRe-S y PH-2S, además éstas son las que presentaron mayor 

porcentaje de grupo sulfato cuantificado25. 

También, estudios realizados a fracciones de fucoidanos del alga Padina 

gimmospora evidenciaron nula actividad para la prueba TP, mientras que fue 

marcada para la prueba TTPa, se destaca además que las fracciones dentro de 

los ensayos se sometieron a desulfataciones, esto produjo la reducción marcada 

de la actividad biológica26. Estudios similares a los fucoidanos de Dictyota 

mestrualis, evidenciaron actividad anticoagulante para vía intrínseca (prueba 

TTPa)27. Estudios más profundos del efecto de los fucoidanos sobre dianas 

como la trombina y de su inhibición han sido desarrollados por Nishino y col17. 
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2.3 Hemostasia, trombosis y terapia anticoagulante 
 

2.3.1 Mecanismos fisiológicos de la hemostasia28-32 

 
La cascada de la coagulación es una interacción de proteínas regulada y muy 

compleja. El paso decisivo para el proceso completo alrededor del cual se centra 

el equilibrio procoagulante y anticoagulante es la activación del factor X al factor 

Xa. El factor Xa forma un complejo con el factor Va y el calcio, y también en ese 

punto participan los fosfolípidos (PL) de las membranas plaquetarias para 

asegurar que la coagulación procede en el sitio apropiado de la circulación en el 

cual se necesita un coágulo; es decir en el tapón de plaquetas. Este complejo 

Xa-Va-Ca+2-PL, protrombinasa convierte la protrombina en trombina y puede 

convertir las moléculas por complejo. Esta conversión no resulta del simple 

enlace, sino de la escisión proteolítica de la protrombina y el complejo tiene la 

libertad de actuar en otras moléculas cercanas de protrombina. Este mecanismo 

proporciona una amplificación mayor de un sistema ya de por sí construido en 

múltiples niveles de amplificación. 

La trombina también es una serina proteasa escinde en monómeros de fibrina al 

fibrinógeno. Dichos monómeros son pequeños polipéptidos insolubles que 

polimerizan entre sí para formar el complejo de fibrina. Este conglomerado puede 

después solidificarse mediante enlaces cruzados por el factor XIIIa, de modo que 

se forma a partir del factor XIII mediante la actividad proteolítica de la trombina. 

El estrecho control de la actividad del factor X inicia en cuanto lo hace la 

coagulación. El factor tisular, también denominado tromboplastina, es un 

material proteínico rico en lípido liberado durante las lesiones tisulares. Activa en 

forma directa el factor VIIa, luego activa del factor IX como al factor X. Sin 

embargo, el factor Xa se une a otra proteína plasmática (y a otro lípido) 

denominado factor inhibidor de la vía tisular (TFPI), el cual no solo inhibe la 

actividad adicional del factor Xa en sí misma, sino que la combinación de factor 

Xa y TFPI inhibe en gran medida al factor VIIa. La actividad torrente debajo de 

la protrombinasa puede sostenerse si la lesión inicial continúa para generar 

suficiente factor IXa (y VIIa) para activar más factor X, la vía alternativa para la 

producción del factor IXa es la conversión del factor XI a XIa que es ocasionado 

por la activación de la proteasa del factor XII por un cininógeno de alto peso 

molecular (el precursor de la bradicina, un péptido vasoactivo) y la calicreína en 
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presencia de colágeno. Por lo general, el colágeno se expone por lesión vascular 

y conduce a adhesión y agregación plaquetaria. El factor XI también puede 

activarse por la trombina en un paso diferente de retroalimentación positiva. 

El factor IXa requiere de un colaborador más para activar el factor X, es decir, el 

factor VIII, que normalmente forma complejos con el factor Von Willebrand 

(vWF), que es una proteína que permite que las plaquetas se adhieran a las 

células endoteliales. El factor VIII se activa por la liberación de vWF. Los factores 

VIIIa y IXa, en presencia de fosfolípidos (por lo general, a partir de las plaquetas) 

y de calcio, activan el factor X. 

También existen dos sistemas anticoagulantes complejos que ayudan al control 

de la coagulación. El primero es el sistema trombolítico, el cual está involucrado 

sobre todo en la disolución de coágulos ya formados. En este sistema, la 

plasmina (proteasa sérica) escinde la fibrina y esto causa la rotura del coágulo y 

la creación de los productos de degradación de la fibrina, inhibidores de la 

trombina. Para completar el asa de retroalimentación, la plasmina se forma a 

partir de su propia proteína precursora inactiva, el plasminógeno, mediante la 

trombina. El plasminógeno también puede cortarse mediante el activador del 

plasminógeno tisular (t-PA), para formar la plasmina. 
 

Fig.4. Resumen de las reacciones participantes en la hemostasia31 
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Tabla 3. Factores de coagulación de coagulación involucrados en la 
hemostasia31 
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Fig. 5. Cascada de coagulación. Vía intrínseca, extrínseca y común. El sufijo ³D´�
indica forma activa; TPL, tromboplastina hística; TFI, inhibidor de la vía 
del factor hístico31 
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2.3.2 Trombosis 
 

Un coágulo anormal que aparece en un vaso sanguíneo se llama trombo. Una 

vez que el coágulo ha aparecido, es probable que el flujo continuo de sangre que 

pasa por el coágulo lo desprenda y haga que el coágulo fluya con la sangre; este 

tipo de coágulos que fluyen libremente se les conoce como émbolos. Además, 

los émbolos que se originan en las arterias grandes o en el lado izquierdo del 

corazón, pueden fluir hacia la periferia y taponar arterias o arteriolas en el 

cerebro, los riñones, o cualquier otro lugar. Los émbolos que se originan en el 

sistema venoso o en la parte derecha del corazón van generalmente a vasos 

pulmonares, donde pueden causar una embolia arterial pulmonar30. 

 
Desde hace mucho tiempo se reconoce el mayor riesgo de tromboembolia 

vinculado con la fibrilación auricular y la aplicación de prótesis valvulares 

cardiacas mecánicas. De manera similar, el reposo prolongado en cama, las 

operaciones quirúrgicas de alto riesgo y la presencia de cáncer tienen un vínculo 

claro con una mayor incidencia de trombosis venosa profunda y embolias. Los 

fármacos pueden actuar como factores de riesgo sinérgicos en conjunción con 

los factores de riesgo heredados. Por ejemplo, las mujeres que presentan la 

mutación del factor V de Leiden y toman anticonceptivos orales presentan un 

aumento del riesgo sinérgico. La prevención de la trombosis venosa disminuye 

la incidencia y la tasa de mortalidad de las embolias pulmonares. La heparina y 

la warfarina se pueden usar para prevenir la trombosis venosa. La administración 

subcutánea de heparina no fraccionada a baja dosis, heparina de bajo peso 

molecular y fondaparinux, proveen profilaxis eficaz. La warfarina también es 

utilizada, pero requiere vigilancia de la prueba de protrombina por laboratorio33. 

 
2.3.3 Fármacos utilizados en la terapia antitrombótica 

 
Los fármacos antitrombóticos son utilizados para la prevención y tratamiento de 

la trombosis. Dirigido a los componentes del trombo, estos agentes se clasifican 

en: antiplaquetarios, anticoagulantes y fibrinolíticos (Fig.6). Con la 

predominancia de las plaquetas en el trombo arterial, las estrategias para 

atenuar este tipo de trombosis, se focalizan principalmente en los agentes 

antiplaquetarios, mientras que para casos agudos se consideran los 
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anticoagulantes y fibrinolíticos. Los anticoagulantes son utilizados para la 

prevención y tratamiento del tromboembolismo venoso porque la fibrina es el 

componente predominante del trombo venoso. Los antiplaquetarios son menos 

efectivos para ese tipo de casos, debido a la poca presencia de plaquetas en el 

trombo venoso. La terapia fibrionolítica es usada en determinados pacientes con 

tromboembolismo. Por ejemplo, pacientes con embolismo pulmonar submasivo 

que requieren cateterización, se les aplica la terapia fibrinolítica de 

acompañamiento34. 

Los anticoagulantes inhiben la formación del coágulo de fibrina. Los 3 mayores 

tipos de anticoagulantes disponibles son: la heparina y sus productos 

relacionados, los cuales son utilizados por vía parenteral; los inhibidores directos 

de factor X y trombina, que se pueden administrar vía oral y parenteral, y 

finalmente los fármacos orales derivados de cumarinas (Ej. warfarina)35. 

 
 
 

 
Fig. 6. Clasificación de fármacos utilizados en los desórdenes de coagulación35 
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2.3.3.1 Heparina y productos relacionados. Química, mecanismo de acción 

y toxicología35 

 
La heparina es un polímero tipo polisacárido sulfatado de cadena larga obtenido 

de fuente animal. Cada presentación contiene moléculas de diferente tamaño, 

con un peso molecular promedio de 15 000 ± 20 000 Da. La heparina es 

altamente acídica por lo que puede ser neutralizada por moléculas básicas como 

la protamina. La heparina se administra por vía intravenosa o subcutánea para 

evitar el riesgo de hematoma asociado con inyección intramuscular. Las 

fracciones de bajo peso molecular (LMW) de heparina (Ej. enoxaparina) tienen 

pesos moleculares entre 2000 y 6000 Da. Las LMWH tienen alta 

biodisponibilidad y larga duración de su acción anticoagulante en comparación a 

las heparinas no fraccionadas (UFH), las dosis pueden ser dadas una o dos 

veces por día y se administran vía subcutánea o parenteral. El fondaparinux es 

una pequeña droga sintética que contiene el pentasacárido biológicamente 

activo presente en las heparinas no fraccionadas y de bajo peso molecular. Este 

se administra subcutáneamente una vez al día. 

La heparina no fraccionada (UFH) se fija a la antitrombina III (ATIII) endógena 

vía la secuencia pentasacárida. El complejo heparina-ATIII se asocia 

irreversiblemente a la trombina, inactivándola, así como a otros factores, 

particularmente el factor Xa. Esta provee anticoagulación inmediatamente luego 

de su administración, por lo que debe ser monitorizada con la prueba de tiempo 

de tromboplastina parcial activa (TTPa). 

Las LMWH y el fondaparinux, así como la heparina no fraccionada (UFH) se fijan 

a la ATIII. Estos complejos tienen el mismo efecto inhibitorio sobre el factor Xa 

como el complejo UFH-ATIII. Aunque, los complejos de ATIII con cadenas cortas 

de heparina y fondaparinux presentan una acción más selectiva porque ellos no 

afectan la trombina. La prueba TTPa no brinda resultados confiables sobre el 

efecto anticoagulante de las LMWH y del fondaparinux, esto se complica en 

casos de falla renal donde el aclaramiento puede verse disminuido. 

El incremento del sangrado es el efecto adverso más común de la heparina y 

compuestos relacionados que puede resultar en shock hemorrágico. La heparina 

no fraccionada causa trombocitopenia transitoria moderada en muchos 

pacientes, así como trombocitopenia severa y trombosis (trombocitopenia 
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inducida por heparina o HIT) en un pequeño porcentaje de casos. Tanto las 

heparinas de bajo peso molecular como el fondaparinux presentan poca 

asociación a casos de trombocitopenia. El uso prolongado de heparinas no 

fraccionadas se encuentra relacionado con osteoporosis. 

 
 

 

Fig.7. Anticoagulantes endovenosos. Mecanismo de acción. Toxicidad de la 

heparina36 
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Tabla 4. Limitaciones biofísicas y farmacocinéticas de la heparina34 
 
 
 

LIMITACIONES MECANISMO 

Pobre biodisponibilidad a bajas dosis Se enlaza a endotelio celular y 
macrófagos 

Dosis dependiente del aclaramiento Se enlaza a macrófagos 

Respuesta anticoagulante variable Fijación a proteínas plasmáticas, y sus 
niveles varían de paciente a paciente 

Reducida actividad de trombos ricos en 
plaquetas 

Neutralizada por el factor4 plaquetario 
de plaquetas activadas 

Limitada actividad contra el factor Xa 
incorporado en el complejo 
protrombinasa y trombina enlazada a 
fibrina 

Reducida capacidad del complejo 
heparina-antitrombina para inhibir el 
factor Xa fijado a plaquetas activadas y 
trombina enlazada a fibrina 

 
 
 
 

Tabla 5. Ventajas de las heparinas de bajo peso molecular (LMWH) sobre las 
heparinas no fraccionadas (UFH)34 

 
VENTAJAS CONSECUENCIAS 
Mejor biodisponibilidad y largo tiempo de 
vida media después de la inyección 
subcutánea 

Pueden ser administradas por vía 
subcutánea una o dos veces al día tanto 
para profilaxis como para tratamiento. 

Dosis independiente del aclaramiento Simplificación de la dosificación 

Respuesta anticoagulante predecible En la mayoría de pacientes no requiere 
monitoreo de la coagulación 

Bajo riesgo de trombocitopenia inducida 
por heparina 

Más segura que la heparina, tanto en 
cortos o largos periodos de 
administración. 

Bajo riesgo de osteoporosis Más segura que la heparina para 
administraciones extendidas 

 
 

2.3.4 Pruebas para evaluar la coagulación 
 

Las pruebas básicas de coagulación suelen realizarse cuando no se tiene un 

diagnóstico específico in mente y en ausencia de cualquier indicación clínica de 

un trastorno de hemostasia. Puede haber numerosas razones para su aplicación, 

éstas dan pistas para el diagnóstico o pueden detectar un riesgo no sospechado 

que incrementa la posibilidad de sangrado postoperatorio. En la práctica habitual 

suelen realizarse las pruebas TP, TTPa, TT y fibrinógeno. 
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2.3.4.1 Prueba de tiempo de protrombina (TP)32 

 
La prueba de TP determina el tiempo de coagulación del plasma en presencia 

de una concentración óptima de extracto tisular (tromboplastina) e indica la 

eficiencia global del sistema de coagulación extrínseco. Los valores normales 

dependen de la tromboplastina utilizada y de si se aplica lectura visual o 

instrumental del indicador final de evaluación considerado. La mayoría de 

tromboplastinas de conejo presentan un intervalo normal de TP entre 11 y 16 

segundos, mientras que la tromboplastina humana recombinante es algo menor, 

entre 10 y 12 segundos. 

 
2.3.4.2 Prueba de tiempo de tromboplastina parcial activa (TTPa)32 

 
También denominada tiempo parcial de tromboplastina con caolín (PTTK) y 

tiempo de coagulación cefalina caolín (KCCT), ambas reflejan los métodos 

utilizados para llevarla a cabo. 

La prueba mide el tiempo de coagulación del plasma después de la activación 

de los factores de contacto, pero sin la existencia de tromboplastina tisular 

añadida y por tanto indica la eficiencia global de la vía intrínseca. Para 

estandarizar la activación de los factores de contacto, el plasma es primero 

preincubado durante un periodo determinado, en el que se expone a un activador 

de contacto como caolín, sílice o ácido elágico. Durante esta fase de la prueba 

se produce factor XIIa, que disocia el factor XI a factor XIa, pero la coagulación 

no sobrepasa este paso en ausencia de calcio. Después de la recalcificación, el 

factor XIa activa el factor IX y continúa la cascada. El test depende no sólo de 

los factores de contacto y de los factores VIII y IX, sino también de los factores 

X, V, protrombina y fibrinógeno. Es además sensible a la presencia de 

anticoagulantes circulantes (inhibidores) y heparina. 

El intervalo normal característico se sitúa entre 26 y 40 segundos. Esto varía en 

función a los reactivos utilizados y períodos de incubación. 

 
2.3.4.3 Limitaciones de los test de coagulación habituales37 

 
Las pruebas usuales son poco sensibles a los problemas hemorrágicos ligeros y 

son totalmente insensibles a las anomalías protrombóticas. Además, hay poca 
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correlación entre los tiempos de coagulación medidos in vitro y las 

manifestaciones clínicas de un paciente. Por lo que contribuyen poco a la 

evaluación de riesgo, tanto en casos hemorrágicos como trombóticos. Una 

ínfima cantidad de trombina es suficiente para iniciar la formación de coágulo (< 

5 % de la cantidad total). Además, la mayor parte de la trombina es producida en 

el seno del coágulo (95 %), luego de la aparición de las primeras fibras de fibrina. 

Los tiempos de coagulación que son medidos habitualmente en laboratorio (TP, 

TTPa) en realidad solo reflejan la fase de iniciación de la producción de trombina, 

por lo que se pueden comparar con un tiempo de latencia. Una cantidad 

suficiente de trombina es generada mientras los mecanismos de amplificación 

de la inhibición son activados. La generación de trombina es aumentada de 

manera exponencial, luego el sistema entra en reposo por los anticoagulantes 

fisiológicos. 

Los test usuales no brindan información sobre la fase de amplificación y 

propagación. No brindan mayor información sobre los inhibidores de la 

coagulación y finalmente no permiten evaluar la contribución de las plaquetas a 

la coagulación. 

 
 
 

 
Fig.8. Cinética y mecanismos moleculares de la generación de trombina37 



21  

2.3.4.4 Evaluación de la generación de trombina 
 

Las pruebas de generación de trombina miden la habilidad de una muestra de 

plasma para generar trombina seguida por una activación in vitro de la 

coagulación con factor tisular (TF) u otro componente. En contraste con las 

pruebas clásicas de coagulación, las cuales solo indican la fase de iniciación de 

la coagulación, las pruebas de generación de trombina prueban la propagación 

de la fase (donde la trombina es generada vía retroalimentación sobre los 

factores V, VIII y XI) y la terminación de fase donde la formación de trombina es 

detenida por las rutas de anticoagulación y toda la actividad de la trombina es 

inhibida por inhibidores de proteasas plasmáticas. La curva de la generación de 

trombina refleja e integra las reacciones pro y coagulantes las cuales regulan la 

formación e inhibición de trombina. 

La trombina es la enzima final y la que tiene mayor efecto sobre el proceso de 

coagulación, lo cual la muestra como una prueba potencial para evaluar la 

coagulabilidad del plasma. Algunos sustratos sintéticos de trombina son 

utilizados para obtener una medición continua de la actividad de trombina, esto 

vía la afinidad cromogénica o fluorogénica de estos sustratos en el plasma donde 

fueron añadidos38. 

 

Fig. 9. Parámetros del trombograma. A) Lag time (min), B) Altura de pico (nM), 

C) Potencial de trombina endógena (ETP) (área bajo la curva nM x min), D) 

Pendiente ascendente máxima (nM/min), E) Tiempo del pico (min)39 
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La principal diferencia entre los sistemas de sustratos radica en si son medidos 

por espectroscopía UV-Vis o fluorimetría para detectar la generación de 

trombina. En los sustratos cromogénicos, la molécula pNA o para-nitroanilina es 

un cromóforo con absorbancia fuerte a 405 nm el cual es formado cuando la 

trombina se ancla al substrato. En los sustratos fluorogénicos, la molécula AMC 

o 7-amino-4-metilcumarina es un fluoróforo que genera una señal de excitación 

a 390 nm produciendo una medida de fluorescencia a 460 nm 

aproximadamente40. 

 
 
 
 
 

 
 

Fig.10. Comparación entre sustratos fluorogénico (arriba) y cromogénico 

(abajo), los recuadros indican área similar de la estructura40. 
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Fig. 11. Anclaje de una serina proteasa de fuente natural y un sustrato 
cromogénico. Debido a la idéntica secuencia aminoacídica entre la enzima y el 

sustrato cromogénico41. 
 
 
 

Fig. 12. Coeficiente de extinción molar en el rango de absorbancia de 250 y 
420 nm para un sustrato cromogénico intacto y para la PNA libre de 

cromóforo41. 
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Tabla 6. Lista de sustratos con p-nitroanilina para reacciones cromogénicas y 

fluorogénicas. Chromozym TH42. 
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Potenciales aplicaciones clínicas de la prueba de generación de trombina43 

 

- Monitorizar el tratamiento con fármacos anticoagulantes y 

antiplaquetarios 

- Evaluar el riesgo de sangrado en pacientes con la enfermedad de von 

Willebrand 

- Evaluar el estado de hipercoagulabilidad en pacientes con mutación en la 

protrombina G20210A, factor V de Leiden y antitrombina, o también 

deficiencia de proteína S 

- Para predecir la recurrencia de tromboembolismo venoso 

- Predecir el riesgo de hemorragia en pacientes hemofílicos que utilizan 

factor VIII o factor VIIIa 

- Evaluar el riesgo de trombosis venosa profunda 

- Discriminar entre la enfermedad coronaria aguda o estable 

- Correlacionar la prueba de generación de trombina con enfermedad 

coronaria e isquemia aguda 

- Investigar los cambios y determinantes de generación de trombina y 

proteína C activa en las primeras 16 semanas de gestación en mujeres 

con historial de preeclamsia 

- Evaluar a pacientes salientes de cirugía cardiaca 

- Investigar la hipercoagulabilidad durante las fases tempranas de la 

respuesta a infección en casos de sepsis o shock séptico 

- Investigar la hipercoagulabilidad en mujeres que usan anticonceptivos 

orales 

- Identificar sangrado autosómico dominante causado por mutación de 

trombomodulina 

- Evaluar efecto del complejo concentrado de protrombina en reversión del 

efecto anticoagulante de rivaroxabán y dabigatran 
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Fig.13. Generación de trombina (TG) en plasma normal y deficiente A). Parámetros de la TG B) TG en plasma normal y plasma 
deficiente en factor II, V, VII. C) TG en plasma normal y deficiente en factor VIII, IX y X. D) TG en plasma normal y deficiente en 
factor XI y XII44. 
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2.4 Producción de polisacáridos de bajo peso molecular 
 
2.4.1 Modificación química 

 
La hidrólisis ácida es un proceso simple, barato y fácil de controlar porque la 

reacción interrumpida por neutralización del medio. El ácido clorhídrico, sulfúrico 

y trifluoroacético son los más usados para depolimerización de polisacáridos. 

Generalmente, el proceso es optimizado por moderadas temperaturas, alrededor 

de los 60 °C y el tiempo varía entre 2 ± 6 horas en promedio. La hidrólisis química 

puede tener muchas desventajas como la degradación de monosacáridos con 

formación siguiente de sustancias tóxicas (furfural y el 5-hidroximetilfurfural) y 

bajo rendimiento de oligosacáridos. Además, la longitud de las cadenas 

oligosacáridas puede ser variable. Resulta ser muy dependiente de la regulación 

de los parámetros de pH y temperatura. 

 
2.4.2 Modificación enzimática 

 
La depolimerización enzimática de polisacáridos es considerada la mejor 

alternativa para la producción de oligosacáridos de un peso molecular deseado 

y mínimas modificaciones químicas en el producto final. Las enzimas pueden ser 

altamente regio y estereoselectivas, por esta propiedad de biocatálisis selectiva 

es que son ampliamente utilizadas para preparar oligosacáridos bioactivos. Las 

enzimas para producción de oligosacáridos son producidas por microorganismos 

(bacterias y hongos) y pueden ser endoenzimas como exoenzimas. 

Aunque muy eficientes, la producción de enzimas debe someterse a producción 

y aislamiento, así como la eliminación de contaminación microbiológica. Por esta 

razón, obtener oligosacáridos por hidrólisis enzimática puede ser caro. Además, 

otra desventaja es la necesidad de un buffer, dificultando la pureza del producto 

final. Así mismo, el rendimiento y calidad son altamente asociados con la 

capacidad del microorganismo para adaptarse al sustrato, el cual depende del 

pH, temperatura y composición del medio de cultivo. 
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2.4.3 Modificación física 
 
2.4.3.1 Disrupción por ultrasonido 

 
El principio de este método es que energía ultrasónica de baja frecuencia y alta 

intensidad puede cortar ciertos enlaces químicos por incremento de la energía 

vibracional de las partículas del material, produciendo reducción del peso 

molecular y solubilidad en agua, finalmente mejorando su bioactividad. La 

distribución de peso molecular de los polisacáridos es regular y la bioactividad 

puede verse incrementada, luego de la degradación por ultrasonido45. 

2.4.3.2 Exposición a microondas 
 
Degrada las moléculas de polisacárido y de esta manera incrementa la 

solubilidad y la actividad biológica. La modificación por microondas tiene 

ventajas económicas por el uso del tiempo y energía, además que es fácil de 

operar. La degradación de polisacáridos en un horno de microondas es generada 

por interacción entre el campo electromagnético y los constituyentes químicos 

del polisacárido, debido a la vibración molecular e intensidad de fricción45. 

 
2.4.3.3 Tratamiento con radiación inducida 

 
 
La radiación puede generar ruptura en el polisacárido y cambiar la estructura 

primaria para que puedan formarse fragmentos escindidos de polisacáridos. 

Usualmente, el Co-60 es usado como fuente de rayos gamma. Hay gran cantidad 

de reportes sobre los efectos de la radiación gamma sobre la degradación de los 

polisacáridos, incluyendo tratamiento del quitosano, celulosa, almidón, ácido 

hialurónico, entre otras sustancias como carragenanos y fucoidanos de algas 

marinas. En el caso de los almidones, se ha visto incrementada su solubilidad y 

absorción de agua, así también su actividad antioxidante fue mejorada luego de 

la radiación46. Se sabe que hay preparados de heparinas de bajo peso molecular 

(LMWH) que se obtienen por depolimerización física (irradiación gamma) de 

heparina de mucosa porcina47. 
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Fig. 14. Métodos de modificación molecular de polisacáridos46 
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Fig.15. Degradación molecular de las cadenas polisacáridas por aplicación de 
energía (ultrasonido, microondas o radiación gamma). Obtención de 

fragmentos y mejora de la solubilidad46 

 
 
 
 

Tabla 7. Comparación de los métodos para producción de oligosacáridos 
 

MÉTODO VENTAJA DESVENTAJA 

 
Hidrólisis enzimática 

 
Eficiencia, acción específica y 
rendimiento 

Alto costo; requiere control 
riguroso de la reacción; 
contaminantes microbiológicos 

 
 
Hidrólisis ácida 

 
 
Simplicidad de proceso; costo 
reducido; rapidez 

 
Monosacáridos y sustancias 
tóxicas (furfural e HMF); acción 
no específica, bajo rendimiento 
de oligosacáridos 

 
 
Hidrólisis física 

 
No requiere uso de productos 
químicos 
Genera menor contaminación 
ambiental 

Los oligómeros podrían ser 
hidrolizados a monosacáridos. 
Instalaciones altamente 
costosas y capacitación en 
seguridad radiológica 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 
 

3.1 MATERIALES Y REACTIVOS 
 

3.1.1 EQUIPOS 
 

- Balanza analítica - ACCULAB SARTORIUS® 

- Estufa de aire circulante - KERT LAB® 

- Estufa simple - MEMMERT® 

- Evaporador rotatorio - BÜCHI® R205 

- Centrífuga - SPINETTE IEC® 

- Balanza analítica - METTLER® 

- Liofilizador - BIOBASE® 

- Molino de cuchillas - WILEYWILL® 

- Espectrofotómetro UV-Visible - THERMO SCIENTIFIC® modelo GENESYS 6 

- Espectrómetro FTIR ± SHIMADZU modelo IR AFFINITY-1 

- Espectrómetro RMN - BRUKER® modelo AVANCE III 
 
 

3.1.2 REACTIVOS 
 

- L (±��IXFRVD��������- SIGMA ALDRICH® 

- D (+) Ácido galacturónico monohidrato - SIGMA ALDRICH® 

- )XFRLGDQR�GH�)XFXV�YHVLFXORVXV�������- SIGMA ALDRICH® 

- Dextran sulfato ~ Mr 5 000 - SIGMA ALDRICH® 

- Dextran sulfato ~ Mr 40 000 - SIGMA ALDRICH® 

- Sulfato de condroitina de cartílago de tiburón (condroitina-6-sulfato) - SIGMA 

ALDRICH® 

- Dermatan sulfato (condroitina sulfato B) - SIGMA ALDRICH® 

- Heparina sódica 5000 UI/mL - NEWPARIN® 

- Enoxaparina sódia 40 mg/0.4 mL - CUTENOX® 

- Cloruro de cetilpiridinio - SIGMA ALDRICH® 

- Bromuro de hexadeciltrimetilamonio - SIGMA ALDRICH® 

- Carbazol - SIGMA ALDRICH® 

- Azul brillante de Coomassie G-250 - SIGMA ALDRICH® 

- 1.9 dimetilmetilen blue. ½ ZnCl2 - - SIGMA ALDRICH® 

- Sephadex G-75 - SIGMA ALDRICH® 
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- 1.3 diaminopropano - SIGMA ALDRICH® 

- Tris (hidroximetil) aminometano - MERCK® 

- Plasma control - WIENER LAB® 

- Kit diagnóstico Soluplastin - WIENER LAB® 

- Kit diagnóstico APTT Test - WIENER LAB® 

- Kit diagnóstico APTT Test ellágico - WIENER LAB® 

- Chromozym TH - ROCHE® 

- Azida de sodio - MERCK® 

- Albúmina sérica bovina - SIGMA ALDRICH® 

- Cisteína clorhidrato - MERCK® 

- Agarosa para electroforesis - MERCK® 

- Cloruro de sodio - MERCK® 

- EDTA - MERCK® 

- Fenol - MERCK® 

- Ácido acético glacial - FLUKA® 

- Alcohol etílico 96° rectificado 

- Ácido sulfúrico concentrado - FLUKA® 

- Vainillina - MERCK® 
 
 

3.1.3 MATERIAL BIOLÓGICO: Especie del alga parda Lessonia trabeculata 
 
 

3.2 METODOLOGÍA 
 

3.2.1 RECOLECCIÓN Y DETERMINACIÓN TAXONÓMICA 
 

La recolección de ejemplar algal de Lessonia trabeculata se llevó a cabo en las 

playas de Marcona ± departamento de Ica el mes de diciembre del 2015, con el 

apoyo del biólogo Alex Gamarra responsable de la división de macroalgas del 

Instituto del Mar del Perú ± Imarpe. La extracción involucró la participación de 

personal calificado de dicha institución, en una expedición de estudio 

programada para esta zona del litoral. El total de muestra recolectada 

(aproximadamente 10 Kg), fue almacenada y transportada a las instalaciones de 

Imarpe en contenedores termoaislantes y almacenados bajo refrigeración. 

La determinación taxonómica se llevó a cabo en el herbario del Museo de 

Historia Natural de la UNMSM, a cargo el biólogo Mario Benavente (Fig.42). 
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3.2.2 OPERACIONES UNITARIAS APLICADAS 
 

Se limpió y lavó superficialmente el alga colectada para eliminar residuos 

marinos, luego fue extendida para su deshidratación al aire libre por 72 horas 

hasta una adecuada pérdida de agua, posteriormente, fue secada en estufa 

simple a temperatura de 40 ºC hasta completa sequedad. 

El alga desecada fue triturada en el molino de cuchillas del Instituto de Ciencias 

)DUPDFpXWLFDV�\�5HFXUVRV�1DWXUDOHV�³-XDQ�GH�'LRV�*XHYDUD´� 

Se procedió a pesar la muestra seca triturada del alga parda para determinar el 

porcentaje de humedad y luego es almacenada en recipiente ámbar, hasta su 

posterior uso. Para la determinación del porcentaje de humedad se considera el 

peso inicial de muestra antes de secado y luego de la molienda, la diferencia 

respecto al total implica el porcentaje de peso del contenido de agua. 

 

 
3.2.3 EXTRACCIÓN, AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE 

FUCOIDANOS26,27,48 

200 g de muestra seca y en polvo de alga parda fue sometida a extracción de 

sus componentes lipófilos con acetato de etilo, mediante maceración por espacio 

de 1 semana, con agitación periódica. Posteriormente se sometió a filtración y 

se elimina el solvente remanente por desecación. Con la muestra resultante se 

utiliza para la extracción con solución salina (NaCl 0,2 M), con agitación 

constante por espacio de 18 horas a 60 °C. 

Posteriormente se procedió a la filtración y tamizaje en malla o tul fino, el resto 

de componentes sólidos se eliminan por centrifugación a 5000 RPM, resultando 

una solución uniforme. Los polisacáridos presentes en la solución fueron 

precipitados mediante la aplicación de alcohol etílico 96°, se dejó reposar 12 

horas bajo refrigeración (2 ± 8 °C). La muestra precipitada se separó con malla 

fina, luego redisuelta en agua destilada 50 °C, y reprecipitada con etanol de 96°. 

Este procedimiento fue repitido por 3 ocasiones. 

Para la purificación se utilizó sal de amonio cuaternaria, cloruro de cetilpiridinio 

(CCP) 1 %, para tal fin se mezclaron en relación 1V:1V CPP y la muestra 

redisuelta de polisacárido. Inmediatamente apareció un precipitado de coloración 
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crema a pardo característico del complejo CPP-polisacárido. Se dejó reposar a 

temperatura ambiente por 12 h. La muestra precipitada se separa por 

decantación con malla fina, y se eliminó la solución remanente mediante 

centrifugación a 5000 RPM. 

 
La ruptura del complejo para la liberación del polisacárido sulfatado tipo 

fucoidano se llevó a cabo aplicando sobre la muestra precipitada solución 2 M 

de NaCl, se sometió a agitación en vortex por 1 hora. Se formó una solución 

viscosa, la cual fue separada de los componentes sólidos residuales mediante 

centrifugación a 5000 RPM. Para el aislamiento final del fucoidano, se utilizó 

etanol 96° hasta la obtención de precipitado, se dejó reposar 12 horas bajo 

refrigeración (2 ± 8 °C). El procedimiento se repitió por 3 ocasiones. 

Finalmente, la muestra de fucoidano precipitado fue redisuelta en 200 mL de 

agua destilada, y sometida a liofilización (-56 °C por 72 horas) para su 

conservación y uso en pruebas posteriores. Se considera el peso final de 

fucoidano liofilizado respecto al peso de alga seca utilizada para la extracción 

para el cálculo del rendimiento de fucoidano. 
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al 1 % en la relación 1:1 con la muestra 
 
 
 
 
 
 

   en solución de NaCl 2 M a 40 °C  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 16. Procedimiento para la obtención de fucoidanos purificados a partir de 

muestras algales desecada 
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3.2.4 IRRADIACIÓN GAMMA DE FUCOIDANOS 
 

Este procedimiento se llevó a cabo en las instalaciones de la sección de 

Servicios ± Laboratorio de Irradiación de Alimentos del Instituto Peruano de 

Energía Nuclear (IPEN), bajo el asesoramiento del Lic. Johny Vargas. 

Las dosis de irradiación gamma consideradas fueron de 10 KGy, 30 KGy, 50 

KGy y 100 KGy49-53. 

3.2.4.1 EVALUACIÓN DE CONTENEDORES54,55 

 
Como paso previo, se consideró evaluar qué contenedor era el más adecuado 

para la ejecución experimental, es decir, que no sufriera daños ni alteraciones 

marcadas a la mayor dosis. Por ello, se sometieron a irradiación (dosis de 50 

KGy y 100 KGy) frascos de diferente material: polipropileno color blanco, 

polietileno color blanco y transparente, polietileno tereftalato (PET) transparente, 

de 50, 100, 120 y 120 mL de capacidad respectivamente. 

3.2.4.2 DOSIMETRÍA56 

 
Se siguió la dosimetría estándar de referencia ASTM 1026 (Fricke) que consiste 

en la irradiación de la muestra producto con dosímetros y mapeo dosimétrico en 

la cámara de irradiación del equipo Gammacell 220 Excel, con la finalidad de 

establecer la dosis mínima, máxima, uniformidad de dosis, con el fin de calcular 

los tiempos de irradiación correspondientes a cada dosis a suministrar al 

fucoidano. 

Se prepararon 400 mL de una solución de fucoidano a 5 mg/mL, añadido en 4 

recipientes transparentes de polietileno tereftalato PET, además 2 frascos de la 

misma geometría y volumen que contenían agua destilada. En la zona lateral y 

de la base del contenedor se colocaron dos ampollas cuyo contenido es una 

solución de FeSO4. Se evaluaron diferentes tiempos de irradiación 60, 100, 140, 

180 y 220 segundos y la variación de dosis en función a la absorbancia. Se hizo 

cambio de ámpulas por cada tiempo de evaluación. A partir de la correlación 

lineal establecida, se obtuvo la tasa de dosis/h de la muestra. 
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3.2.4.3 APLICACIÓN DE IRRADIACIÓN A DOSIS DEFINIDAS 
 

Mediante la dosimetría se determinaron los tiempos requeridos para las dosis de 

irradiación. 

Tabla 8. Tiempo necesario para llegar a la dosis de trabajo 
 

Dosis Tiempo (minutos) Tiempo (horas) 

10 KGy 199,80 min 3,33 h 

30 KGy 599,42 min 9,99 h 

50 KGy 999,04 min 16,65 h 

100 KGy 1998,07 min 33,30 h 

 
 

Para cada jornada de irradiación se preparó en el momento la muestra de 

trabajo, que sería irradiada a la concentración 5 mg/mL (volumen final 400 mL) 

dosificada en 4 recipientes PET según la geometría establecida en la dosimetría 

química según método de Fricke. En el contenedor siempre se colocaron dos 

dosímetros, uno lateral y otro basal, como indicadores de calidad respecto a las 

dosis recibidas. Posteriormente fueron colocados dentro de la cámara de 

irradiación del equipo Gammacell 220. Las muestras luego de culminado el 

proceso, fueron liofilizadas (-56 °C x 72 horas). Estas luego serían utilizadas para 

las pruebas bioquímicas, caracterización química y evaluación de pesos 

moleculares. 
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Fig. 17. Procedimiento de trabajo los fucoidanos irradiados con rayos gamma 
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3.2.5 CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DE FUCOIDANOS 
 

3.2.5.1 PREPARACIÓN DE HIDROLIZADOS 
 

Se realizó con la finalidad de analizar cromatográficamente los monómeros 

presentes en las muestras de fucoidanos (con/sin irradiación) así como la 

determinación del contenido de sulfatos y ácidos urónicos. Para ello se pesaron 

50 mg de fucoidano y se le añadieron 5 mL de ácido fórmico 90 % en un tubo 

con taparrosca o recipiente sellado. Se calentó a temperatura de 100 °C en 

estufa simple por 6 horas. Se filtraron los residuos y la solución se neutralizó con 

BaCO3. Posteriormente se sometió a liofilización57-59. 

 
 

3.2.5.2 CUANTIFICACIÓN DE SULFATOS 
 

El contenido de sulfato en las muestras de fucoidano se determinó por el método 

basado en el uso del azul dimetilmetileno (DMMB). El fucoidano se preparó a la 

concentración de 500 µg/mL, mientras el DMMB (16 mg de DMBB, 3,04 g de 

glicina y 2,34 g de cloruro de sodio para volumen de 1L), fue añadido en 

proporción 1 : 2 respectivamente. La cuantificación se realizó en base a una 

curva de calibración que utiliza como estándar el sulfato de condroitina a 

concentraciones ascendentes 1, 2.5, 5, 10, 20 µg/mL. La lectura 

espectrofotométrica se realiza a 525 nm49,60. 

 
 

3.2.5.3 CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDOS URÓNICOS 
 

El contenido de ácidos urónicos residuales en las muestras de fucoidano 

hidrolizado, se cuantificó por el método basado en el uso del carbazol. Para tal 

fin, se utilizó una solución 0,025 M de tetraborato de sodio en ácido sulfúrico 

concentrado, carbazol 0,125 % en etanol 96° y como estándar de calibración al 

ácido galacturónico a las concentraciones de 5, 10, 25, 50, 75, 100 y 200 µg/mL. 

La lectura espectrofotométrica se realizó a 530 nm. El procedimiento fue el 

siguiente61-64: 
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Tabla 9. Cuadro resumen para el procedimiento de análisis de ácidos urónicos 

en muestras de fucoidano 
 

 Blanco 
(H2Od) 

MP 
(Fucoidano) 

Estándar 
(Condroitina 6 sulfato) 

Muestra 1 mL 1 mL 1 mL 

Na2B4O7.10H2O 0,025 M 5 mL 5 mL 5 mL 

Calentar por 10 minutos en baño maría hirviente. Enfriar a temperatura ambiente 

Carbazol 0,125 % 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL 

Homogenizar y someter a baño maría hirviente por 15 minutos. Enfriar a temperatura 

ambiente. Leer al espectrofotómetro a longitud de onda de 530 nm 

 
 

3.2.5.4 CUANTIFICACIÓN DE L-FUCOSA 
 

El contenido de fucosa en las muestras de fucoidano hidrolizado se determinó 

mediante el método de Dische. Se prepararon muestras de L-Fucosa en agua 

destilada a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 75 µg/mL para la curva de 

calibración. Las muestras de fucoidano hidrolizado se prepararon a la 

concentración de 500 µg/mL y el clorhidrato de cisteína al 5 % en agua 

destilada65,66. El procedimiento fue el siguiente: 

Tabla 10. Cuadro resumen para el procedimiento de análisis del contenido de 

fucosa en muestras de fucoidano 
 

 Blanco 
(H2Od) 

MP 
(fucoidano) 

Estándar 
(L-Fucosa) 

Muestra 1 mL 1 mL 1 mL 

H2SO4 (6:1) 4,5 mL 4,5 mL 4,5 mL 

(1) Mantener en baño de agua fría con hielo y mezclar 

(2) Luego se lleva a baño de agua a 25 ºC x 3 ± 4 minutos 

(3) Se lleva a baño maría hirviente x 3 minutos 

(4) Se enfrían los tubos con agua de grifo 

Cisteina HCl al 5 % 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 

(5) Mezclar. Realizar lecturas a 396 nm y 427 nm 

 
Fórmula: AbsFucosa = Abs 396nm ± Abs427nm (modo de corrección a la presencia de 

hexosas) 
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3.2.5.5 CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
 

La cuantificación del contenido residual de proteínas en las muestras de 

fucoidano se realizó mediante el método de Bradford. Se utiliza albúmina sérica 

bovina como estándar de calibración y el reactivo azul brillante de Coomassie G- 

250 67. 

 
 

3.2.5.6 ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO68-73 

 
- SOPORTE: Silicagel G-60 

- SISTEMA DE SOLVENTES: acetato de etilo, ácido fórmico, ácido acético, agua 

(100:11:11:27) v/v 

- ESTÁNDAR: L- Fucosa a 100 µg/mL 

- MUESTRAS: Hidrolizados de fucoidano a 1000 µg/mL 

- REVELADORES: 

Solución de timol sulfúrico: Presencia de manchas rosadas 

Solución de vainillina sulfúrica: Presencia de manchas violáceas ± verduzcas. 
 
 

Se evaluaron comparativamente las relaciones de flujo (RFs) de los fucoidanos 

hidrolizados respecto al estándar, según las manchas características de cada 

revelado. 

 

 
3.2.5.7 ESPECTROSCOPÍA INFRARROJA73-75 

 
Las señales características presentes en los fucoidanos se evaluaron a partir de 

los espectros en rango del infrarrojo medio (4000 a 700 cm-1) por el método ATR 

(reflectancia total atenuada), obtenidos en el espectrofotómetro IR modelo IR 

AFFINITY-1 con transformada de Fourier (FTIR) en la Unidad de Servicios de 

Análisis Químicos (USAQ) de la Facultad de Química e Ingeniería Química de la 

UNMSM. 
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3.2.5.8 ESPECTROSCOPÍA DE RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR76-83 

 
25 mg de muestras de cada fucoidano fueron coevaporadas en agua deuterada 

D2O en dos ocasiones y sometidas a liofilización, a fin de garantizar la saturación. 

La muestra para el análisis fue disuelta en 500 µL de D2O, y procesada a 60 °C 

como temperatura de trabajo. Se reportan los desplazamientos químicos 

característicos y las diferencias evidenciadas entre cada una de las muestras. 

Adicionalmente se analizó como estándar de comparación el fucoidano del alga 

Fucus vesiculosus 95 % de pureza (Sigma Aldrich). 

Los espectros 1H/NMR fueron obtenidos en el espectrómetro Bruker AVANCE III 

HD 500 MHz (11,75 T) TCI-He de la Pontificia Universidad Católica del Perú, 

Departamento de Ciencias ± Sección Química, CERMN. 

 
 

3.2.5.9 EVALUACIÓN DE PESOS MOLECULARES 
 

3.2.5.9.1 VISCOSIMETRÍA 
 

Se realizó en el Centro de Control Analítico (CCA) ± Cenprofarma de la Facultad 

de Farmacia y Bioquímica de la UNMSM mediante el método de Brockfield96. Las 

muestras de fucoidano sin irradiar e irradiados (10, 30, 50 y 100 KGy), 

individualmente se prepararon a volumen de 250 mL al 0,5% en agua destilada. 

Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente con un total de 5 

repeticiones por muestra. 

 

 
3.2.5.9.2 CROMATOGRAFÍA DE EXCLUSIÓN MOLECULAR26,27 

 
- Columna cromatográfica: 10 x 1,5 cm 

- Soporte: Sephadex G-75 

- Solvente: Ácido acético 0,2 M 
 
 

Preparación del tamiz 
 

Se pesó 2,5 g de sephadex G-75 y se diluyó en 50 mL de H2O bidestilada. Debe 

presentar consistencia fluida. Se almacenó en refrigeración por 24 horas, para la 

hidratación hasta que adopte el tamaño esferular adecuado. 
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Empacado de la columna 
 

Se homogenizó el sephadex hidratado antes de añadir. Previamente se coloca 

lana de vidrio en la base. Se incorporó cuidadosamente el sephadex por las 

paredes de la columna para evitar la formación de burbujas. Se destapa la base 

para ver si el flujo de salida de H2Od es adecuado. Se cerró la llave y se mantuvo 

el volumen residual, luego reposó por 24 horas a temperatura ambiente. 

Proceso cromatográfico 
 

Se eluyó el solvente ácido acético 0,2 M a través de la columna y luego fue 

añadida la muestra de fucoidano (250 mg en 2 mL de agua bidestilada), que se 

fija en la sección superior de la columna, se apertura el cierre inferior y se añadió 

progresivamente el solvente evitando la disgregación del soporte. Los eluatos 

fueron colectados en viales a volúmenes referenciales de 2 mL. El comparativo 

de volumen se hace con un frasco idéntico que contiene solución coloreada de 

cloramina T o azul de bromofenol. La presencia de azúcares fue monitoreada en 

placa de toques con reactivo de Dubois (fenol al 80 % y H2SO4 conc.). Se 

obtuvieron un total de 20 eluatos por muestra de fucoidano, los cuales fueron 

sometidos a liofilización para su posterior análisis electroforético. 

 

 
3.2.5.9.3 ELECTROFORESIS EN PAPEL84-85 

Preparación de reactivos 

SOLUCIÓN FIJADORA: Mezcla de 20 mL de solución de formaldehido (35 %en 

peso) con 80 mL de etanol 96º 

REVELADOR O AGENTE CROMÓGENO: 0,04 mg de azul de metileno disuelto 

en una mezcla de 20 mL de agua destilada con 80mL de acetona 

SOLUCIÓN DE INMERSIÓN: Ácido Acético al 5 % 

SOLUCIÓN BUFFER: Borato pH = 8 concentración: 0,05 M 

FUCOIDANOS: Sin irradiar, irradiados (10, 30, 50 y 100 KGy) a la concentración 

de 25 mg/mL 
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ESTANDARES: Heparina, enoxaparina, sulfato de condroitina, fucodiano de 

Fucus vesiculosus, dermatán sulfato, dextrán sulfato (MW ~ 5 y 40). A 

concentraciones de 1000 µg/mL. 

Procedimiento 
 

Se preparan tiras de papel Whatman # 1 (30,5 cm x 6,5 cm) 
 
 

 
Se disolvieron 10 mg de muestra (polisacárido liofilizado) en 1 mL de agua 

destilada, se sembró con ayuda de un capilar en cuatro puntos diferentes. 

Se utilizó 400 mL de buffer borato pH 8,0 a 0,05 M. Se programó la fuente de 

poder a 300 V y desarrolló por 2 ½ h. Transcurrido el tiempo, el papel fue 

colocado en la solución fijadora por 15 minutos. La tira (electroforegrama) fue 

secada y atomizada con la solución de revelado (azul de metileno), luego el 

exceso de colorante se retiró con la solución de inmersión y con agua destilada. 

Se reporta la movilidad electroforética evidenciada por la presencia de manchas 

azul violáceas por reacción metacromática. 

 
 

3.2.5.9.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA26,27 

 
Aproximadamente 15 µg de fucoidano es aplicado a una superficie de gel de 

agarosa al 1,5 %, se desarrolló por espacio de 3 horas a 110 V en solución buffer 

0,05 M de 1,3 diaminopropano/acetato (pH = 9). Los fucoidanos en el gel se 

fijaron con una solución al 1 % de N-cetil-N, N, N trimetilamonio. Asimismo, 

también se evaluaron los estándares de polisacáridos sulfatados: sulfato de 

condroitina, dermatán sulfato, fucoidano de Fucus vesiculosus, dextrán sulfato 

(MW ~ 5 y 40), heparina y enoxaparina. Las muestras de fucoidano utilizadas 

corresponden a aquellas que fueron obtenidas por tamizaje molecular en 

sephadex G-75, escogiendo el vial más representativo en peso de liofilizado. 
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3.2.6 PRUEBAS DE COAGULACIÓN 
 

3.2.6.1 PRUEBA DE TIEMPO DE PROTROMBINA 
 

Esta prueba se realizó considerando el método provisto en la prueba Soluplastin 

(Wiener-Lab) de tromboplastina cálcica para la determinación de Tiempo de 

Protrombina en una etapa86 y modificaciones. 

Procedimiento: 
 

1. Colocar en un tubo de hemólisis 100 µL de plasma control y 20 µL de 

muestra de análisis (fucoidano, estándar) en baño de agua a 37 °C 

durante 2 -3 minutos (no más de 10 minutos) 

2. En un tubo de hemólisis colocar 200 µL Reactivo A (tromboplastina de 

cerebro de conejo liofilizada) reconstituido, preincubar a 37 °C durante 2 

a 3 minutos (no más de 10 minutos) 

3. Pipetear la mezcla inicial y añadir rápidamente al tubo con 200 µL de 

reactivo A, disparando el cronómetro inmediatamente, mantener en baño 

maría a 37 °C. 

Observaciones: 
 

- Se utiliza un asa de siembra para evaluar la formación del coágulo 

- Previo al tiempo estimado de coagulación se inclina el tubo y se desliza 

suavemente el asa de siembra en la mezcla a fin de retirar el coágulo 

- Se detiene el cronómetro en el momento de formación del coágulo 

- Fucoidano (0, 10, 30, 50, 100 KGy) a 10 mg/mL 

- Estándar (heparina, enoxaparina) a 100 y 1000 ȝJ�P/ 
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3.2.6.2 PRUEBA DE TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVA 

(TTPa) 

La prueba de tiempo de tromboplastina parcial activa se realizó según el método 

provisto en la prueba ATTP Test (Wiener-Lab)87 y modificaciones. 

 
Procedimiento: 

 
 

Precalentar el Reactivo B (solución de cloruro de calcio 0,025 mol/L) antes de 

realizar la prueba en baño de agua a 37 °C. 

 
En un tubo de hemólisis colocar: 

 
 

1. Colocar en un tubo de hemólisis 100 µL de plasma control y 20 µL de 

muestra de análisis (fucoidano, estándar) en baño de agua a 37 °C 

durante 2 -3 minutos (no más de 10 minutos) 

2. Luego añadir 100 µL de Reactivo A (cefalina con tierra de diatomeas). 

Homogenizar, mezclar e incubar 3 minutos a 37 °C. 

3. Añadir 100 µL de Reactivo B y disparar simultáneamente el cronómetro. 
 
 

Observaciones: 
 

- Se utiliza un asa de siembra para evaluar la formación del coágulo 

- Previo al tiempo estimado de coagulación se inclina el tubo y se desliza 

suavemente el asa de siembra en la mezcla a fin de retirar el coágulo 

- Se detiene el cronómetro en el momento de formación del coágulo 

- Fucoidano (0, 10, 30, 50, 100 KGy) a 10 mg/mL 

- Estándar (heparina, enoxaparina) a 100 y 1000 ȝJ�P/ 
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3.2.6.3 PRUEBA DE INHIBICIÓN DE LA GENERACIÓN DE TROMBINA 
 

3.2.3.3.1 PREPARACION DE REACTIVOS88 

 
Tabla 11. Resumen de la preparación de reactivos de la prueba de inhibición de 

generación de trombina 
 

Solución Preparación 

 
Buffer Tris 

(50 mM, pH = 8,3; 

227 mM NaCl) 

Disolver 605,5 mg de Tris y 1,33 g de NaCl en 75 mL de 

agua bidestilada. Ajustar el pH con HCl y llevar a 

volumen de 100 mL. Disolver 100 mg de BSA y 100 mg 

de azida de sodio para su conservación. 

1,9 mM solución 

Chromozym TH 

Disolver 5 mg de Chromozym TH en 4 mL de agua 

bidestilada. Usar dentro de las 24 horas. 

Ambas soluciones deben almacenarse bajo refrigeración (2 ± 8 °C) 

 
Chromozym TH 

solución de trabajo 

En un tubo de trabajo se añade 2,8 mL de buffer Tris 

50 mM y 0,3 mL de Chromozym TH 1,9 mM. Mezclar y 

mantener a 37 °C para la prueba. Usar dentro de las 24 

horas. 

 
También se preparan solución de EDTA 10 mM y ácido acético al 50 %, ambos 

utilizan agua bidestilada en su preparación. 

 

 
3.2.3.3.2 PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

 
A partir de las muestras liofilizadas de fucoidanos (sin irradiar e irradiados a dosis 

10, 30, 50 y 100 KGy) se prepararon concentraciones de 0.5, 1, 5, y 10 mg/mL 

en agua bidestilada. 

Las muestras patrón o estándar fueron preparadas a concentraciones de 0.1, 1, 

5, 10 µg/mL para la heparina, mientras que para la enoxaparina fueron de 10, 

20, 40 y 80 µg/mL. 
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3.2.3.3.3 PROCEDIMIENTO89-91 

 
Tabla 12. Cuadro resumen del procedimiento de la prueba de inhibición de la 

generación de trombina 
 

 ESTANDAR MP BLANCO 

PLASMA CONTROL (37 °C) 100 µL 100 µL 100 µL 

ESTANDAR (heparina, enoxaparina) 50 µL - - 

MP (fucoidano) - 50 µL - 

BLANCO (H2O bid o BUFFER) - - 50 µL 

Incubar x 1 min a 37 °C 

REACTIVO A (Actina) 50 µL 50 µL 50 µL 

REACTIVO B (CaCl2) 50 µL 50 µL 50 µL 

Incubar x 2 min a 37 °C 

EDTA 10 mM 200 µL 200 µL 200 µL 

Homogenizar y extraer 100 µL de cada mezcla 

Extraído 100 µL 100 µL 100 µL 

CHROMOZYM TH (37 °C) 

Solución de trabajo 
3100 µL 3100 µL 3100 µL 

Incubar x 3 min a 37 °C 

ACIDO ACÉTICO 50 % 300 µL 300 µL 300 µL 

Volumen final 3500 µL 3500 µL 3500 µL 

Leer al espectrofotómetro a 404 nm 

% Inhibición = (1-trombina residual/trombina inicial)*100 

 
 

3.2.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos se emplearon los 

programas SPSS versión 22 y Minitab 17. Los resultados generales son 

UHSRUWDGRV�FRPR�³0HGLDV���- 6�'��'HVYLDFLyQ�HVWiQGDU�´�HQ�DQiOLVLV�GHVFULSWLYR��

La comparación de la medida de tendencia central entre grupos se evalúa 

mediante las pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis tomando en cuenta los supuestos 

de normalidad y homogeneidad de varianzas, y las diferencias se corroboraron 

mediante la prueba Post Hoc HSD ± Tukey y Z-Score de KW con un nivel de 

confianza del 95 %. 
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Fig. 18. Esquema de comparación de medida de tendencia central para 3 o más grupos (Fuente: Ing. Est. José Camero, curso Estadística 

Aplicada en el marco de la norma ISO/IEC 17025:2005) 
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IV. RESULTADOS 

4.1 RENDIMIENTO Y PORCENTAJE DE HUMEDAD 

Tabla 13. Valores de rendimiento de fucoidano y porcentaje de humedad 
 

 
% HUMEDAD 

De 10 Kg de alga fresca, se obtuvo 2,1 Kg de muestra 
desecada, representando un 79 % en peso, el 
contenido de agua presente 

 
RENDIMIENTO DE FUCOIDANO 

A partir de 200 g de muestra seca, luego de someter 
a extracción, purificación y aislamiento, se obtienen 
3,34 ± 0,24 g de fucoidano 

 
4.2 IRRADIACIÓN GAMMA 

Tabla 14. Características de los contenedores irradiados 
 

 
CONTENEDOR 

DOSIS 50 KGy DOSIS 100 KGy 

PARDEAMIENTO FRAGILIDAD PARDEAMIENTO FRAGILIDAD 

Polietileno 
tereftalato (T) NP NP NP* NP 

Polipropileno (B) P NP P P 
Polietileno (B) P NP P NP 
Polietileno (T) NP NP P NP 

(B: blanco, T: transparente, P: presenta, NP: No presenta) 
*Ligeramente en las tapas 

 
Se escoge el frasco de polietileno tereftalato PET como contenedor de la muestra a 
irradiar debido a que se afecta mínimamente por aplicación de altas dosis de radiación 
gamma. 

Tabla 15. Determinación de la dosimetría. Obtención de dosis mínima y máxima 
 
 

TIEMPO [s] DOSIS MÍNIMA DOSIS MÁXIMA   DOSIS 
MINIMA 

DOSIS 
MAXIMA 

60 0,0543 0,07841 Constante 0,004196 0,002207 

100 0,08741 0,12748 Error 
Estándar Y 

0,000506 0,005733 

140 0,1208 0,17569 R cuadrado 0,999931 0,996153 

180 0,15507 0,23783 Grados de 
Libertad 

4 4 

220 0,1873 0,27587 Coeficiente 
X 

0,000834 0,001263 

 

Total recibido 0,60489 0,89528  
Promedio 0,75008  

 

VALOR DOSIS MINIMA 3,0029 kGy/h  

VALOR DOSIS MAXIMA 4,5475 kGy/h 

UNIFORMIDAD DE DOSIS 1,51436 
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4.2.1 DOSIMETRÍA FRICKE EN PRODUCTO 
FECHA:  09/08/16 EMPRESA SOLICITANTE: UNMSM ± TESIS FUCOIDANO 

PESO : 600  g TEMP. IRRADIACION 19,7 FACTORES FACTOR 
   PARA Dw 

 
 

 
Dosis Agua Dw 

 

DENSIDAD Aparente(g/mL) : 0.17  TEMP. MEDICION 20   0,278  1,004 0,279112 
Longitud de Onda : 303,4 nm TEMP. AMBIENTE 20,5 0,278   

ABSORBANCIA BLANCO : 0,009       
 

Tabla 16. Calibración con estándar Fricke para la obtención de dosis asociadas a tiempo de trabajo 
 

TIEMPO 
(s) 

 
POSICION ABSORBANCIA  

/\A = Ai ± A0 TEMPERATURA 
MEDICION [°C] 

TEMPERATURA 
IRRADIACION [ºC] 

 
DOSIS [kGy] 

DOSIS 
CORREGIDA 

[kGy] 

DOSIS 
PROMEDIO 

[kGy] 

DOSIS 
PROM.GRAL 

. [kGy] 
 

60 

3 0,279 0,27 20 19,7 0,07506 0,07824 Dmax:  
 

0,06635 
5 0,279 0,27 20 19,7 0,07506 0,07841 0,07841 
6 0,196 0,187 20 19,7 0,05199 0,0543 Dmin: 
7 0,196 0,187 20 19,7 0,05199 0,0543 0,0543 

 

100 

3 0,448 0,439 20 19,7 0,12204 0,12748 Dmax:  
 

0,10744 
5 0,448 0,439 20 19,7 0,12204 0,12748 0,12748 
6 0,31 0,301 20 19,7 0,08368 0,08741 Dmin: 
7 0,31 0,301 20 19,7 0,08368 0,08741 0,08741 

 

140 

3 0,614 0,605 20 19,7 0,16819 0,17569 Dmax:  
 

0,14824 
5 0,614 0,605 20 19,7 0,16819 0,17569 0,17569 
6 0,425 0,416 20 19,7 0,11565 0,1208 Dmin: 
7 0,425 0,416 20 19,7 0,11565 0,1208 0,1208 

 

180 

3 0,828 0,819 20 19,7 0,22768 0,23783 Dmax:  
 

0,19645 
5 0,828 0,819 20 19,7 0,22768 0,23783 0,23783 
6 0,543 0,534 20 19,7 0,14845 0,15507 Dmin: 
7 0,543 0,534 20 19,7 0,14845 0,15507 0,15507 

 

220 

3 0,959 0,95 20 19,7 0,2641 0,27587 Dmax:  
 

0,23159 
5 0,959 0,95 20 19,7 0,2641 0,27587 0,27587 
6 0,654 0,645 20 19,7 0,17931 0,1873 Dmin: 
7 0,654 0,645 20 19,7 0,17931 0,1873 0,1873 
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Tabla 17. Tiempo calculado por dosimetría Fricke para las dosis de irradiación 
 

Dosis Tiempo (minutos) Tiempo (horas) 

10 KGy 199,80 min 3,33 h 

30 KGy 599,42 min 9,99 h 

50 KGy 999,04 min 16,65 h 

100 KGy 1998,07 min 33,30 h 

 
A partir de la dosimetría de la muestra, se considera la dosis mínima 3,0029 KGy 
por hora, para establecer los tiempos necesarios para lograr las dosis de 
radiación gamma para el estudio. 
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4.3 ANÁLISIS QUÍMICO DE FUCOIDANOS 
 
 
 

Tabla 18. Consolidado del análisis químico cuantitativo de los fucoidanos 
 
 
MUESTRAS 

FUCOSA GRUPO SULFATO ÁCIDOS URÓNICOS PROTEÍNAS 

(mg/g) % (mg/g) % (mg/g) % (mg/g) % 

Fucoidano 0 KGy 473,99 ± 0,61 47,40 107,95 ± 0,36 10,80 8,91 ± 1,33 0,89 10,97 ± 0,55 1,10 
Fucoidano 10 KGy 487,24 ± 0,59 48,73 116,01 ± 0,22 11,60 7,88 ± 0,84 0,79 11,37 ± 0,33 1,14 
Fucoidano 30 KGy 482,19 ± 0,51 48,22 141,41 ± 0,18 14,41 7,22 ± 0,70 0,72 8,92 ± 0,58 0,89 
Fucoidano 50 KGy 491,33 ± 0,74 49,13 134,35 ± 0,22 13,44 6,47 ± 1,13 0,65 7,85 ± 0,77 0,79 
Fucoidano 100 KGy 486,51 ± 0,88 48,65 164,41 ± 0,22 16,44 9,09 ± 0,53 0,91 7,52 ± 0,22 0,75 

 
*Fucosa (expresado en mg y % de L -fucosa presente en muestra de fucoidano) ± Método Dische 
*Sulfato (expresado en mg y % de sulfato de condroitina presente en muestra de fucoidano) ± Método DMMB 
*Ácidos urónicos (expresados en mg y % de ácido D- galacturónico presente en muestra de fucoidano) ± Método carbazol sulfúrico 
*Proteínas (expresados en mg y % albúmina sérica bovina presente en muestra de fucoidano) ± Método Bradford 

Para todos los casos se consideró la media de 3 mediciones y la correspondiente desviación estándar 
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Fig. 19. Curva de calibración correspondiente a la cuantificación de Fucosa en 

muestras de fucoidano, por el método de Dische 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 20. Curva de calibración correspondiente a la cuantificación de ácidos 
urónicos en muestras de fucoidano, por el método de carbazol-sulfúrico 

 
 

En ambos casos se observa una fuerte asociación entre variables cuantitativas 

(concentración vs absorbancia) con un coeficiente de determinación mayor a 

0.99 (99 % de correlación). 
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Fig. 21. Curva de calibración correspondiente a la cuantificación de proteínas 

en muestras de fucoidano, por el método de Bradford 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 22. Curva de calibración correspondiente a la cuantificación de proteínas 
en muestras de fucoidano, por la aplicación de DMMB 

 
 

En ambos casos se observa una fuerte asociación entre variables cuantitativas 

(concentración vs absorbancia) con un coeficiente de determinación mayor a 

0.98 (98 % de correlación). 
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4.4 EVALUACIÓN DE PESOS MOLECULARES 
 
 
4.4.1 VISCOSIMETRÍA 

 
 

Tabla 19. Resultados de viscosidad determinada por el método Brockfield 
 

MUESTRA VISCOSIDAD (cps) 

Fucoidano 0 KGy 9,25 ± 0,25 

Fucoidano 10 KGy 7,38 ± 0,41 

Fucoidano 30 KGy 6,75 ± 0,25 

Fucoidano 50 KGy 5,15 ± 0,09 

Fucoidano 100 KGy 4,88 ± 0,22 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.23. Cuadro comparativo de la variación de viscosidad respecto a la dosis 
de radiación sometida 

 
 
Se observa conforme se aplica la irradiación gamma a los fucoidanos, estos 

presentan disminución de la viscosidad, lo cual es un indicador de disminución 

del peso molecular. 
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4.4.2 ELECTROFORESIS EN PAPEL 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C D E 

MUESTRA MOVILIDAD ELECTOROFÉTICA 
A: Fucoidano 0 KGy 0,375 
B: Fucoidano 10 KGy 0,556 
C: Fucoidano 30 KGy 0,593 
D: Fucoidano 50 KGy 0,519 
E: Fucoidano 100 KGy 0,556 

 

Fig. 24. Electroferogramas en papel luego de la fijación con azul de metileno. 
Movilidad electroforética reportada para muestras de fucoidano. 

 
 
Si bien es cierto la movilidad electroforética es prácticamente semejante entre 

las muestras analizadas, se muestra que conforme aumenta la dosis de 

irradiación hay disminución de la cola, lo que en indicador indirecto de reducción 

del peso molecular del fucoidano. Los recorridos de los estándares no resultaron 

destacables para un análisis comparativo. 
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4.4.3 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 
 
 
 

 

ESTÁNDAR MOVILIDAD ELECTOROFÉTICA 
A: Condroitina sulfato ~ 60 KDa 0,74 
B: Dextran sulfato ~ 40 KDa 0,71 
C: Dextran sulfato ~ 5 KDa 0,61 
D: Fucoidan Fucus vesiculosus ~ 300 KDa 0,87 
E: Enoxaparina sódica ~ [4 - 6] KDa 0,73 
F: Heparina sódica ~ [15 - 30] KDa 0,80 

 
 

Fig. 25. Electroferogramas en gel de agarosa luego de la fijación bromuro de 
hexadeciltrimetilamonio. Movilidad electroforética reportada para estándares de 

polisácaridos sulfatados 
 
 
La movilidad electroforética de los estándares de polisacáridos sulfatados en el 

gel de agarosa se encuentra relacionada tanto al peso molecular como al grado 

de sulfatación de la molécula. 
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MUESTRA MOVILIDAD ELECTOROFÉTICA 
A: Fucoidano 0 KGy 0,74 
B: Fucoidano 10 KGy 0,68 
C: Fucoidano 30 KGy 0,63 
D: Fucoidano 50 KGy 0,60 
E: Fucoidano 100 KGy 0,57 

 

Fig. 26. Electroferogramas en gel de agarosa luego de la fijación bromuro de 
hexadeciltrimetilamonio. Movilidad electroforética reportada para fucoidanos 

 
 
La movilidad electroforética de los fucoidanos en el gel de agarosa se encuentra 

relacionada tanto al peso molecular como al grado de sulfatación de la molécula. 

La disminución del recorrido conforme la muestra fue sometida a mayores dosis 

de irradiación es un indicador de reducción del peso molecular. 
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4.5 ANÁLISIS ESPECTROSCÓPICO 

4.5.1 ESPECTROSCOPÍA INFRARROJA 

El espectro IR de las muestras de fucoidano presentan números de onda en el 
rango de 4000 cm-1 a 750 cm-1 que corresponde al infrarrojo medio y que 
caracteriza a los principales grupos funcionales orgánicos según su vibración 
característica. 

Se observa que tanto las muestras de fucoidano menor a mayor grado de 
irradiación, mantienen las mismas señales vibracionales que son las siguientes: 

Tabla 20. Vibraciones obtenidas por muestra de fucoidano, asociación e 
interpretación de las señales 

 

Muestra Vibración (cm-1) Descripción 
Fucoidano 0 KGy 3302,13 

Indica la vibración por estiramiento del 
enlace O - H del grupo funcional hidroxilo. 
Rango normal: 3350 ± 150 cm-1 

Fucoidano 10 KGy 3298,28 
Fucoidano 30 KGy 3267,41 
Fucoidano 50 KGy 3267,41 
Fucoidano 100 KGy 3271,27 
Fucoidano 0 KGy 2927,94  

Indica la vibración del enlace C-H por 
estiramiento del anillo piranósico y el C-6 
de las unidades de fucosa 

Fucoidano 10 KGy 2927,94 
Fucoidano 30 KGy 2927,94 
Fucoidano 50 KGy 2650,19 
Fucoidano 100 KGy 2927,94 
Fucoidano 0 KGy 1604,77  

Indica la vibración por estiramiento 
asimétrico del carboxilato O ± C ± O 

Fucoidano 10 KGy 1604,77 
Fucoidano 30 KGy 1604,77 
Fucoidano 50 KGy 1600,92 
Fucoidano 100 KGy 1600,92 
Fucoidano 0 KGy 1411,89 

Indica la vibración del enlace C ± OH con 
contribución del estiramiento simétrico 
vibracional del grupo carboxilato 
O ± C ± O 

Fucoidano 10 KGy 1411,89 
Fucoidano 30 KGy 1411,89 
Fucoidano 50 KGy 1411,89 
Fucoidano 100 KGy 1408,04 
Fucoidano 0 KGy 1238,30  

Indica la vibración por estiramiento del 
enlace S = O del grupo sulfato 

Fucoidano 10 KGy 1238,30 
Fucoidano 30 KGy 1238,30 
Fucoidano 50 KGy 1238,30 
Fucoidano 100 KGy 1234,44 
Fucoidano 0 KGy 813,96 

Indica la vibración característica del 
estiramiento del enlace C ± O ± S del 
grupo sulfato. Corresponde a la posición 
ecuatorial del enlace en C ± 2/3 

Fucoidano 10 KGy 813,96 
Fucoidano 30 KGy 813,96 
Fucoidano 50 KGy 810,10 
Fucoidano 100 KGy 810,10 
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Fig. 27. Espectros infrarrojos superpuestos de los fucoidanos a diferentes dosis de irradiación. Se observan las señales características a 

3300, 1600 y 813 cm-1, correspondiente a las vibraciones del grupo hidroxilo, carboxilato y sulfato respectivamente. 

23-03 : Fucoidano 50 KGy 
23-04 : Fucoidano 30 KGy 
023-02: Fucoidano 0 KGy 
023-01: Fucoidano 10 KGy 
023-05: Fucoidano 100 KGy 
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4.5.2 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 
 
 
Los espectros de resonancia magnética nuclear de protón se obtuvieron para las 

muestras de fucoidano a 0 KGy, 10 KGy, 30 KGy, 50 KGy, 100 KGy y un estándar 

de fucoidano de Fucus vesiculosus. 

De la evaluación de desplazamientos químicos la señal de 0 ppm corresponde 

al calibrador de tetrametilsilano (TMS). La señal marcada entre 4,3 ± 4,6 ppm 

corresponde a la huella del agua. 

Se observan similitudes en todos los espectros. Primero, hay una señal entre 1,0 

± 1,5 ppm que indica la presencia de metilación C ± CH3. Luego, de las señales 

correspondientes a los azúcares, se hace una amplificación en la zona de 4,5 y 

6 ppm, destacando las señales: ~ 5,35 ppm (0 KGy), ~5,25 ppm (10, 30, 50 y 

100 KGy) y 5,15 ppm (estándar), estas señales corresponderían al carbono 

anomérico H-�� GHO� Į� ± L - fucopiranosilo, cuyas señales representativas se 

encuentran entre 5,1 ± 5,8 ppm. 

A diferencia del estándar se observan señales entre 1,5 - 2,5 ppm y 3,8 ± 4,3 

ppm, las primeras pueden deberse a la presencia de grupo ± O ± CH3, mientras 

las últimas corresponderían a los protones H2 ± H4 con presencia de O ± 

sulfataciones. 

La señal solitaria en la región de desprotección de 8 ± 8,5 ppm presente en todas 

las muestras, así como en el estándar puede deberse tanto a residuos de ácidos 

urónicos (manuranatos por ejemplo, dando la señal del protón del -COOH) o 

también existe la posibilidad que se trate de residuos de la sal de amonio 

cuaternaria cloruro de cetilpiridinio, dando señal característica del protón más 

desapantallado por el halógeno. 

Se realizaron las integraciones en las regiones de 5,2 ± 5,7 ppm resultando un ~ 

20 H para todas las muestras de fucoidano analizadas, mientras que para el 

estándar para la zona anomérica correspondió a ~ 19 H. 
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Fig. 28. Espectro de 1H RMN del Fucoidano 0 KGy (sin irradiar). Se observan señales desplazamiento químico entre 1.0 - 1.5 ppm y 5.1 
± 5.8 ppm correspondientes a metilación (C-CH3) y al carbono anomérico H-��GHO�Į�± L - fucopiranosilo 
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Fig. 29. Espectro de 1H RMN del Fucoidano 10 KGy. Se observan señales desplazamiento químico entre 1.0 - 1.5 ppm y 5.1 ± 5.8 ppm 
correspondientes a metilación (C-CH3) y al carbono anomérico H-��GHO�Į�± L - fucopiranosilo 
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Fig.30. Espectro de 1H RMN del Fucoidano 30 KGy. Se observan señales desplazamiento químico entre 1.0 - 1.5 ppm y 5.1 ± 5.8 ppm 
correspondientes a metilación (C-CH3) y al carbono anomérico H-��GHO�Į�± L - fucopiranosilo 
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Fig.31. Espectro de 1H RMN del Fucoidano 50 KGy. Se observan señales desplazamiento químico entre 1.0 - 1.5 ppm y 5.1 ± 5.8 ppm 
correspondientes a metilación (C-CH3) y al carbono anomérico H-��GHO�Į�± L - fucopiranosilo 
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Fig.32. Espectro de 1H RMN del Fucoidano 100 KGy. Se observan señales desplazamiento químico entre 1.0 - 1.5 ppm y 5.1 ± 
5.8 ppm correspondientes a metilación (C-CH3) y al carbono anomérico H-��GHO�Į�± L - fucopiranosilo 
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Fig.33. Espectro de 1H RMN del Fucoidano de Fucus vesiculosus. Se observan señales desplazamiento químico entre 1.0 - 1.5 ppm y 
5.1 ± 5.8 ppm correspondientes a metilación (C-CH3) y al carbono anomérico H-��GHO�Į�± L - fucopiranosilo 
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TIEMPO DE PROTROMBINA (TP) 

4.6 ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE 

4.6.1 PRUEBA DE TIEMPO DE PROTROMBINA (VÍA EXTRÍNSECA) 
 
 
 
 
 
 

                

             

             

             

             

             

             

             

             

             

             

             

             

 
  

           

 
  

 
 

                       

 
 
 
 

Fig.34. Cuadro comparativo de los tiempos de protrombina para blanco, 
estándares de heparina, enoxaparina y muestras de fucoidano 

 
 

Tabla 21. Resultados de los tiempos de protombina por muestra analizada 
 
 

MUESTRA TIEMPO (segundos) 
Blanco (Plasma Normal) 14,18  ± 0,07 
Fucoidano Total (0 KGy) 33,37  ± 1,55 
Fucoidano 10 KGy 31,43  ± 1,56 
Fucoidano 30 KGy 19,12  ± 0,49 
Fucoidano 50 KGy 16,36  ± 1,09 
Fucoidano 100 KGy 16,48  ± 1,15 
ST.Heparina 1000 µg/mL > 300   ± 0,00 
ST.Heparina 100 µg/mL > 300   ± 0,00 
ST.Enoxaparina 1000 µg/mL > 300   ± 0,00 
ST.Enoxaparina 100 µg/mL 17,57  ± 0,27 

 
Se observa que, para la evaluación de la vía extrínseca por la prueba de 

protrombina, solo los estándares de heparina y enoxaparina tuvieron actividad 

anticoagulante, mientras los fucoidanos no presentaron. 
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 TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVA (TTPa) 
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4.6.2 PRUEBA DE TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVA 

(VÍA INTRÍNSECA) 

 
 
 
 

                      

                

                

                

                

                

                

                

 

 
 

                   

                    

                   

                   

                   

                     

                    

 
 
 
 
 

Fig.35. Cuadro comparativo de los tiempos de tromboplastina parcial activa 
para blanco, estándares de heparina, enoxaparina y muestras de fucoidano 

 

Tabla 22. Resultados de los tiempos de tromboplastina parcial activa por 
muestra analizada 

 
MUESTRA TIEMPO (segundos) 
Blanco (Plasma Normal) 37,18 ±  0,60 
Fucoidano Total (0 KGy) > 300 ±  0,00 
Fucoidano 10 KGy > 300 ±  0,00 
Fucoidano 30 KGy > 300 ±  0,00 
Fucoidano 50 KGy 114,61 ± 3,01 
Fucoidano 100 KGy 135,15 ± 4,29 
ST.Heparina 1000 µg/mL > 300 ±  0,00 
ST.Heparina 100 µg/mL > 300 ±  0,00 
ST.Enoxaparina 1000 µg/mL > 300 ±  0,00 
ST.Enoxaparina 100 µg/mL 146,88 ± 12,13 

 
Los fucoidanos en su totalidad presentaron actividad anticoagulante al presentar 

valores mayores al basal y semejantes a los estándares de heparina y 

enoxaparina. 
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4.6.3 INHIBICIÓN DE LA GENERACIÓN DE TROMBINA 

Tabla 23. Resultados de porcentaje de inhibición de la generación de trombina 
para fucoidano de 0 KGy, 10 KGy y 30 KGy 

 
Fucoidano 0 KGy 

Muestra Absorbancias %Inhibición X DS 

 
Muestra: 0,5 mg 

0,179 86,49   

0,217 83,62 84,91 1,19 

0,204 84,60   

 
Muestra: 1 mg 

0,149 88,75   

0,147 88,91 88,83 0,06 

0,148 88,83   

 
Muestra: 5 mg 

0,145 89,06   

0,15 88,68 88,96 0,20 

0,144 89,13   

 
Muestra: 10 mg 

0,118 91,09   

0,128 90,34 90,64 0,33 

0,126 90,49   

Fucoidano 10 KGy 
Muestra Absorbancias %Inhibición X DS 

 
Muestra: 0,5 mg 

0,714 48,96   

0,821 41,32 44,94 3,14 

0,776 44,53   

 
Muestra: 1 mg 

0,194 86,13   

0,217 84,49 85,32 0,67 

0,205 85,35   

 
Muestra: 5 mg 

0,124 91,14   

0,122 91,28 91,30 0,15 

0,119 91,49   

 
Muestra: 10 mg 

0,111 92,07   

0,116 91,71 91,83 0,17 

0,116 91,71   

Fucoidano 30 KGy 
Muestra Absorbancias %inhibición X DS 

 
Muestra: 0,5 mg 

1,193 14,72   

1,178 15,80 15,20 0,45 

1,188 15,08   

 
Muestra: 1 mg 

0,904 35,38   

0,957 31,59 33,52 1,55 

0,929 33,60   

 
Muestra: 5 mg 

0,093 93,35   

0,093 93,35 93,28 0,10 

0,096 93,14   

 
Muestra: 10 mg 

0,093 93,35   

0,095 93,21 93,52 0,34 

0,084 94,00   
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Tabla 24. Resultados de porcentaje de inhibición de la generación de trombina 
para fucoidano de 50 KGy, 100 KGy y estándares de heparina y enoxaparina 

 
Fucoidano 50 KGy Fucoidano 100 KGy 

Muestra Absorbancias %Inhibición X DS Muestra Absorbancias %Inhibición X DS 

 

Muestra: 
0,5 mg 

0,562 24,87    

Muestra: 
0,5 mg 

0,363 39,50   

0,569 23,93 24,15 0,52 0,415 30,83 35,50 3,57 

0,571 23,66   0,383 36,17   

 

Muestra: 
1 mg 

0,501 33,02    

Muestra: 
1 mg 

0,207 65,50   

0,477 36,23 34,76 1,32 0,21 65,00 65,06 0,34 

0,486 35,03   0,212 64,67   

 

Muestra: 
5 mg 

0,299 60,03    

Muestra: 
5 mg 

0,192 68,00   

0,263 64,84 62,57 1,97 0,222 63,00 66,17 2,25 

0,278 62,83   0,195 67,50   

 

Muestra: 
10 mg 

0,071 90,51    

Muestra: 
10 mg 

0,087 85,50   

0,075 89,97 89,88 0,55 0,095 84,17 85,00 0,59 

0,081 89,17   0,088 85,33   

ENOXAPARINA HEPARINA 

Muestra Absorbancia %Inhibición X DS Muestra Absorbancia %Inhibición X DS 

 
 

ENOX 10 

0,552 3,66    
 

HEP 0.1 

0,479 24,33   

0,555 3,14 3,61 0,36 0,483 23,70 24,07 0,27 

0,55 4,01   0,48 24,17   

 
 

ENOX 20 

0,473 17,45    
 

HEP 1 

0,373 41,07   

0,476 16,93 17,16 0,22 0,375 40,76 41,13 0,32 

0,475 17,10   0,37 41,55   

 
 

ENOX 40 

0,269 53,05    
 

HEP 5 

0,21 66,82   

0,27 52,88 52,76 0,30 0,212 66,51 66,77 0,20 

0,273 52,36   0,209 66,98   

 
 

ENOX 80 

0,095 83,42    
 

HEP 10 

0,084 86,73   

0,093 83,77 83,54 0,16 0,087 86,26 86,52 0,20 

0,095 83,42   0,085 86,57   
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Fig.36. Cuadro comparativo de porcentajes de inhibición de trombina para las 

muestras de fucoidano a diversas dosis de irradiación- I 

 
 

En todos los casos la concentración más alta (10 mg/mL) presenta una inhibición 

mayor al 80 %, ello indica que, el fucoidano de menor peso molecular pese a ser 

sometido a irradiación mantiene su efecto a esa concentración, sin embargo, a 

disminuirla esta reduce su % IGT. 

Fuc 50 KGy Fuc 100 KGy 
24.15 35.50 
34.76 65.06 
62.57 66.17 
89.88 85.00 

Fuc 30 KGy 
15.20 
33.52 
93.28 
93.52 

Fuc 10 KGy 
44.94 
85.32 
91.30 
91.83 

100.00 
 

90.00 
 

80.00 
 

70.00 
 

60.00 
 

50.00 
 

40.00 
 

30.00 
 

20.00 
 

10.00 

0.00 
Fuc 0 KGy 

0.5 mg 84.91 
1 mg 88.83 
5 mg 88.96 
10 mg 90.64 

% INHIBICIÓN DE LA GENERACIÓN DE TROMBINA 
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Fig.37. Cuadro comparativo de porcentajes de inhibición de trombina para las 
muestras de fucoidano a diversas dosis de irradiación-II 

 
 

Fig.38. Cuadro comparativo de porcentajes de inhibición de trombina para las 
los estándares de heparina y enoxaparina 

 
Se observa que las concentraciones de trabajo son menores en el caso de la 

heparina respecto a la enoxaparina, así como la tendencia a disminución de la 

inhibición es más notoria en la enoxaparina 
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4.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Establecimiento de los grupos de comparación 
 

- Grupo 1: Concentración A 

(Fucoidanos: 10 mg/mL; Heparina: 10 µg/mL; enoxaparina 80 µg/mL) 

- Grupo 2: Concentración B 

(Fucoidanos: 5 mg/mL; Heparina: 5 µg/mL; enoxaparina 40 µg/mL) 

- Grupo 3: Concentración C 

(Fucoidanos: 1 mg/mL; Heparina: 1 µg/mL; enoxaparina 20 µg/mL) 

- Grupo 4: Concentración D 

(Fucoidanos: 0,5 mg/mL; Heparina: 0.1 µg/mL; enoxaparina 10 µg/mL) 
 

Siendo Conc. A > Conc. B > Conc. C > Conc. D 
 

Cada grupo de fucoidano incluye varios subgrupos de comparación según la 

dosis de irradiación recibida: 

- Fucoidano 0 KGy 

- Fucoidano 10 KGy 

- Fucoidano 30 KGy 

- Fucoidano 50 KGy 

- Fucoidano 100 KGy 

 
 

PRUEBA DE NORMALIDAD DE RESIDUOS 

La tendencia de los residuos de los datos de cada grupo a una distribución 

normal se evaluó mediante la prueba estadística de Anderson ± Darling con un 

nivel de confianza del 95 %. 

 
Regla de decisión: p ± valor < 0,05, se rechaza H0 

 
 

H0: Los datos concernientes al grupo de análisis presentan distribución normal 

(DN) 

H1: Los datos concernientes al grupo de análisis no presentan distribución normal 

(DN) 
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Resultado 

- P-valor Conc,A: 0,426 (> 0,05) - NO se rechaza H0, presenta DN 

- P-valor Conc,B: 0,005 (< 0,05) - Se rechaza H0, NO presenta DN 

- P-valor Conc,C: 0,016 (< 0,05) -  Se rechaza H0, NO presenta DN 

- P-valor Conc,D: 0,005 (< 0,05) -  Se rechaza H0, NO presenta DN 

 
 

Para el caso A, se siguieron procedimientos estadísticos inferenciales 

Paramétricos, mientras parea los casos B, C y D se utilizaron los No 

Paramétricos. 

 
PRUEBAS DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS 

 
ESTADÍSTICO DE BARLETT 

 
Es aplicada para el caso de concentración A, se evalúa la igualdad de varianzas 

de los subgrupos. 

 
Regla de decisión: p ± valor < 0,05, se rechaza H0 

 
H0: S2 = S2 = S2 = S2 = S2 = S2 = S2 

fuc0 fuc10 fuc30 fuc50 fuc100 HEP ENOX 
H1: S2 ് S2 ് S2 ് S2 ് S2 ് S2 ് S2 

fuc0 fuc10 fuc30 fuc50 fuc100 HEP ENOX 

 
Resultado: 

- P-valor Conc.A: 0,493 (> 0,05) - NO se rechaza H0, las varianzas de los 

sugrupos contenidos en Conc. A son estadísticamente iguales, con un 95 

% de confianza. 
 

ESTADÍSTICO DE LEVENE 
 

Se aplica para los casos de concentraciones B, C y D. Se evalúa la igualdad de 

varianzas de los subgrupos 

 
Regla de decisión: p ± valor < 0,05 se rechaza H0 

 
H0: S2 = S2 = S2 = S2 = S2 = S2 =  S2 (Todas las varianzas 

fuc0 
son iguales) 

fuc10 fuc30 fuc50 fuc100 HEP ENOX 

H1: S2 ് S2 ് S2 ് S2 ് S2 ് S2 ് S2 (al menos una varianza 
fuc0 

es diferente) 
fuc10 fuc30 fuc50 fuc100 HEP ENOX 
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Resultado 
 

- P-valor Conc,B: 0,304 (> 0,05) - NO se rechaza H0 

- P-valor Conc,C: 0,179 (> 0,05) - NO se rechaza H0 

- P-valor Conc,D: 0,140 (> 0,05) - NO se rechaza H0 

 

Se afirma con un 95 % de confianza para los 3 casos evaluados que las 

varianzas de los subgrupos contenidos en Conc. B, C y D son estadísticamente 

iguales. 

 
COMPARACIÓN DE MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL 

 
ANOVA DE UN FACTOR 

 
Se aplica para el caso de la Conc. A. Se evalúa la igualdad de medias de los 

subgrupos, con un 95 % de confianza 

 
Regla de decisión: p ± valor < 0,05, se rechaza H0 

 
H0: µfuc0 = µfuc10 = µfuc30 = µfuc50 = µfuc100 = µHEP = µENOX (Todas las medias son iguales) 

H1: µfuc0 ്�ρfuc10 ്�ρfuc30 ്�ρfuc50 ്�ρfuc100 ്�ρHEP ്�ρENOX (Al menos una media es diferente) 

 
Resultado 

ANOVA unidireccional: CONC-A vs. GRUPAL 

Método 
 

Hipótesis nula Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia Į�  0,05 

 
Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 

 

Información del factor 

Factor Niveles Valores 
GRUPAL 7 Enoxaparina; Fucoidano 0 KGy; Fucoidano 10 KGy; Fucoidano 100 
KGy; Fucoidano 30 KGy; Fucoidano 50 KGy; Heparina 

 
Análisis de Varianza 

 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 
GRUPAL  6  249,886  41,6477  200,40  0,000 
Error 14 2,910 0,2078 
Total 20 252,796 
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Resumen del modelo 
 

 
S R-cuad. 

R-cuad. 
(ajustado) 

R-cuad. 
(pred) 

0,455877 98,85% 98,36% 97,41% 
 
 

Medias  

GRUPAL N Media Desv.Est. IC de 95% 
Enoxaparina 3 83,537 0,202 (82,972; 84,101) 
Fucoidano 0 KGy 3 90,640 0,397 (90,075; 91,205) 
Fucoidano 10 KGy 3 91,830 0,208 (91,265; 92,395) 
Fucoidano 100 KGy 3 85,000 0,724 (84,435; 85,565) 
Fucoidano 30 KGy 3 93,520 0,422 (92,955; 94,085) 
Fucoidano 50 KGy 3 89,883 0,674 (89,319; 90,448) 
Heparina 3 86,520 0,239 (85,955; 87,085) 

Desv.Est. agrupada = 0,455877   

 

P- valorConc.A: 0,000 (> 0,05), se rechaza H0 

Existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de los 

subgrupos de la Concentración A. Esta afirmación se realiza con un 95 % de 

confianza. 

 
COMPARACIONES MÚLTIPLES 

 
 

Se realizó la prueba Post Hoc HSD de Tukey. Se evalúa la diferencia de medias 

intergrupos de la Concentración A, con un 95 % de confianza. 

 
Comparaciones en parejas de Tukey 

 
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 
GRUPAL 
Fucoidano 

 
30 KGy 

N 
3 

Media Agrupación 
93,520 A 

Fucoidano 10 KGy 3 91,830 B 
Fucoidano 0 KGy 3 90,640 B C   

Fucoidano 50 KGy 3 89,883 C   

Heparina  3 86,520  D  
Fucoidano 100 KGy 3 85,000   E 
Enoxaparina       3 83,537 F 

 
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes 

 
Se observa que el Fucoidano 10 KGy y de 0 KGy no presentan diferencia 

estadísticamente significativa, de igual manera el Fucoidano 0 KGy y 50 KGy. 

Mientras el resto de comparaciones si evidencian diferencia para la 

concentración A. 
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PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS 
 
 

Esta prueba no paramétrica se aplica para los grupos de concentraciones B, C y 

D, las cuales no evidenciaron distribución normal. Se evalúa la igualdad de 

medianas de los subgrupos a un 95 % de confianza. Las comparaciones 

múltiples de medida de tendencia central se realizan con el Z-Score. 

 
Regla de decisión: p ± valor < 0,05, se rechaza H0 

 
H0: Mefuc0 = Mefuc10 = Mefuc30 = Mefuc50 = Mefuc100 = MeµHEP = MeENOX 

(Todas las medias son iguales) 

H1: Mefuc0 ്���fuc10 ്���fuc30 ്���fuc50 ്���fuc100 ്���HEP ്���ENOX 

(Al menos una media es diferente) 

 
Regla de decisión Z-Score: 

[Z] ��� --------- Satisfactorio 

����>=@�����&XHVWLRQDEOH 

[Z] > 3 --------- Atípico 
 
 

Prueba de Kruskal-Wallis en CONC-B 
 

 
GRUPAL 

 
N 

 
Mediana 

Clasificación 
del promedio 

 
Z 

Enoxaparina 3 52,88 2,0 -2,71 
Fucoidano 0 KGy 3 89,06 14,0 0,90 
Fucoidano 10 KGy 3 91,28 17,0 1,81 
Fucoidano 100 KGy 3 67,50 9,7 -0,40 
Fucoidano 30 KGy 3 93,35 20,0 2,71 
Fucoidano 50 KGy 3 62,83 5,3 -1,71 
Heparina 3 66,82 9,0 -0,60 
General 21  11,0  

 
H = 19,08 GL = 6 P = 0,004 
H = 19,09 GL = 6 P = 0,004 (ajustados para los vínculos 

 

 
Se observa que p-valor: 0,004 (< 0,05), por lo tanto, se afirma con un 95 % de 

confianza que existe diferencia estadísticamente significativa entre las medianas 

del % Inhibición de trombina de los subgrupos evaluados a la concentración B. 

 
Además, la prueba Z-Score indica que el valor del % Inhibición de trombina de 

la enoxaparina a la concentración B difiere respecto al resto de valores, así como 

el valor del Fucoidano a 30 KGy. 
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Fig. 39. Cuadro comparativo de las medianas de los porcentajes de inhibición a 
la concentración B, para todas las muestras (estándares y fucoidanos) 

 
 

Para la concentración B, se observa que el comportamiento las medianas del % 

Inhibición de trombina por el Fucoidano 0 KGy, 10 KGy y 30 KGy son semejantes 

con ligera tendencia ascendente, luego se observa semejanza de las medianas 

del % Inhibición en Fucoidano 50 KGy, 100 KGy respecto a la Heparina y 

Enoxaparina. 

 
Prueba de Kruskal-Wallis en CONC-C 

 
Clasificación 

GRUPAL N Mediana del promedio Z 
Enoxaparina 3 17,10  2,0 -2,71 
Fucoidano 0 KGy 3 88,83  20,0 2,71 
Fucoidano 10 KGy 3 85,35  17,0 1,81 
Fucoidano 100 KGy 3 65,00  14,0 0,90 
Fucoidano 30 KGy 3 33,60  6,0 -1,51 
Fucoidano 50 KGy 3 35,03  7,0 -1,21 
Heparina 3 41,07  11,0 0,00 
General 21   11,0  

H = 19,32 GL = 6 P = 0,004 
 
 

Se observa que p-valor: 0,004 (< 0,05), por lo tanto, se afirma con un 95 % de 

confianza que existe diferencia estadísticamente significativa entre las medianas 

del % Inhibición de trombina de los subgrupos evaluado a la concentración C. 

 
Además, la prueba Z-Score indica que el valor del % Inhibición de trombina de 

la enoxaparina a la concentración C difiere respecto al resto de valores, así como 

el valor del Fucoidano a 0 KGy. 
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Fig. 40. Cuadro comparativo de las medianas de los porcentajes de inhibición a 
la concentración C, para todas las muestras (estándares y fucoidanos) 

 
 

Para la concentración C, se observa que el comportamiento de las medianas del 

% Inhibición de trombina por el Fucoidano 0 KGy, 10 KGy son semejantes, luego 

se observa semejanza de las medianas del % Inhibición por el Fucoidano de 30 

y 50 KGy respecto a la Heparina y Enoxaparina. 

 
Prueba de Kruskal-Wallis en CONC-D 

 
Clasificación 

GRUPAL N Mediana del promedio Z 
Enoxaparina 3 3,670  2,0 -2,71 
Fucoidano 0 KGy 3 84,600  20,0 2,71 
Fucoidano 10 KGy 3 44,530  17,0 1,81 
Fucoidano 100 KGy 3 36,170  14,0 0,90 
Fucoidano 30 KGy 3 15,080  5,0 -1,81 
Fucoidano 50 KGy 3 23,930  9,3 -0,50 
Heparina 3 24,170  9,7 -0,40 
General 21   11,0  

H = 19,29 GL = 6 P = 0,004 
 

Se observa que p-valor: 0,004 (< 0,05), por lo tanto, se afirma con un 95 % de 

confianza que existe diferencia estadísticamente significativa entre las medianas 

del % Inhibición de trombina de los subgrupos evaluados a la concentración D. 

 
Además, la prueba Z-Score indica que el valor del % Inhibición de trombina de 

la enoxaparina a la concentración D difiere respecto al resto de valores, así como 

el valor del Fucoidano a 0 KGy. 
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Fig. 41. Cuadro comparativo de las medianas de los porcentajes de inhibición a 
la concentración D, para todas las muestras (estándares y fucoidanos) 

 
 

Para la concentración D, se observa que el comportamiento de las medianas del 

% Inhibición de trombina por el Fucoidano 50 KGy, 100 KGy son semejantes al 

de heparina, mientras el Fucoidano 30 KGy lo es a la enoxaparina. El Fucoidano 

0 KGy presenta valor alto de la mediana de % de inhibición de trombina y a la 

vez diferente al resto. 
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V. DISCUSIÓN 
 
 

La aplicación de la radiación gamma sobre los fucoidanos tuvo por objeto, la 

obtención de estructuras de menor peso molecular, que asemejen a las LMWH 

(heparinas de bajo peso molecular), tales como la enoxaparina en la inhibición 

de la coagulación. Desde un punto de vista cuantitativo se observa que la 

concentración de ácidos urónicos y proteínas es menor al 1 %, lo cual es un 

indicador de un adecuado proceso de extracción y purificación que se focalizó 

en la obtención de los fucoidanos. Asimismo, el contenido de fucosa en todas las 

muestras fue mayor al 45 %, mientras el de sulfatos, se encontraba entre un 10 

y 15 %, cabe mencionar, que conforme incrementaba la dosis irradiativa, se 

observa un ligero incremento de la concentración de sulfatos, ésto se puede 

deber a la mayor disponibilidad de la molécula fraccionada para reaccionar con 

el agente de coloración DMMB. Se prefirió esta técnica, a la de turbidimetría, 

generalmente usada, debido a la posible presencia de interferencias y agentes 

que pueden dar resultados no fiables, además que la cuantificación de sulfato 

con este compuesto, se puede realizar sin necesidad de realizar hidrólisis de la 

molécula, dado que el patrón de calibración corresponde a un polisacárido de 

alto peso molecular, la condroitina -6-sulfato. Según reportan Choi y 

colaboradores92, para unas muestras de fucoidano irradiadas con pesos 

moleculares de 85 KDa, 30 KDa y 7 KDa se observa una disminución minoritaria 

del contenido de sulfato: 803 µg/mL, 786 µg/mL y 760 µg/mL. Concluye que la 

preparación de fucoidanos de bajo peso molecular por técnicas irradiativas, no 

causa un cambio significativo en el contenido de sulfato. 

Si bien es cierto no hay muchos estudios de composición química de fucoidanos 

irradiados, si existe numerosa bibliografía sobre aquellos trabajados con la 

muestra purificada pura. Según Bilan y colaboradores93, del análisis químico del 

fucoidano de Analipus japonicus, indica del análisis de la fracción polisacárida 

F2 fue de 40 % de fucosa, 22,9 % de sulfato y 5,9 % de ácidos urónicos, cabe 

mencionar que su método de precipitación inicial en vez de etanol, utilizaron 

CaCl2, lo cual pudo generar la precipitación de una cantidad mayor de restos de 

ácidos urónicos. Mientras tanto, Joe Seng y colaboradores76, encontraron en 

Sargassum binderi, 34,50 % de fucosa, 7,66 % de sulfato. En el estudio de 
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Teixeira y colaboradores48, de igual manera cuantifican fracciones del fucoidano 

del alga parda Padina gymnospora, resultando alrededor del 35 % de fucosa, 1 

% de ácidos urónicos, sulfato mayor al 10 %. 
 

La presencia de sulfatos en las moléculas de fucoidanos han sido reportada y 

asociada como la responsable de las bondades biológicas de estas moléculas, 

por ello era necesario evidenciarlos instrumentalmente. Mediante el análisis de 

espectroscopía infrarroja, se determinaron a partir de las superposiciones 

espectrales en rango medio (4000 ± 700 cm-1) que, pese a la aplicación de dosis 

diferentes de radiación gamma, no hay eliminación o desplazamiento 

significativo de las señales vibracionales. Las muestras presentaron la vibración 

por estiramiento del grupo sulfato (S=O) a 1238,30 cm-1, (C-O-S) entre 810 ± 820 

cm-1, así como la vibración a 2927 cm-1 característica del anillo piranósico. Al 

contraponer con el estudio de Choi y colaboradores92, indica que para fucoidanos 

irradiados la señal pequeña que aparece entre 820 cm-1, se trataría de la 

presencia de grupos sulfatos en posición C2 y C3 en posición ecuatorial, 

mientras que a 840 cm-1 se debería al grupo sulfato en posición axial en C4. 

Respecto al estudio 1H-RMN, al tratarse de un polímero natural, las señales 

normalmente tienen a salir difusas, por lo que no se puede afirmar una estructura 

química solo con la información que brinda este espectro. Sin embargo, hay 

pequeños detalles que sí se obtienen. Según la Cui Esteve94�� HQ� ³DQiOLVLV�

HVWUXFWXUDO�GH�SROLVDFiULGRV´��SDUD�XQ� 1H-RMN, existen señales características 

como es el caso de la obtenida en la región 5,1 ± 5,8 ppm que corresponde al 

+��GHO�Į-L-Fucopiranosilo, de allí la señal entre 1,0 ± 1,5 ppm corresponde a un 

enlace C ± CH3, metilación, mientras la región entre 3,2 ± 4,5 dan información 

GH�+��D�+���&RQ�HVWR�� VH�DILUPD� OD�SUHVHQFLD�GH�XQ�+�Į�HQ� ODV�PXHVWUDV�GH�

fucoidanos irradiados que están en la región arriba descrita, asimismo, se indica 

que el fucoidano presenta metilación. 

Según Hangou y colaboradores95, las señales a 5,41, 5,36 y 5,07 pueden 

asignarse a 2,4 di ± O ± sulfo, 2 ±mono - O ± sulfo - L - fucopiranosa. Los 

desplazamientos químicos a 4,92 y 4,81 ppm tentativamente pueden ser 

asignados a H-4 del residuo de 4-fucopiranosa sulfatado y de acuerdo con 2,4 di 

O ± L - sulfopiranosa y 4 ± mono - O - sulfo - L - fucopiranosa. También indica 
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que la mayor señal a 1,40 y 1,31 ppm corresponde a metil protones de la L- 

fucosilo. Palanisamy y colaboradores79, indican que las señales entre 4,784 y 

4,19 ppm corresponderían a los protones H5 y H4 respectivamente, para un 

enlace L ± )XFRVD�Į�������/-Fucosa. Mientras que Chang y colaboradores80, al 

caracterizar químicamente el fucoidano de Holuthuria tubulosa, indican que las 

señales entre 5,3 ± ���� SSP� FRUUHVSRQGHUtDQ� DO� HQODFH� Į� ������ ± 2-O-sulfo-L 

Fucosa. Además, indican que si las señales son intensas entre 3,8 ± 3,9 ppm 

como es el caso de las muestras de fucoidano analizadas, corresponderían al 

HQODFH�Į�������± 2-O-sulfo-L Fucosa. 

Respecto a la evaluación del peso molecular se consideró primero la 

determinación de la viscosidad por viscosimetría de Brockfield, se observó que 

conforme aumenta la dosis de irradiación, la viscosidad disminuye, siendo menor 

en la muestra de fucoidano a la dosis de 100 KGy, ello es un indicador importante 

porque evidencia que al aplicar la radiación gamma, las estructuras polisacáridas 

que brindan modera viscosidad a la solución, se fraccionan en partes más 

pequeñas, más solubles y que ofrecen menor impedimento al esfuerzo de 

cizallamiento, tomando en consideración lo reportado por Shijie y 

colaboradores46. 

Posteriormente, se evalúa por electroforesis en papel Whatman Nº 1, sin 

embargo no se logran apreciar diferencias notables en las movilidades 

electroforéticas, y se opta por la electroforesis en gel de agarosa, se debe 

mencionar que en buena cantidad de referencias 26,27,48, reportan dentro del 

procedimiento, la preparación del agar al 0,5 %, lamentablemente a esta 

concentración no había movilidad de los fucoidanos y de los estándares, por lo 

tanto se optó por incrementar la concentración del agar al 1,5 %, el cual era más 

compacto y mostraba mejor separación. Un paso adicional que indicaban las 

referencias, era la fijación con bromuro de N, N, N trimetilhexadecil amonio al 0,1 

%, pero no permitían fijación, además que la aplicación posterior de azul de 

toluidina, y su posterior decoloración, no se mostraba tan conveniente, debilitaba 

el agar, y no había buena resolución para los estándares. Por ello, se optó por 

incrementar la concentración de solución de fijación al 1 %, mostrando manchas 

de coloración blanca correspondientes a las moléculas de estudio, por ello ya no 

fue  necesaria  la  aplicación  de  la  solución  de  coloración.    Al  encontrar las 
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condiciones adecuadas de trabajo, se muestra que las manchas de los 

polisacáridos sulfatados estándar, mientras mayor el peso molecular, más ancha 

y difusa, tal es el caso de la heparina y el fucoidano de Fucus vesiculosus. Al 

analizar la movilidad electroforética de las muestras de Fucoidano, se observa 

que la de 0 KGy (sin irradiar) se encuentra entre los valores de la condroitina- 

6-sulfato, heparina y Dextran 40 (entre 30 y 60 KDa), por lo que le correspondería 

un peso molecular de ~ 60 KDa, mientras las demás muestras presentan 

disminución del recorrido electroforético, que iría asociado con una disminución 

del peso molecular, para la muestra de fucoidano a mayor dosis de irradiación 

(100 KGy), se encuentra un recorrido más cercano al dextran sulfato de ~ 5 KDa. 

Se debe considerar que, a diferencia de las proteínas, los polisacáridos 

normalmente no se evalúan por electroforesis, y la migración se debe 

principalmente a los grupos sulfato de la molécula, por lo que una molécula con 

sobresulfataciones pese a tener un peso pequeño, tendría a migrar en el agar, 

esto serviría para explicar el caso de la enoxaparina. Según reportan Choi y 

colaboradores49, al irradiar el fucoidano estándar de Fucus vesiculosus a dosis 

de 10, 30, 50 y 100 KGy, los pesos moleculares promedio obtenidos por 

cromatografía de permeación en gel, fueron de 38 KDa, 16 KDa, 10 KDa y 7 KDa 

respectivamente, vale indicar que el fucoidano crudo (0 KGy) pesaba unos 217 

KDa. 

Respecto a la actividad biológica se evaluaron preliminarmente las rutas de 

coagulación intrínseca y extrínseca para conocer el comportamiento de los 

fucoidanos, de allí se observó que su actividad para la prueba de tiempo de 

protrombina (vía extrínseca) fue semejante al blanco de plasma sanguíneo 

normal, mientras que por la prueba de tiempo de tromboplastina parcial activa 

(vía intrínseca), se vio que los fucoidanos de 0, 10, 30 KGy presentaron tiempos 

mayores a los 300 segundos (5 min), situación similar para los estándares de 

enoxaparina y heparina sódicas. A partir de esto, se evaluó la inhibición de la 

generación de trombina mediante la metodología establecida por Nishino y 

colaboradores91, donde empleaban el agente cromogénico Chromozym TH, este 

investigador trabajó con muestras de fucoidano en un rango de concentraciones 

de 0,1 a 15 µg/mL, mostrando que la fracción de estudio C-II, tenía 

comportamiento semejante a la heparina, mientras los polisacáridos sulfatados 
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PSS y dermatán sulfato, a esas concentraciones tenían una menor actividad. Se 

debe indicar que el estudio de Nishino91 fue pionero y modelo para 

investigaciones posteriores sobre aspectos de la coagulación en referencia a 

moléculas inhibitorias de determinadas dianas. Con base de dicho estudio, se 

realizaron pilotos para establecer los rangos de concentración de trabajo y se 

decidió trabajar a 4 concentraciones definidas por triplicado tanto para los 

estándares de heparina, enoxaparina y las muestras de estudio de fucoidano, 

para determinar los porcentajes de inhibición de generación de trombina 

respectivos. La comparación estadística de grupos fue en referencia a las 

concentraciones de estudio (A > B > C > D) a un nivel de confianza del 95 %. Se 

observa que a la concentración A (10 mg/mL), todos los fucoidanos presentaron 

IGT > 80 %, a la concentración B (5 mg/mL) solo las muestras de 0, 10 y 30 KGy 

presentaron IGT > 80 %, mientras que las muestras de 50 y 100 KGy fueron < 

70 %, la disminución es progresiva en las muestras; sin embargo, a la 

concentración D (0,5 mg/mL) se observa que la de 0 KGy (sin irradiar) aún 

presenta IGT > 80 %, mientras que las demás muestras su IGT fue < 50 %. El 

estudio no solo involucra evaluar la actividad del metabolito frente a esta prueba, 

sino a partir de los resultados obtenidos comparar su comportamiento con los 

fármacos UFH (heparina no fraccionada) y LMWH (heparina de bajo peso 

molecular), para ello, también se evaluaron las actividades inhibitorias de la 

heparina y enoxaparina, a concentraciones A, B, C y D, características para cada 

analito, se observó que para ambos casos, a concentración A y B, la IGT fue > 

80 % y 50 % respectivamente, observándose una disminución gradual en la 

enoxaparina y en comparación a la heparina, cabe mencionar que la enoxaparina 

sódica partió de una ámpula de 0,4 mg / 0,4 mL, mientras la heparina sódica fue 

liofilizada a partir de una muestra líquida de 5000 UI. De la comparación 

estadística de medidas de tendencia central (ya sea media o mediana según 

pruebas Anova y Kruskall Wallis), se determina que a la dosis mayor 

(concentración A), tanto las muestras de fucoidano como los estándares 

presentaron semejante comportamiento inhibitorio, a la concentración B, tanto 

las medianas del % IGT de los fucoidanos 0, 10 y 30 KGy son semejantes, 

mientras que los fucoidanos a 50 y 100 KGy presentaron medianas de 

comportamiento similar a la heparina. A la concentración B, se observa que los 

fucoidanos a 30 y 50 KGy presentan un comportamiento de medianas semejante 



88  

al de la heparina y enoxaparina, finalmente las muestras de fucoidano a 

concentración D a 30, 50 y 100 KGy presentaron % IGT con tendencia al 

comportamiento de la enoxaparina. 

En general, se observó que los polisacáridos que presentaban cadena mayor o 

menor fraccionamiento por irradiación presentaban altos porcentajes de 

inhibición, un comportamiento semejante a la heparina (las concentraciones A y 

B), mientras que las muestras con mayor grado de irradiación, presentaban una 

disminución de la inhibición, comportamiento semejante a la enoxaparina 

(concentraciones C y D). 
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VI. CONCLUSIONES 
 
 

Se determinó la actividad anticoagulante por inhibición de generación de 

trombina de los fucoidanos irradiados (con disminución de peso molecular) 

mediante irradiación gamma. Los resultados fueron expresados en porcentaje 

de inhibición. 

 
1. Los fucoidanos del alga parda Lessonia trabeculata, fueron aislados y 

purificados, esto se corrobora mediante el análisis químico refrendado con la 

bibliografía. Se obtienen porcentajes de fucosa alrededor del 45 %, sulfato 

del 10 % y compuestos residuales en cantidades menores al 1 % 

correspondientes a los ácidos urónicos (restos de alginato) y proteínas. 

 
2. Los fucoidanos irradiados fueron evaluados respecto a su peso molecular 

mediante viscosimetría y electroforesis en gel de agarosa. En la primera, se 

observa disminución de la viscosidad conforme aumenta la dosis irradiativa, 

y en la segunda se observa disminución del peso molecular, según la 

movilidad electroforética y comparación con patrones de polisacáridos 

sulfatados de diferentes pesos moleculares. 

 
3. La evaluación de la inhibición de generación de trombina, se determinó para 

los fucoidanos irradiados, en comparación con estándares de heparina y 

enoxaparina, según concentraciones establecidas; se observó que pese a la 

reducción de peso molecular, a la concentración de 10 mg/mL se mantiene 

la IGT con valores mayores al 80 % de inhibición. 

 

4. Los fucoidanos fueron caracterizados por espectroscopía infrarroja y de 

resonancia magnética nuclear de protón. La primera evidenció la presencia 

de grupo sulfato con vibración característica alrededor de 815 cm-1, mientras 

la segunda mostró la presencia de protón correspondiente al carbono Į- 

anomérico, presencia de fucopiranosilo, posible metilación y patrón de 

sulfatación en posición 2 y 4. 
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VII. RECOMENDACIONES 
 
 

- Para la elucidación y confirmación de la estructura del fucoidano, se 

recomienda primero, determinar el peso de la molécula completa por 

espectrometría de masas, luego realizar un análisis de resonancia 

magnética nuclear completo, que implique las pruebas de 13C 

desacoplado (DEPT 90 y 135), H-COSY, HMQC, HMBC y un análisis 

detallado de las constantes de acoplamiento múltiples. 

 
- Para la certeza del peso molecular promedio es preferible se analice por 

cromatografía líquida de exclusión molecular o en su defecto por 

viscosimetría de Ubelhode, tomando en cuenta el parámetro de Mark- 

Houwink-Sakurada teórico o su determinación experimental respecto a la 

viscosidad intrínseca del polímero. 

 
- Realizar futuros estudios más detallados en función a la generación de 

trombina tomando en cuenta la cinética enzimática, valores de IC50 y 

otros medios evaluativos como la fluorimetría, la tromoboelastografía, y 

de forma complementaria en estudios farmacológicos de actividad 

anticoagulante ± antitrombótica, mediante la cuantificación del coágulo 

sanguíneo en coagulómetros automatizados. 

 
- Realizar estudios SAR para determinar el mecanismo de acción 

especifico correspondiente a los fucoidanos y su asociación a 

farmacóforos sanguíneos. 
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IX. ANEXOS 
 
 
 

Fig. 42. Clasificación taxonómica realizada en el Museo de Historia Natural de la 
UNMSM para el alga Lessonia trabeculata 
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Fig. 43. Alga Lessonia trabeculata en desecación a temperatura ambiente 
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Fig. 44. Muestra de alga Lessonia trabeculata desecada al medio ambiente 
 
 
 

 

Fig. 45. Extracción de polisacáridos sulfatados en medio salino 
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Fig. 46. Polisacáridos sulfatados precipitados con etanol 96º 
 
 

 
Fig. 47. Complejación del fucoidano con cloruro de cetilpiridinio 
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Fig. 48. Liofilización de fucoidano purificado y aislado en liofilizador Biobase 
 
 
 

Fig.49. Frascos de polipropileno sometidos a radiación gamma en dosis de 50 KGy y 
100 KGy. Pardeamiento 
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Fig.50. Frascos de polietileno sometidos a radiación gamma en dosis de 50 KGy y 100 
KGy. Pardeamiento 

 
 

 
Fig.51. Frascos de polietileno tereftalato transparente sometidos a radiación gamma 

en dosis de 50 KGy y 100 KGy. Mayor resistencia a la irradiación 
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Fig. 52. Equipo de irradiación Gammacell 220 con fuente de Co-60. Aplicación de la 
radiación gamma a escala laboratorio de investigación 
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Fig.53. Preparación de muestras de fucoidano para irradiar. A) Disolución de fucoidano 
en agua bidestilada. B) Frascos colocados con igual simetría, geometría y cantidad de 
fucoidano determinados en la dosimetría. C) Dosímetro de monitoreo lateral y central. 
C) Ingreso a cámara de irradiación. 
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Fig. 54. Fucoidanos liofilizados e irradiados a diferentes dosis 
 

 

 
Fig.55. Preparación de columna con fase estacionaria Sephadex G75 
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Fig. 56. Cromatografía de exclusión. Corrida en columna cromatográfica 
cargada con fucoidano 

 
 
 
 
 

 
Fig. 57. Eluatos obtenidos luego de la corrida cromatográfica en tamiz molecular 
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Fig. 58. Monitoreo de eluatos con reacción de Fenol ± H2SO4 

 
 
 
 
 

 
 
 

Fig. 59. Reacción colorimétrica para determinación de sulfatos por reacción con 
DMMB 
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Fig. 60. Cromatografía en capa fina. A) Hidrolizados de fucoidanos con H2SO4 y 
estándar de L-Fucosa. B) Hidrolizados de fucoidanos con ácido fórmico y estándar de 

L-Fucosa. En ambos casos, se utilizó revelador timol sulfúrico 
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Fig. 61. Curva de calibración para la cuantificación de ácidos urónicos por reacción 
con carbazol sulfúrico 

 
 
 

 
Fig.62. Curva de calibración para cuantificación de proteínas por el método de 

Bradford 
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Fig. 63. Prueba de inhibición de la generación de trombina. La coloración amarilla es 
indica el anclaje chromozym TH ± trombina. La inhibición se caracteriza por la 

decoloración 
 
 
 

 

Fig. 64. Evaluación de la formación del coágulo conforme disminuye la concentración 
de trabajo 
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Fig. 65. Plasma Control Normal marca Wiener Lab. 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 66. Enoxaparina sódica de 40 mg/0.4mL marca Cuteno utilizada en las pruebas 

bioquímicas y electroforéticas 
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Fig. 67. Viscosímetro de Brockfield utilizado para la determinación de viscosidad de 
las muestras de fucoidano irradiados 

 
 
 

 

Fig. 68. Equipo de electroforesis horizontal para gel de agarosa 
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Fig. 69. Reporte de análisis de resonancia magnética nuclear del CERMN de la 
Sección Química de la PUCP 
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Fig. 70. Informe de ensayo de espectrometría infrarroja con transformada de Fourier, 
método ATR para las muestras de fucoidanos a dosis de irradiación 


