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gamma en dosis de 50 KGy y 100 KGy. Mayor resistencia a la irradiacién

Fig. 52. Equipo de irradiacién Gammacell 220 con fuente de Co-60. Aplicacion de
la radiacion gamma a escala laboratorio de investigacion

Fig.53. Preparacion de muestras de fucoidano para irradiar. A) Disolucion de
fucoidano en agua bidestilada. B) Frascos colocados con igual simetria,
geometria y cantidad de fucoidano determinados en la dosimetria. C) Dosimetro
de monitoreo lateral y central. D) Ingreso a camara de irradiacion.

Fig. 54. Fucoidanos liofilizados e irradiados adiferentes dosis

Fig.55. Preparacion de columna con fase estacionaria Sephadex G75

Fig. 56. Cromatografia de exclusion. Corrida en columna cromatografica cargada
con fucoidano

Fig. 57. Eluatos obtenidos luego de la corrida cromatografica en tamiz molecular
Fig. 58. Monitoreo de eluatos con reaccion de Fenol — H2SO4

Fig. 59. Reaccion colorimétrica para determinacion de sulfatos por reaccion
con DMMB
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Fig. 60. Cromatografia en capa fina. A) Hidrolizados de fucoidanos con H2SO4
y estandar de L-Fucosa. B) Hidrolizados de fucoidanos con acido férmico y
estandar de L-Fucosa. En ambos casos, se utilizé revelador timol sulfdrico
Fig. 61. Curva de calibracién para la cuantificacion de acidos urénicos por
reaccién con carbazol sulfarico

Fig. 62. Curva de calibracién para cuantificacion de proteinas porel método
de Bradford

Fig. 63. Prueba de inhibicion de la generacién de trombina. La coloracion
amarilla es indica el anclaje chromozym TH — trombina. La inhibicion se
caracteriza por la decoloracién

Fig. 64. Evaluacion de la formacién del coagulo conformedisminuye la
concentracion de trabajo

Fig. 65. Plasma Control Normal marcaWiener Lab

Fig. 66. Enoxaparina sodica de 40 mg/0.4mL marca Cutenox utilizada en

las pruebas bioquimicas y electroforéticas

Fig. 67. Viscosimetro de Brockfield utilizado para la determinacion de viscosidad
de las muestras de fucoidano irradiados

Fig. 68. Equipo de electroforesis horizontal para gel de agarosa

Fig. 69. Reporte de analisis de resonancia magnética nuclear del CERMN de la
Seccion Quimica de la PUCP

Fig. 70. Informe de ensayo de espectrometria infrarroja con transformada de
Fourier, método ATR para las muestras de fucoidanos a dosis de irradiacion
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RESUMEN

Los fucoidanos aislados y purificados del alga parda Lessonia trabeculata,
mediante precipitaciones sucesivas con etanol 96° y complejamiento con cloruro
de cetilpiridinio, fueron sometidos a irradiacién gamma a dosis de 10, 30, 50 y
100 KGy en un irradiador modelo Gammacel 220 con fuente de Co-60, para
obtener los polisacaridos sulfatados de bajo peso molecular. Del andlisis quimico
se observé un contenido de fucosa > 47 %, sulfato > 10 %, acidos uroénicos < 1
% y proteinas < 1,1 %. Hay disminucion de la viscosidad, conforme aumenta la
dosis irradiativa del fucoidano, mientras la electroforesis en agarosa evidencia la
disminucion de sus pesos moleculares en relacion a la movilidad electroforética.
En la espectroscopia infrarroja, las muestras presentan la vibraciéon a 815 cm™
caracteristica del enlace (C-O-S). Respecto a la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protén, todas las muestras presentan la sefal
caracteristica del carbono anomeérico en posicion a del fucopiranosilo entre 5,1 —
5,8 ppm. Los fucoidanos mostraron notable actividad anticoagulante frente a la
prueba TTPa, que evalla la via intrinseca; se seleccioné esta ruta para la
evaluacién de la prueba de inhibicion de la generacién de trombina; se observé
que para la concentracion de 10 mg/mL el % de inhibicion entre los grupos es
mayor al 80 %, mientras que, a la concentracion 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,

inhibicién, generacién de trombina, bajo peso molecular



ABSTRACT

The isolated and purified fucoidans from the brown seaweed Lessonia
trabeculata, by successive precipitations with 96° 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 a 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



I. INTRODUCCION

Las algas pardas son conocidas por su coloracidén caracteristica entre el verde
olivo a marrén oscuro. Los pigmentos predominantes en sus cromatéforos 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 Ica’.

Las algas marinas en general constituyen un recurso natural de variado
significado biolégico. Las macroalgas tienen diversos usos en forma directa
como materia prima para la obtencién de los productos como los polisacaridos o
la algina de las algas pardas. Sus principales usos han sido en la alimentacién
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 Fucus?.

Las algas pardas producen polisacaridos sulfatados compuestos por L-fucosa,
grupos sulfato y cantidades menores de otros azucares como D-xilosa, D-
galactosa y 4cidos urdnicos. Estos polisacaridos son denominados comunmente
como fucanos o fucoidanos. Los fucoidanos sulfatados son moléculas obtenidas

principalmente de organismos marinos, especialmente algas e invertebrados.

Estructuralmente, estos polisacaridos sulfatados marinos de alto peso
moleculare (usualmente = 100 kDa) son predominantemente compuestos por
unidades de fucopiranosilo. El alto contenido de grupos sulfato en sus cadenas
los convierte en compuestos polianidnicos de dependencia electrostatica

intermolecular de enlace que los provee de relevantes propiedades en la salud®*.

Debido a su alta heterogeneidad estructural, los polisacaridos sulfatados
presentan una amplia gama de actividades en diversos sistemas biologicos. Los
polisacaridos extraidos de algas pardas han mostrado notable actividad
antioxidante, como los obtenidos a partir de Laminaria japonica; éstos



presentaron actividad en dos sistemas de oxidacion de lipoproteina de baja
densidad. En el mismo sentido el fucoidano extraido de Fucus vesiculosus
mostré actividad antioxidante frente al ensayo de reduccion férrica/poder
antioxidante. Las propiedades bioldgicas de los polisacéridos sulfatados de algas
pardas no son las unicas, también existen reportes de actividad antitumoral,
antimutagénica, inmunomoduladora, anticancerigena y anticoagulante, siendo

esta Ultima de interés para el presente estudio 7.

Los fucoidanos sulfatados muestran grandes ventajas como recursos para la
terapia anticoagulante, especialmente debido al uso masivo de heparina. La
situacion se ha ido complicando al determinar que los preparados de heparina
se encuentran contaminados con restos sobresulfatados de sulfato de
condroitina. Este contaminante induce hipotension asociada a calicreina cuando
se administra por via intravenosa. Casos fatales han sido descritos durante la
“crisis heparinica”. Por lo que el uso del fucoidano se constituye en una
alternativa o complemento al uso de la heparina en el tratamiento de

enfermedades como la trombosis venosa profunda entre otros 8°,

Actualmente, hay alternativas farmacol6gicas en la terapia anticoagulante como
son las heparina de bajo peso molecular, las cuales presentan mejor desempefio
al modular mejor su efecto reduciendo la posibilidad de producir algun tipo de
crisis en el paciente, asi como otros efectos secundarios''-'2, 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 fisico que permitira obtener polisacaridos de menor
tamano, los que simularian el efecto de las heparinas de bajo peso molecular,
para tal fin se consideran la evaluacién de las caracteristicas quimicas de los
metabolitos obtenidos asi como su desemperio frente a pruebas de coagulacién,
para el estudio la inhibicion de la generacidén de trombina.



1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad anticoagulante por inhibicibn de la generacion de
trombina por parte de los fucoidanos de bajo peso molecular obtenidos por

irradiacion gamma

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar y purificar el polisacérido sulfatado tipo fucoidano del alga parda Lessonia
trabeculata

Obtener polisacaridos sulfatados de bajo peso molecular por aplicacién de la
irradiacion gamma

Evaluar la inhibicién de la generacién de trombina por los fucoidanos de bajo
peso molecular

Caracterizar quimicamente el/los fucoidano(s) de bajo peso molecular con mayor
actividad biol6gica

1.3 HIPOTESIS

Los fucoidanos de bajo peso molecular obtenidos por irradiacibn gamma
presentan notable actividad anticoagulante por su capacidad inhibidora de la
generacion de trombina



Il. GENERALIDADES

2.1 Aspectos taxonémicos

La clasificacién sistematica del alga se realizd en el herbario del Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM),
segun el sistema de clasificacién de Guiry, M. D & Guiry, G. M. 2015:

Division: Ochrophyta
Clase: Phaeophyceae
Subclase: Fucophycidae
Orden: Laminariales
Familia: Lessoniaceae
Género: Lessonia
Especie: Lessonia trabeculata Villoutia & Santelices

Nombre vulgar: “sargazo”; segun Imarpe: “huiro palo”, “palo”, “aracanto”,

“aracanto hembra”

2.1.1 Descripcion y distribucion

Las algas del género Lessonia son erguidas, de porte grande, se fijan al
substrato rocoso por medio de un rizoide amplio, ramificado, ramas cilindricas,
en forma de gancho; estipite cilindrico o comprimido, bifurcado varias veces
desde la base, las ultimas ramas se tornan laminares, en forma de cinta, lisa, de
borde entero, ondulado. Sin vesiculas en la zona de transicion entre el cauloide
y la lamina. 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 laminas. El
gametofito es microscopico’.

Los ejemplares adultos de Lessonia trabeculata pueden alcanzar hasta 2,5 m de
longitud. Posee un disco adhesivo macizo, del cual emerge un niumero variable
de estipes (de 1 a 30). Las laminas son aplanadas, alcanzando hasta 12 cm de

ancho. Al igual que Lessonia nigrescens posee un ciclo haplo-dipléntico



heteromérfico. Se encuentra exclusivamente en la zona submareal sobre fondos
rocosos'3. Se ubica en Chile desde Antofagasta hasta Puerto Montt. En el Pert

en Moguegua, Arequipa e Ica. Es caracteristica de aguas frias'314.

Fig. 1. Alga parda Lessonia trabeculata extraida en la provincia de Marcona —
Ica (Fuente: Imarpe)4

2.2 Polisacaridos sulfatados de algas

Se ha prestado mucha atencidn a los polisacaridos extraidos de fuente natural,
debido a las propiedades biolégicas que se les ha ido descubriendo conforme
avanzaban las investigaciones a través del tiempo. Los polisacaridos sulfatados
con bioactividad extraidos 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
polisacaridos sulfatados solubles en agua, ricos en sulfato de L-fucosa, extraida
de su matriz extracelular. 2) Los carragenanos son una familia de polisacaridos
sulfatados lineales, extraidos de algas rojas de los géneros Gracilaria, Gigartina,
Gelidium, entre otros. Estos polisacaridos presentan por lo menos 3 categorias
de carragenanos: kappa, iota y lambda que han sido identificados en base a su
grado de sulfatacién, solubilidad y propiedades gelificantes. 3) Los ulvanos,



polisacaridos sulfatados de algas verdes, presentan gran solubilidad en agua.
Estan compuestos de una repeticion de disacaridos compuestos por uniones de
ramnosa sulfatada unida a &cido glucurdnico, o idurénico. Destacan como

géneros productores: Ulva, Monostroma, Caulerpa, Codium’®.

7z | S

FUCANO O GALACTANO O ULVANO
FUCOIDANO CARRAGENANO

! ! !

Fucosa, xilosa, acido Galactosa sulfataday 3.6 Ramnosa y acido
urdnico, galactosa sulfato anhidrogalactosa aldobiourdnico sulfatados

Fig. 2. Clasificacion de los polisacaridos sulfatados de algas™®
2.2.1 Fucoidanos, caracteristicas quimicas

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

residuos de a-L-fucosa con grupos sulfato, asi como cantidades menores de

otros azlcares como xilosa, galactosa, ramnosa o acidos urénicos.

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

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

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

primero consiste en residuos (1@3)- a-L-fucosa, el segundo contiene resduos en

alternancia (1@®@3)- y (1@4)- a-L-fucosa, mientras que un tercer tpo @
fucoidano esta constituido por residuos de (1®@3) o (1@3, 1©4) - olicmy
B-D-galactosa’®.

Existe diferencia estructural entre los fucoidanos de equinodermos de los

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

lineales y con un patrén de sulfatacién regular. Mientras que los fucoidanos de

origen algal pueden presentar pequenas ramificaciones y su patron de

sustitucidon 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 proporcion menor de
ésta. La composicion de los fucoidanos varia de especie a especie, por lo que
no son una estructura unica, sino un grupo de entidades estructurales diversas,

que incluyen al ascophylano, sargassano, glucuronofucoglucano y el

fucoidano'’.
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Fig.3. Estructura del fucoidano de Fucus vesiculosus A (Segun Percival), B
(seguin Patankar)'®



Tabla 1. Composicién quimica de algunos fucoidanos™

Brown seaweed

Chemical composition

F. vesiculosus [3.,4]

F. evanescens C.Ag. [2]

F. distichus [9]

F. serratus L_[10]

Lessonia vadosa [20]

Macrocytis pyrifera [3]

Pelvetia wrightii [21]

Undaria pinnatifida (Mekabu) [22]
Ascophyllum nodosum [23]
Himanthalia lorea and Bifurcaria bifurcate [15]
Padina pavonia [16,17]

Laminaria angustata [24]
Ecklonia kurome [25]

Sargassum stenophyllum [26]
Adenocytis utricularis [27]

Hizikia fusiforme [28]

Dictyota menstrualis [29]

Spatoglossum schroederi [30]

fucose, sulfate

fucose/sulfate/acetate (1/1.23/0.36)
fucose/sulfate/acetate (1/1.21/0.08)
fucose/sulfate/acetate (1/1/0.1)

fucose/sulfate (1/1.12)

fucose/galactose (18/1), sulfate
fucose/galactose (10/1), sulfate
fucose/galactose (1/1.1), sulfate

fucose(49%), xylose(10%), GlcA(11%), sulfate
fucose, xylose, GlcA, sulfate

fucose, xylose, mannose, glucose, galactose, sulfate
fucose/galactose/sulfate (9/1/9)

fucose, galactose, mannose, xylose, GlcA, sulfate

fucose, galactose, mannose, GlcA, glucose, xylose, sulfate

fucose, galactose, mannose, sulfate

fucose, galactose, mannose, xylose, GlcA, sulfate

fucose/xylose/uronic acid/galactose/sulfate (1/0.8/0.7/0.8/0.4)

and (1/0.3/0.4/1.5/1.3)
fucose/xylose/galactose/sulfate (1/0.5/2/2)

2.2.2 Actividades bioldgicas de fucoidanos

Las fracciones de fucoidano aisladas del alga parda Leathesia difformis
presentaron actividad antiviral selectiva contra el virus herpes simple tipo 1y 2
asi como al citomegalovirus, siendo una de las fracciones la mas activa con un
IC-50 en el rango de 0,5 — 1,9 pg/mL?0.

Se ha demostrado el efecto de los polisacaridos sulfatados con base elemental
de fucosa, de Eckonia cava sobre la actividad antiinflamatoria sobre el
lipopolisacarido (LPS). El fucoidano aislado inhibe la LPS, induciendo la
expresion de iINOS y COX-2, con la produccion de NO y prostanglandina E2
(PGE2)?".

Las fracciones polisacaridas de Sargassum fulvellum, S. kjellmanianum, L.
angustata, L. japénica, Ecklonia cava y Eisenia bicylis han sido evaluadas por
sus bioactividades y evidenciaron marcada inhibicion del crecimiento de células
de sarcoma-180 y efecto antitumoral sobre leucemia L-1210 en células

implantadas en ratones?2.



Tabla 2. Actividades bioldgicas de polisacaridos sulfatados tipos fucoidano
aislados de diferentes especies de algas pardas?.

Possible health effect Source Reference
Anticoagulantfantithrombotic E. cava Athukorala et al. (2006)
E. cava Jung et al, (2007)
F. evanescens Kuznetsova et al. (2003)
E. cava Wijesinghe et al. (2011)

Immunomodulation

Anti-inflammation

Antitumor/anti-proliferation/anticancer

Angiogenesis
Cardioprotection
Antivirus

Gastric mucosal protection
Neuroprotection

P. gymnospora

A, nodosum

S. fulvellum

Hizikia fusiforme
Laminaria cichorioides
F. vesiculosus

F. vesiculosus

F. vesiculosus

U. pinnatifida

F. vesiculosus

L japonica

E cava

U, pinnatifida

E. cava

F. evanescens

L guryanovae

C. okamuranus TOKIDA
C. okamuranus TOKIDA
A nodosum

C. okamuranus TOKIDA
U. pinnatifida

C. okamuranus TOKIDA
Laminaria japonica

Silva et al. (2005)
Chevolot et al. (1999)

De Zoysa et al. (2008)
Dobashi et al. (1989)
Yoon et al. (2007)

Kim et al. (2008)

Do et al.(2010)

Jintang et al, (2010)

Yoo etal. (2007)

Yang et al. (2008)
Lietal. (2011)
Kangetal.(2011)
Synytsya et al, (2010)
Athukorala et al. (2009)
Alekseyenko et al. (2007)
Lee, Ermakova, et al. (2008)
Teruya et al. (2007)
Heneji et al, (2005)
Matou et al. (2002)
Thomes et al. (2010)
Hemmingson et al. (2006)
Shibata et al. (2000)
Luoetal.(2010)

A partir de un estudio realizado al fucoidano obtenido por extraccién del alga
parda Lessonia vadosa con CaClz, se observd que habia buena inhibicién de la
coagulacién en relacion con la actividad heparinica, respecto a la prueba de
Tiempo de Trombina?“.

La actividad anticoagulante del pululano sulfato fue investigada por medio de los
ensayos clasicos de coagulacion TTPa y TP, siendo representativa la actividad
de la fraccion PHNaRe-S y PH-2S, ademas éstas son las que presentaron mayor
porcentaje de grupo sulfato cuantificado®®.

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 ademas que las fracciones dentro de
los ensayos se sometieron a desulfataciones, esto produjo la reduccién marcada
de la actividad bioloégica®®. Estudios similares a los fucoidanos de Dictyota
mestrualis, evidenciaron actividad anticoagulante para via intrinseca (prueba
TTPa)?’. Estudios mas profundos del efecto de los fucoidanos sobre dianas

como la trombina y de su inhibicién han sido desarrollados por Nishino y col'”.



2.3 Hemostasia, trombosis y terapia anticoagulante
2.3.1 Mecanismos fisiologicos de la hemostasia?®3?

La cascada de la coagulacion es una interaccién de proteinas regulada y muy
compleja. El paso decisivo para el proceso completo alrededor del cual se centra
el equilibrio procoagulante y anticoagulante es la activacion 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 fosfolipidos (PL) de las membranas plaquetarias para
asegurar que la coagulacién procede en el sitio apropiado de la circulacion en el
cual se necesita un coagulo; es decir en el tapon de plaquetas. Este complejo
Xa-Va-Ca*?-PL, protrombinasa convierte la protrombina en trombina y puede
convertir las moléculas por complejo. Esta conversién no resulta del simple
enlace, sino de la escision proteolitica de la protrombina y el complejo tiene la
libertad de actuar en otras moléculas cercanas de protrombina. Este mecanismo
proporciona una amplificacion mayor de un sistema ya de por si construido en
multiples niveles de amplificacion.

La trombina también es una serina proteasa escinde en monémeros de fibrina al
fibrinégeno. Dichos mondmeros son pequenos polipéptidos insolubles que
polimerizan entre si para formar el complejo de fibrina. Este conglomerado puede
después solidificarse mediante enlaces cruzados por el factor Xllla, de modo que
se forma a partir del factor Xlll mediante la actividad proteolitica de la trombina.
El estrecho control de la actividad del factor X inicia en cuanto lo hace la
coagulacién. El factor tisular, también denominado tromboplastina, es un
material proteinico rico en lipido liberado durante las lesiones tisulares. Activa en
forma directa el factor Vlla, luego activa del factor IX como al factor X. Sin
embargo, el factor Xa se une a otra proteina plasmatica (y a otro lipido)
denominado factor inhibidor de la via tisular (TFPI), el cual no solo inhibe la
actividad adicional del factor Xa en si misma, sino que la combinacién de factor
Xa y TFPI inhibe en gran medida al factor Vlla. La actividad torrente debajo de
la protrombinasa puede sostenerse si la lesidn inicial continia para generar
suficiente factor IXa (y Vlla) para activar mas factor X, la via alternativa para la
produccién del factor IXa es la conversién del factor Xl a Xla que es ocasionado
por la activacion de la proteasa del factor Xll por un cininégeno de alto peso
molecular (el precursor de la bradicina, un péptido vasoactivo) y la calicreina en
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presencia de colageno. Por lo general, el colageno se expone por lesidon vascular
y conduce a adhesion y agregacion plaquetaria. El factor XlI también puede
activarse por la trombina en un paso diferente de retroalimentacion positiva.

El factor IXa requiere de un colaborador mas para activar el factor X, es decir, el
factor VIIl, que normalmente forma complejos con el factor Von Willebrand
(VWF), que es una proteina que permite que las plaguetas se adhieran a las
células endoteliales. El factor VIl se activa por la liberacion de vVWF. Los factores
Vllla'y IXa, en presencia de fosfolipidos (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 coagulacion. El primero es el sistema trombolitico, el cual esta involucrado
sobre todo en la disolucién de coagulos ya formados. En este sistema, la
plasmina (proteasa sérica) escinde la fibrina y esto causa la rotura del coagulo y
la creacion de los productos de degradacién de la fibrina, inhibidores de la
trombina. Para completar el asa de retroalimentacion, la plasmina se forma a
partir de su propia proteina precursora inactiva, el plasminégeno, mediante la
trombina. El plasminégeno también puede cortarse mediante el activador del

plasmindgeno tisular (-PA), para formar la plasmina.

Lesion a la pared
del vaso sanguineo

\j l
Contraccion Colageno Tromboplastina
histica
Reacciones Activacion
plaquetarias de la coagulacion
Agregacion floja Trombina
de plaquetas
v ¥
Tapén Tapon
hemostatico »| hemostatico
temporal 4 definitivo
|
I
i
Reacciones
limitantes

Fig.4. Resumen de las reacciones participantes en la hemostasia®"
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Tabla 3. Factores de coagulacién de coagulacién involucrados en la
hemostasia®

Factor® Nombres

| Fibrinégeno

Il Protrombina

n Tromboplastina

v Calcio

v Proacelerina, factor labil, globulina aceleradora

Vil Proconvertina, SPCA, factor estable

Vil Factor antihemofilico (AHF), factor antihemofilico A,
globulina antihemofilica (AHG)

IX Componente tromboplastico del plasma (PTC), factor
Christmas, factor antihemofilico B

X Factor Stuart-Prower

Xl Antecedente de tromboplastina em plasma (PTA), factor
antihemofilico C

Xl Factor Hageman, factor vidrio

Xl Factor estabilizador de la fibrina, factor Laki-Lorand

HMW-K Cinin6égeno de alto peso molecular, factor Fitzgerald

Pre-Ka Precalicreina, factor Fletcher
Ka Calicrelna
PL Fosfolipido plaquetario

#El factor VI no es una entidad separada y ya no se considera. SPCA, acelerador de
la conversion de la protrombina en suero.




SISTEMA INTRINSECO

Cininogeno HMW
Calicreina

Xl — Xlla

Cininogeno HMW
SISTEMA
Xl —— Xla EXTRINSECO
TPL | TFI
T TR
IX — IXa VIIA<—VII
PL |Ca2+
Vil ——» | Ca®* PL
Villa TPL
X— Xa
PL
V——» | Ca2+
Va

Protrombina— Trombina

Fibrinogeno — Fibrina

— o
Nz
Xl —— Xllla /

Fig. 5. Cascada de coagulacion. Via intrinseca, extrinseca y comun. El sufijo “a”
indica forma activa; TPL, tromboplastina histica; TFI, inhibidor de la via
del factor histico®!
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2.3.2 Trombosis

Un coagulo anormal que aparece en un vaso sanguineo se llama trombo. Una
vez que el coagulo ha aparecido, es probable que el flujo continuo de sangre que
pasa por el coagulo lo desprenda y haga que el coagulo fluya con la sangre; este
tipo de coagulos que fluyen libremente se les conoce como émbolos. Ademas,
los émbolos que se originan en las arterias grandes o en el lado izquierdo del
corazon, pueden fluir hacia la periferia y taponar arterias o arteriolas en el
cerebro, los rifiones, o cualquier otro lugar. Los émbolos que se originan en el
sistema venoso o en la parte derecha del corazén van generalmente a vasos

pulmonares, donde pueden causar una embolia arterial pulmonars°.

Desde hace mucho tiempo se reconoce el mayor riesgo de tromboembolia
vinculado con la fibrilacién auricular y la aplicacion de prétesis valvulares
cardiacas mecanicas. De manera similar, el reposo prolongado en cama, las
operaciones quirargicas de alto riesgo y la presencia de cancer tienen un vinculo
claro con una mayor incidencia de trombosis venosa profunda y embolias. Los
farmacos pueden actuar como factores de riesgo sinérgicos en conjuncién con
los factores de riesgo heredados. Por ejemplo, las mujeres que presentan la
mutacién del factor V de Leiden y toman anticonceptivos orales presentan un
aumento del riesgo sinérgico. La prevencion 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 administracion
subcutdnea 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 laboratorio®.

2.3.3 Farmacos utilizados en la terapia antitrombética

Los farmacos antitrombéticos son utilizados para la prevencion y tratamiento de
la trombosis. Dirigido a los componentes del trombo, estos agentes se clasifican
en: antiplaguetarios, anticoagulantes y fibrinoliticos (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 fibrinoliticos. Los anticoagulantes son utilizados para la
prevencién 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 fibrionolitica es usada en determinados pacientes con
tromboembolismo. Por ejemplo, pacientes con embolismo pulmonar submasivo
que requieren cateterizacion, se les aplica la terapia fibrinolitica de
acompanamiento3+.

Los anticoagulantes inhiben la formacién del coagulo de fibrina. Los 3 mayores
tipos de anticoagulantes disponibles son: la heparina y sus productos
relacionados, los cuales son utilizados por via parenteral; los inhibidores directos
de factor X y trombina, que se pueden administrar via oral y parenteral, y

finalmente los farmacos orales derivados de cumarinas (Ej. warfarina)®®.

Drugs used in

clotting disorders i) Heparins
— Direct thrombin inhibitors
— Anticoagulants —
— Direct factor Xa inhibitors
— Warfarin
inlatt — t-PA derivatives
__Anticoting | Thrombolytics —|
drugs L Streptokinase
Aspirin
Antiplatelet Glycoprotein lIb/llla inhibitors
dgs ADP inhibitors (clopidogrel)
PDE/adenosine uptake inhibitors
Replacement factors
Drugs that
L facilitate Vitamin K
clotting

Antiplasmin drugs

Fig. 6. Clasificacion de farmacos utilizados en los desérdenes de coagulacion®®
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2.3.3.1 Heparina y productos relacionados. Quimica, mecanismo de accion
y toxicologias®

La heparina es un polimero tipo polisacarido sulfatado de cadena larga obtenido
de fuente animal. Cada presentacion contiene moléculas de diferente tamarno,
con un peso molecular promedio de 15 000 — 20 000 Da. La heparina es
altamente acidica por lo que puede ser neutralizada por moléculas basicas como
la protamina. La heparina se administra por via intravenosa o subcutanea para
evitar el riesgo de hematoma asociado con inyeccion 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 duracidén de su accion anticoagulante en comparacién a
las heparinas no fraccionadas (UFH), las dosis pueden ser dadas una o dos
veces por dia y se administran via subcutanea o parenteral. El fondaparinux es
una pequena droga sintética que contiene el pentasacéarido biolégicamente
activo presente en las heparinas no fraccionadas y de bajo peso molecular. Este
se administra subcutdneamente una vez al dia.

La heparina no fraccionada (UFH) se fija a la antitrombina Il (ATIII) endégena
via la secuencia pentasacarida. El complejo heparina-ATlll se asocia
irreversiblemente a la trombina, inactivandola, asi como a otros factores,
particularmente el factor Xa. Esta provee anticoagulacién inmediatamente luego
de su administracion, por lo que debe ser monitorizada con la prueba de tiempo
de tromboplastina parcial activa (TTPa).

Las LMWH y el fondaparinux, asi como la heparina no fraccionada (UFH) se fijan
a la ATIIIl. 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 accién mas 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 mas comun de la heparina y
compuestos relacionados que puede resultar en shock hemorragico. La heparina
no fraccionada causa trombocitopenia transitoria moderada en muchos

pacientes, asi como trombocitopenia severa y trombosis (trombocitopenia
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inducida por heparina o HIT) en un pequefo porcentaje de casos. Tanto las
heparinas de bajo peso molecular como el fondaparinux presentan poca
asociaciéon a casos de trombocitopenia. El uso prolongado de heparinas no

fraccionadas se encuentra relacionado con osteoporosis.

H,—0s0f coo® H,—0S0% H,—050+?
— — 0,
H H >-0< 0505 ng'p o~ OH
0 0 0 0

HN—(—CHy  OH HN—SO® 0508  HN—SOS
0

Mast cell Pentasaccharide basic unit

Standard heparin Low-MW heparin
unfractionated fractionated
mean

mean MW ~5000
MW ~15000 y

Antidote protamine

~3x daily s.c. ~once daily s.c.
Acceleration
Activated of inactivation
clotting
factor
Inactivation @\ @
W\\.
Antithrombin Il —{ P, Standard heparin Low-MW heparin
T required sufficient
Heparin-induced thrombocytopenia type I
Platelet

aggregation

Antibody :xHeparin

Platelet

Thrombo-
embolism

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

heparina3®
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Tabla 4. Limitaciones biofisicas y farmacocinéticas de la heparina3

LIMITACIONES MECANISMO
- . : : Se enlaza a endotelio celular y
Pobre biodisponibilidad a bajas dosis macréfagos

Dosis dependiente del aclaramiento

Se enlaza a macréfagos

Respuesta anticoagulante variable

Fijacion a proteinas plasmaticas, y sus
niveles varian de paciente a paciente

Reducida actividad de trombos ricos en
plaquetas

Neutralizada por el factor4 plaquetario
de plaguetas 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 inyeccién
subcutanea

Pueden ser administradas por via
subcuténea una o dos veces al dia tanto
para profilaxis como para tratamiento.

Dosis independiente del aclaramiento

Simplificacién de la dosificacion

Respuesta anticoagulante predecible

En la mayoria de pacientes no requiere
monitoreo de la coagulacién

Bajo riesgo de trombocitopenia inducida
por heparina

Mas segura que la heparina, tanto en
cortos o largos periodos de
administracion.

Bajo riesgo de osteoporosis

Mas segura que la heparina para
administraciones extendidas

2.3.4 Pruebas para evaluar la coagulacion

Las pruebas basicas de coagulacion suelen realizarse cuando no se tiene un
diagnéstico especifico in mente y en ausencia de cualquier indicacién clinica de
un trastorno de hemostasia. Puede haber numerosas razones para su aplicacion,
éstas dan pistas para el diagnéstico o pueden detectar un riesgo no sospechado
que incrementa la posibilidad de sangrado postoperatorio. En la practica habitual

suelen realizarse las pruebas TP, TTPa, TT y fibrindgeno.
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2.3.4.1 Prueba de tiempo de protrombina (TP)?3?

La prueba de TP determina el tiempo de coagulacion del plasma en presencia
de una concentracion déptima de extracto tisular (tromboplastina) e indica la
eficiencia global del sistema de coagulacion extrinseco. Los valores normales
dependen de la tromboplastina utilizada y de si se aplica lectura visual o
instrumental del indicador final de evaluacidon considerado. La mayoria 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)?

También denominada tiempo parcial de tromboplastina con caolin (PTTK) y
tiempo de coagulacion cefalina caolin (KCCT), ambas reflejan los métodos
utilizados para llevarla a cabo.

La prueba mide el tiempo de coagulacion del plasma después de la activacion
de los factores de contacto, pero sin la existencia de tromboplastina tisular
anadida y por tanto indica la eficiencia global de la via intrinseca. Para
estandarizar la activacion 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 caolin, silice o acido elagico. Durante esta fase de la prueba
se produce factor Xlla, que disocia el factor XI a factor Xla, pero la coagulacion
no sobrepasa este paso en ausencia de calcio. Después de la recalcificacion, el
factor Xla activa el factor IX y continta la cascada. El test depende no sélo de
los factores de contacto y de los factores VIl y IX, sino también de los factores
X, V, protrombina y fibrin6geno. Es ademas sensible a la presencia de
anticoagulantes circulantes (inhibidores) y heparina.

El intervalo normal caracteristico se sitia entre 26 y 40 segundos. Esto varia en
funcién a los reactivos utilizados y periodos de incubacion.

2.3.4.3 Limitaciones de los test de coagulacion habituales®’

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

son totalmente insensibles a las anomalias protrombdéticas. Ademas, hay poca
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correlaciéon entre los tiempos de coagulacion medidos in vitro y las
manifestaciones clinicas de un paciente. Por lo que contribuyen poco a la
evaluaciéon de riesgo, tanto en casos hemorragicos como trombéticos. Una
infima cantidad de trombina es suficiente para iniciar la formacion de coagulo (<
5 % de la cantidad total). Ademas, la mayor parte de la trombina es producida en
el seno del coagulo (95 %), luego de la aparicién de las primeras fibras de fibrina.
Los tiempos de coagulacién que son medidos habitualmente en laboratorio (TP,
TTPa) en realidad solo reflejan la fase de iniciacion de la produccién de trombina,
por lo que se pueden comparar con un tiempo de latencia. Una cantidad
suficiente de trombina es generada mientras los mecanismos de amplificacion
de la inhibicion son activados. La generacion de trombina es aumentada de
manera exponencial, luego el sistema entra en reposo por los anticoagulantes
fisioldgicos.

Los test usuales no brindan informacion sobre la fase de amplificacion y
propagacion. No brindan mayor informacién sobre los inhibidores de la
coagulacién y finalmente no permiten evaluar la contribucion de las plaquetas a

la coagulacién.
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2.3.4.4 Evaluacion de la generacion de trombina

Las pruebas de generacion de trombina miden la habilidad de una muestra de
plasma para generar trombina seguida por una activacion in vitro de la
coagulacién con factor tisular (TF) u otro componente. En contraste con las
pruebas clasicas de coagulacion, las cuales solo indican la fase de iniciacion de
la coagulacion, las pruebas de generacidn de trombina prueban la propagacion
de la fase (donde la trombina es generada via retroalimentacion sobre los
factores V, VIl y XI) y la terminacion de fase donde la formacién de trombina es
detenida por las rutas de anticoagulacién y toda la actividad de la trombina es
inhibida por inhibidores de proteasas plasmaticas. La curva de la generacién de
trombina refleja e integra las reacciones pro y coagulantes las cuales regulan la
formacion e inhibicion de trombina.

La trombina es la enzima final y la que tiene mayor efecto sobre el proceso de
coagulacion, lo cual la muestra como una prueba potencial para evaluar la
coagulabilidad del plasma. Algunos sustratos sintéticos de trombina son
utilizados para obtener una medicion continua de la actividad de trombina, esto
via la afinidad cromogénica o fluorogénica de estos sustratos en el plasma donde

fueron anadidos®®.

150

Thrombin (nM)
2
(-]

L}
1
L}
)
L}
L]
]
t
.
€
L]
L
L]
[
L]
L]
L]
L]
L]
.
L]
.
L]
[}
]
1
1

20 30
time (min)

Dy
[Tl
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La principal diferencia entre los sistemas de sustratos radica en si son medidos
por espectroscopia UV-Vis o fluorimetria para detectar la generacién de
trombina. En los sustratos cromogénicos, la molécula pNA o para-nitroanilina es
un croméforo 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 fluoréforo que genera una sefal de excitacion
a 390 nm produciendo una medida de fluorescencia a 460 nm

aproximadamente*©,
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Fig.10. Comparacién entre sustratos fluorogénico (arriba) y cromogénico

(abajo), los recuadros indican area similar de la estructura“°.
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cromogeénico. Debido a la idéntica secuencia aminoacidica entre la enzima 'y el

sustrato cromogénico*'.

€ x 103

10

'

. Intact A
! substrate

250

300 350 400

nm

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

cromoéforo?t.
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Tabla 6. Lista de sustratos con p-nitroanilina para reacciones cromogénicas y

fluorogénicas. Chromozym TH#*2.

No shorthand chemical name commercial name  Mol, weight substrate for:
1 b-ile-glu-gly-arg-pNA S 2222 741.3 factor X,
2 b-le-glu-pip-gly-arg-pNA S 2337 801.5 factor X,
3 peglu-gly-arg-pNA S 2444 498.9 urokinase
4  b-val-gly-arg-pNA Chromozym UK 599.1 urokinase
5  D-val-lleu-arg-pNA S 2266 579.6 gland. kallikrein
6 b-pro-phe-arg-pNA Chromozym PK 679.3 plasma kallikrein
T D-pro-phe-arg-pNA S 2302 611.6 plasma kallikrein
8  D-phe-pip-arg-pNA S 2238 635.6 thrombin
9  t-gly-pro-arg-pNA Chromozym TH 639.1 thrombin
10  D-le-pro-arg-pNA S 2288 577.6 thrombin and
others
11 b-phe-val-arg-pNA S 2160 681.2 thrombin and
others
12 D-val-leu-lys-pNA S 2251 551.5 plasmin
13 t-gly-pro-lys-pNA Chromozym PL 611.1 plasmin
14 cmprop-arg-pro-tyr-pNA S 2586 705.3 chympotrypsin
15 pglu-pro-val-pNA S 2484 445.5 g. elastase
Meaning of the abbreviations (alphabetical).
arg ariginine phe phenylalanyl
b N-benzoyl pip  y-piperidyl
cmprop carbomethoxypropionyl pNA para nitro anilide
D dextro configuration® pro  propyl
glu glutamyl pyl pipecolyl
gly glycyl t N-tosyl
ile isoleucyl val  valyl or valine
leu leucyl
lys lysine *If no D is written the laevorotary forms
pelu pyroglutamyl of the aminoacids are meant.

substrate for: thrombin
commercial name: Chromozym TH

Chemical name:

Chromothrombin

hydrochloride

Formula:

N-tosyl-glycyl-L-prolyl-L-arginine-p-nitroanilide

H3C@ Gly-Pro—Arg-NH-@-N% *HCI
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Potenciales aplicaciones clinicas de la prueba de generacion de trombina*3

- Monitorizar el tratamiento con farmacos anticoagulantes vy
antiplaquetarios

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

- Evaluar el estado de hipercoagulabilidad en pacientes con mutacion en la
protrombina G20210A, factor V de Leiden y antitrombina, o también
deficiencia de proteina S

- Para predecir la recurrencia de tromboembolismo venoso

- Predecir el riesgo de hemorragia en pacientes hemofilicos que utilizan
factor VIl o factor Vllla

- Evaluar el riesgo de trombosis venosa profunda

- Discriminar entre la enfermedad coronaria aguda o estable

- Correlacionar la prueba de generacion de trombina con enfermedad
coronaria e isquemia aguda

- Investigar los cambios y determinantes de generacién de trombina y
proteina C activa en las primeras 16 semanas de gestacién en mujeres
con historial de preeclamsia

- Evaluar a pacientes salientes de cirugia cardiaca

- Investigar la hipercoagulabilidad durante las fases tempranas de la
respuesta a infeccion en casos de sepsis o shock séptico

- Investigar la hipercoagulabilidad en mujeres que usan anticonceptivos
orales

- Identificar sangrado autosémico dominante causado por mutacion de
trombomodulina

- Evaluar efecto del complejo concentrado de protrombina en reversién del
efecto anticoagulante de rivaroxaban y dabigatran
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2.4 Produccion de polisacaridos de bajo peso molecular
2.4.1 Modificacion quimica

La hidrélisis acida es un proceso simple, barato y facil de controlar porque la
reaccion interrumpida por neutralizacién del medio. El acido clorhidrico, sulfarico
y trifluoroacético son los mas usados para depolimerizacién de polisacéaridos.
Generalmente, el proceso es optimizado por moderadas temperaturas, alrededor
de los 60 °C y el tiempo varia entre 2 — 6 horas en promedio. La hidrdlisis quimica
puede tener muchas desventajas como la degradacion de monosacaridos con
formacién siguiente de sustancias toxicas (furfural y el 5-hidroximetilfurfural) y
bajo rendimiento de oligosacaridos. Ademas, la longitud de las cadenas
oligosacaridas puede ser variable. Resulta ser muy dependiente de la regulacion
de los parametros de pH y temperatura.

2.4.2 Modificacion enzimatica

La depolimerizacion enzimatica de polisacaridos es considerada la mejor
alternativa para la produccion de oligosacéaridos de un peso molecular deseado
y minimas modificaciones quimicas en el producto final. Las enzimas pueden ser
altamente regio y estereoselectivas, por esta propiedad de biocatalisis selectiva
es que son ampliamente utilizadas para preparar oligosacaridos bioactivos. Las
enzimas para produccién de oligosacaridos son producidas por microorganismos
(bacterias y hongos) y pueden ser endoenzimas como exoenzimas.

Aunque muy eficientes, la produccidén de enzimas debe someterse a produccion
y aislamiento, asi como la eliminacion de contaminacién microbiol6gica. Por esta
razén, obtener oligosacaridos por hidrélisis enzimatica puede ser caro. Ademas,
otra desventaja es la necesidad de un buffer, dificultando la pureza del producto
final. Asi mismo, el rendimiento y calidad son altamente asociados con la
capacidad del microorganismo para adaptarse al sustrato, el cual depende del
pH, temperatura y composicién del medio de cultivo.
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2.4.3 Modificacion fisica
2.4.3.1 Disrupcion por ultrasonido

El principio de este método es que energia ultrasonica de baja frecuencia y alta
intensidad puede cortar ciertos enlaces quimicos por incremento de la energia
vibracional de las particulas del material, produciendo reduccién del peso
molecular y solubilidad en agua, finalmente mejorando su bioactividad. La
distribucién de peso molecular de los polisacaridos es regular y la bioactividad

puede verse incrementada, luego de la degradacion por ultrasonido.

2.4.3.2 Exposicion a microondas

Degrada las moléculas de polisacérido y de esta manera incrementa la
solubilidad y la actividad bioloégica. La modificacion por microondas tiene
ventajas econémicas por el uso del tiempo y energia, ademas que es facil de
operar. La degradacion de polisacaridos en un horno de microondas es generada
por interaccion entre el campo electromagnético y los constituyentes quimicos

del polisacarido, debido a la vibracién molecular e intensidad de friccion*.

2.4.3.3 Tratamiento con radiacion inducida

La radiacién puede generar ruptura en el polisacarido y cambiar la estructura
primaria para que puedan formarse fragmentos escindidos de polisacaridos.
Usualmente, el Co-60 es usado como fuente de rayos gamma. Hay gran cantidad
de reportes sobre los efectos de la radiacion gamma sobre la degradacién de los
polisacéaridos, incluyendo tratamiento del quitosano, celulosa, almidén, &cido
hialurénico, entre otras sustancias como carragenanos y fucoidanos de algas
marinas. En el caso de los almidones, se ha visto incrementada su solubilidad y
absorcién de agua, asi también su actividad antioxidante fue mejorada luego de
la radiacion“t. Se sabe que hay preparados de heparinas de bajo peso molecular
(LMWH) que se obtienen por depolimerizacion fisica (irradiacibn gamma) de

heparina de mucosa porcina®’.
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Reduce el peso molecular por
destruccion de la cadena glicosidica a
través de energia extra

Reduce el peso molecular por hidrélisis
enzimatica de la cadena glicosidica

' Introduccion de ofros grupos activos o |
grupos 16nicos, cambia la solubilidad del .
polisacarido o incrementa su bioactividad,
algunos también reducen su peso molecular

|

RADIACION
INDUCIDA

EXPOSICION A
MICROONDAS

DEGRADACION
ALCALINA/ACIDA

Fig. 14. Métodos de modificacion molecular de polisacaridos®
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Fig.15. Degradacién molecular de las cadenas polisacaridas por aplicacion de
energia (ultrasonido, microondas o radiacion gamma). Obtencion de
fragmentos y mejora de la solubilidad*®

Tabla 7. Comparacion de los métodos para produccion de oligosacaridos

METODO

VENTAJA

DESVENTAJA

Hidrdlisis enzimatica

Eficiencia, accion especifica y
rendimiento

Alto costo; requiere control
riguroso de la  reaccion;
contaminantes microbiolégicos

Hidrdlisis acida

Simplicidad de proceso; costo
reducido; rapidez

Monosacaridos y sustancias
toxicas (furfural e HMF); accion
no especifica, bajo rendimiento
de oligosacaridos

Hidrdlisis fisica

No requiere uso de productos
quimicos

Genera menor contaminacion
ambiental

Los oligbmeros podrian ser
hidrolizados a monosacaridos.

Instalaciones altamente
costosas y capacitacion en
sequridad radioldgica
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lll. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 MATERIALES Y REACTIVOS
3.1.1 EQUIPOS

- Balanza analitica - ACCULAB SARTORIUS®

- Estufa de aire circulante - KERT LAB®

- Estufa simple - MEMMERT®

- Evaporador rotatorio - BUCHI® R205

- Centrifuga - SPINETTE IEC®

- Balanza analitica - METTLER®

- Liofilizador - BIOBASE®

- Molino de cuchillas - WILEYWILL®

- Espectrofotdmetro UV-Visible - THERMO SCIENTIFIC® modelo GENESYS 6
- Espectrometro FTIR — SHIMADZU modelo IR AFFINITY-1
- Espectrometro RMN - BRUKER® modelo AVANCE |lI

3.1.2 REACTIVOS

- L (-)fucosa =99 % - SIGMA ALDRICH®

- D (+) Acido galacturénico monohidrato - SIGMA ALDRICH®

- Fucoidano de Fucus vesiculosus = 95% - SIGMA ALDRICH®

- Dextran sulfato ~ Mr 5 000 - SIGMA ALDRICH®

- Dextran sulfato ~ Mr 40 000 - SIGMA ALDRICH®

- Sulfato de condroitina de cartilago de tiburdn (condroitina-6-sulfato) - SIGMA
ALDRICH®

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

- Heparina sédica 5000 Ul/mL - NEWPARIN®

- Enoxaparina sddia 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. 2 ZnClz - - 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 diagnéstico Soluplastin - WIENER LAB®
- Kit diagnéstico APTT Test - WIENER LAB®
- Kit diagnéstico APTT Test ellagico - WIENER LAB®
- Chromozym TH - ROCHE®

- Azida de sodio - MERCK®

- Albumina sérica bovina - SIGMA ALDRICH®
- Cisteina clorhidrato - MERCK®

- Agarosa para electroforesis - MERCK®

- Cloruro de sodio - MERCK®

- EDTA - MERCK®

- Fenol - MERCK®

- Acido acético glacial - FLUKA®

- Alcohol etilico 96° rectificado

- Acido sulfarico concentrado - FLUKA®

- Vainillina - MERCK®

3.1.3 MATERIAL BIOLOGICO: Especie del alga parda Lessonia trabeculata

3.2 METODOLOGIA
3.2.1 RECOLECCION Y DETERMINACION TAXONOMICA

La recoleccion de ejemplar algal de Lessonia trabeculata se llevé a cabo en las
playas de Marcona — departamento de Ica el mes de diciembre del 2015, con el
apoyo del bidlogo Alex Gamarra responsable de la division de macroalgas del
Instituto del Mar del Pert — Imarpe. La extraccién involucré la participacién de
personal calificado de dicha institucion, en una expedicion 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 refrigeracion.

La determinacién taxondmica se llevé a cabo en el herbario del Museo de
Historia Natural de la UNMSM, a cargo el biélogo Mario Benavente (Fig.42).
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3.2.2 OPERACIONES UNITARIAS APLICADAS

Se limpié y lavé superficialmente el alga colectada para eliminar residuos
marinos, luego fue extendida para su deshidratacién al aire libre por 72 horas
hasta una adecuada pérdida de agua, posteriormente, fue secada en estufa

simple a temperatura de 40 °C hasta completa sequedad.

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

Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara”.

Se procedi6 a pesar la muestra seca triturada del alga parda para determinar el
porcentaje de humedad y luego es almacenada en recipiente ambar, hasta su
posterior uso. Para la determinacion 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 EXTRACCION, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE
FUCOIDANOQOS?26:27:48

200 g de muestra seca y en polvo de alga parda fue sometida a extraccion de
sus componentes lipéfilos con acetato de etilo, mediante maceracion por espacio
de 1 semana, con agitacién periddica. Posteriormente se sometié a filtracion y
se elimina el solvente remanente por desecacién. Con la muestra resultante se
utiliza para la extraccion con solucién salina (NaCl 0,2 M), con agitacion
constante por espacio de 18 horas a 60 °C.

Posteriormente se procedié a la filtracion y tamizaje en malla o tul fino, el resto
de componentes sélidos se eliminan por centrifugacién a 5000 RPM, resultando
una soluciéon uniforme. Los polisacaridos presentes en la solucién fueron
precipitados mediante la aplicacién de alcohol etilico 96°, se dejo reposar 12
horas bajo refrigeracion (2 — 8 °C). La muestra precipitada se separ6é 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 purificacion se utilizé sal de amonio cuaternaria, cloruro de cetilpiridinio
(CCP) 1 %, para tal fin se mezclaron en relacién 1V:1V CPP y la muestra

redisuelta de polisacéarido. Inmediatamente aparecié un precipitado de coloracién
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crema a pardo caracteristico del complejo CPP-polisacarido. Se dej6 reposar a
temperatura ambiente por 12 h. La muestra precipitada se separa por
decantacion con malla fina, y se elimind la solucibn remanente mediante
centrifugacion a 5000 RPM.

La ruptura del complejo para la liberacién del polisacarido sulfatado tipo
fucoidano se llevé a cabo aplicando sobre la muestra precipitada solucion 2 M
de NaCl, se sometié a agitacion en vortex por 1 hora. Se formé una solucion
viscosa, la cual fue separada de los componentes sélidos residuales mediante
centrifugacion a 5000 RPM. Para el aislamiento final del fucoidano, se utilizé
etanol 96° hasta la obtencion de precipitado, se dejoé reposar 12 horas bajo
refrigeracion (2 — 8 °C). El procedimiento se repitié por 3 ocasiones.

Finalmente, la muestra de fucoidano precipitado fue redisuelta en 200 mL de
agua destilada, y sometida a liofilizacién (-56 °C por 72 horas) para su
conservacion y uso en pruebas posteriores. Se considera el peso final de
fucoidano liofilizado respecto al peso de alga seca utilizada para la extraccion

para el calculo del rendimiento de fucoidano.
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(

@ Utilizar de 200 g de alga seca en beaker de 3L, afiadir
solucion de NaCl 0.2 N 2V/V.

‘ *Agitacion manual y constante en bafio maria a 60°C x 18 h
Filtrar con tul o tela fina y luego centrifugar

&

EXTRACCION @ l Al FILTRADO ariadir 2 % volimenes de etanol 962* W

*Se deja reposar 12 h en refrigeracion
Decantar y colectar el polisacdrido precipitado

V
@ Redisolver el polisacarido precipitado en agua destilada

y/o desionizada (Hasta completa disolucion) *

\ ‘ *Se puede aplicar reprecipitaciones hasta
obtener un polisacdrido clarificado

-

.

ls
@ Anadir Sal de amonio cuaternaria (cloruro de

cetilpiridinio) ab0.2 ¥ en la relacion 1:1 comlarmuessiea

*Se deja reposar 12 h
Decantar y/o Centrifugar

<

El FUCOIDANO complejado y precipitado se redisuelve
en soluciéon de NaCl 2 M a 40 °C

PURIFICACION

Y S

AISLAMIENTO

Se precipita finalmente el FUCOIDANO con etanol 962
UV

‘ *Filtrar con tul o tela fina y luego centrifugar

@ REDISOLVER en agua destilada y/o desionizada para
\ LIOFILIZAR *

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

muestras algales desecada
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3.2.4 IRRADIACION GAMMA DE FUCOIDANOS

Este procedimiento se llevdo a cabo en las instalaciones de la seccion de
Servicios — Laboratorio de Irradiaciéon de Alimentos del Instituto Peruano de
Energia Nuclear (IPEN), bajo el asesoramiento del Lic. Johny Vargas.

Las dosis de irradiacion gamma consideradas fueron de 10 KGy, 30 KGy, 50
KGy y 100 KGy*9-53,

3.2.4.1 EVALUACION DE CONTENEDORES5455

Como paso previo, se consideré evaluar qué contenedor era el mas adecuado
para la ejecucion experimental, es decir, que no sufriera dafos ni alteraciones
marcadas a la mayor dosis. Por ello, se sometieron a irradiacion (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 DOSIMETRIA5®

Se sigui6 la dosimetria estandar de referencia ASTM 1026 (Fricke) que consiste
en la irradiacidén de la muestra producto con dosimetros y mapeo dosimétrico en
la camara de irradiacién del equipo Gammacell 220 Excel, con la finalidad de
establecer la dosis minima, maxima, uniformidad de dosis, con el fin de calcular
los tiempos de irradiacién correspondientes a cada dosis a suministrar al

fucoidano.

Se prepararon 400 mL de una solucion de fucoidano a 5 mg/mL, afadido en 4
recipientes transparentes de polietileno tereftalato PET, ademas 2 frascos de la
misma geometria y volumen que contenian agua destilada. En la zona lateral y
de la base del contenedor se colocaron dos ampollas cuyo contenido es una
solucién de FeSOa4. Se evaluaron diferentes tiempos de irradiacion 60, 100, 140,
180 y 220 segundos y la variacidén de dosis en funcion a la absorbancia. Se hizo
cambio de ampulas por cada tiempo de evaluacion. A partir de la correlacion
lineal establecida, se obtuvo la tasa de dosis/h de la muestra.
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3.2.4.3 APLICACION DE IRRADIACION A DOSIS DEFINIDAS

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

irradiacion.

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

Dosis Tiempo (minutos) | Tiempo (horas)
10 KGy 199,80 min 3,33h
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 irradiacion se preparé en el momento la muestra de
trabajo, que seria irradiada a la concentracion 5 mg/mL (volumen final 400 mL)
dosificada en 4 recipientes PET segun la geometria establecida en la dosimetria
quimica segun método de Fricke. En el contenedor siempre se colocaron dos
dosimetros, uno lateral y otro basal, como indicadores de calidad respecto a las
dosis recibidas. Posteriormente fueron colocados dentro de la camara de
irradiacién del equipo Gammacell 220. Las muestras luego de culminado el
proceso, fueron liofilizadas (-56 °C x 72 horas). Estas luego serian utilizadas para
las pruebas bioquimicas, caracterizacion quimica y evaluacion de pesos

moleculares.
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CON HIDROLISIS ACIDA

- Cuantificacion de fucosa

- Cuantificacion de dcidos uronicos
- Cromatoerafia en capa deleada

SIN HIDROLISIS ACIDA
- Cuantificacion de sulfato
- Cuantificacion de oroteinas

CARACTERIZACION QUIMICA | _

ANALISIS ESPECTROSCOPICO
- Espectroscopia Infrarroja

- Viscosimetria de Brockfield
- Cromatografia de exclusion molecular
- Electroforesis en papel y gel de agarosa

- Espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear
—— _d EVALUACION DE PESOS MOLECULARES

FUCOIDANO CRUDO IRRADIACION FUCOIDANO
Extraido, purificado y Equipo Gammacell 220 IRRADIADO

liofilizado A dosis 10 KGy, 30 KGy, 50 PRUEBA DE TIEMPO DE PROTROMBINA (TP)
KGy, 100 KGy

PRUEBA DE TIEMPO DE TROMBOPLASTINA
EVALUACION DE R PARCIAL ACTIVA (TTPa)

BIOQUIMICA CLINICA

PRUEBA DE |INHIBICION DE LA
GENERACION DE TROMBINA

—

Fig. 17. Procedimiento de trabajo los fucoidanos irradiados con rayos gamma
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3.2.5 CARACTERIZACION QUIMICA DE FUCOIDANOS
3.2.5.1 PREPARACION DE HIDROLIZADOS

Se realiz6 con la finalidad de analizar cromatograficamente los monémeros
presentes en las muestras de fucoidanos (con/sin irradiacion) asi como la
determinacién del contenido de sulfatos y acidos uronicos. Para ello se pesaron
50 mg de fucoidano y se le afnadieron 5 mL de acido férmico 90 % en un tubo
con taparrosca o recipiente sellado. Se calenté a temperatura de 100 °C en
estufa simple por 6 horas. Se filtraron los residuos y la solucién se neutralizé con

BaCOQs. Posteriormente se sometio a liofilizacidon®7-°,

3.2.5.2 CUANTIFICACION DE SULFATOS

El contenido de sulfato en las muestras de fucoidano se determiné por el método
basado en el uso del azul dimetilmetileno (DMMB). El fucoidano se preparoé a la
concentracion de 500 pug/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 anadido en
proporcion 1 : 2 respectivamente. La cuantificacion se realizd en base a una
curva de calibracion que utiliza como estandar el sulfato de condroitina a
concentraciones ascendentes 1, 2.5, 5, 10, 20 pg/mL. La lectura

espectrofotométrica se realiza a 525 nm49:60,

3.2.5.3 CUANTIFICACION DE ACIDOS URONICOS

El contenido de &cidos urdnicos residuales en las muestras de fucoidano
hidrolizado, se cuantificd por el método basado en el uso del carbazol. Para tal
fin, se utilizé una solucién 0,025 M de tetraborato de sodio en acido sulfarico
concentrado, carbazol 0,125 % en etanol 96° y como estandar de calibracién al
acido galacturénico a las concentraciones de 5, 10, 25, 50, 75, 100 y 200 pg/mL.
La lectura espectrofotométrica se realiz6 a 530 nm. El procedimiento fue el

siguiente®1-64:
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Tabla 9. Cuadro resumen para el procedimiento de andlisis de acidos urénicos

en muestras de fucoidano

Blanco MP Estandar

(H204) (Fucoidano) | (Condroitina 6 sulfato)
Muestra 1mL 1 mL 1mL
Na2B407.10H20 0,025 M 5mL 5mL 5mL
Calentar por 10 minutos en bafo maria hirviente. Enfriar a temperatura ambiente
Carbazol 0,125 % 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL
Homogenizar y someter a bafio maria hirviente por 15 minutos. Enfriar a temperatura
ambiente. Leer al espectrofotometro a longitud de onda de 530 nm

3.2.5.4 CUANTIFICACION DE L-FUCOSA

El contenido de fucosa en las muestras de fucoidano hidrolizado se determin6
mediante el método de Dische. Se prepararon muestras de L-Fucosa en agua
destilada a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 75 pg/mL para la curva de
calibracion. Las muestras de fucoidano hidrolizado se prepararon a la
concentracion de 500 pg/mL y el clorhidrato de cisteina al 5 % en agua

destilada®®%8. El procedimiento fue el siguiente:

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

fucosa en muestras de fucoidano

Blanco MP Estandar

(H204) (fucoidano) (L-Fucosa)
Muestra 1mL 1mL 1mL
H2SO4 (6:1) 4,5 mL 4,5 mL 4,5 mL

(1) Mantener en bafo de agua fria con hielo y mezclar

(2) Luego se lleva a bafo de agua a 25 °C x 3 — 4 minutos

(3) Se lleva a bafno maria hirviente x 3 minutos

(4) Se enfrian 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

Férmula: Absrucosa = Abs 396nm — Absa27nm (MOdo de correccion a la presencia de
hexosas)
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3.2.5.5 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacion del contenido residual de proteinas en las muestras de
fucoidano se realizé mediante el método de Bradford. Se utiliza albumina sérica
bovina como estandar de calibracion y el reactivo azul brillante de Coomassie G-
250 7.

3.2.5.6 ANALISIS CROMATOGRAFICQS873

SOPORTE: Silicagel G-60

SISTEMA DE SOLVENTES: acetato de etilo, &cido formico, acido acético, agua
(100:11:11:27) v/v

ESTANDAR: L- Fucosa a 100 ug/mL

MUESTRAS: Hidrolizados de fucoidano a 1000 pg/mL

REVELADORES:

Solucién de timol sulfurico: Presencia de manchas rosadas

Solucidén de vainillina sulfurica: Presencia de manchas violaceas — verduzcas.

Se evaluaron comparativamente las relaciones de flujo (RFs) de los fucoidanos
hidrolizados respecto al estandar, segun las manchas caracteristicas de cada
revelado.

3.2.5.7 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA"375

Las sefales caracteristicas presentes en los fucoidanos se evaluaron a partir de
los espectros en rango del infrarrojo medio (4000 a 700 cm™') por el método ATR
(reflectancia total atenuada), obtenidos en el espectrofotometro IR modelo IR
AFFINITY-1 con transformada de Fourier (FTIR) en la Unidad de Servicios de
Analisis Quimicos (USAQ) de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la
UNMSM.
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3.2.5.8 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR7683

25 mg de muestras de cada fucoidano fueron coevaporadas en agua deuterada
D20 en dos ocasiones y sometidas a liofilizacion, a fin de garantizar la saturacion.
La muestra para el analisis fue disuelta en 500 uL de D20, y procesada a 60 °C
como temperatura de trabajo. Se reportan los desplazamientos quimicos
caracteristicos y las diferencias evidenciadas entre cada una de las muestras.
Adicionalmente se analizé como estandar de comparacion el fucoidano del alga

Fucus vesiculosus 95 % de pureza (Sigma Aldrich).

Los espectros "H/NMR fueron obtenidos en el espectrémetro Bruker AVANCE ||
HD 500 MHz (11,75 T) TCI-He de la Pontificia Universidad Catélica del Perq,

Departamento de Ciencias — Seccion Quimica, CERMN.

3.2.5.9 EVALUACION DE PESOS MOLECULARES
3.2.5.9.1 VISCOSIMETRIA

Se realiz6 en el Centro de Control Analitico (CCA) — Cenprofarma de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM mediante el método de Brockfield%. 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 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR?6:27

- Columna cromatografica: 10 x 1,5 cm
- Soporte: Sephadex G-75
- Solvente: Acido acético 0,2 M

Preparacién del tamiz

Se peso 2,5 g de sephadex G-75 y se diluyé en 50 mL de H20 bidestilada. Debe
presentar consistencia fluida. Se almacend en refrigeracioén por 24 horas, para la
hidratacion hasta que adopte el tamano esferular adecuado.
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Empacado de la columna

Se homogenizé el sephadex hidratado antes de afiadir. Previamente se coloca
lana de vidrio en la base. Se incorpor6é cuidadosamente el sephadex por las
paredes de la columna para evitar la formacion de burbujas. Se destapa la base
para ver si el flujo de salida de H2Oq es adecuado. Se cerré la llave y se mantuvo
el volumen residual, luego reposo por 24 horas a temperatura ambiente.

Proceso cromatografico

Se eluy6 el solvente acido acético 0,2 M a través de la columna y luego fue
anadida la muestra de fucoidano (250 mg en 2 mL de agua bidestilada), que se
fija en la seccién superior de la columna, se apertura el cierre inferior y se afadio
progresivamente el solvente evitando la disgregacion del soporte. Los eluatos
fueron colectados en viales a volumenes referenciales de 2 mL. El comparativo
de volumen se hace con un frasco idéntico que contiene solucién coloreada de
cloramina T o azul de bromofenol. La presencia de azucares 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 liofilizacién para su posterior andlisis electroforético.

3.2.5.9.3 ELECTROFORESIS EN PAPEL?34%
Preparacion de reactivos

SOLUCION FIJADORA: Mezcla de 20 mL de solucién de formaldehido (35 %en
peso) con 80 mL de etanol 96°

REVELADOR O AGENTE CROMOGENO: 0,04 mg de azul de metileno disuelto
en una mezcla de 20 mL de agua destilada con 80mL de acetona

SOLUCION DE INMERSION: Acido Acético al 5 %
SOLUCION BUFFER: Borato pH = 8 concentracién: 0,05 M

FUCOIDANQOS: Sin irradiar, irradiados (10, 30, 50 y 100 KGy) a la concentracién
de 25 mg/mL
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ESTANDARES: Heparina, enoxaparina, sulfato de condroitina, fucodiano de
Fucus vesiculosus, dermatan sulfato, dextran sulfato (MW ~ 5 y 40). A

concentraciones de 1000 pg/mL.
Procedimiento

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

8.0cm 14.5cm 8.0cm
L R
Movilidad electroforética
R = Right (derecha) -
L = Left (izquierda) Puntos de origen

Se disolvieron 10 mg de muestra (polisacarido liofilizado) en 1 mL de agua
destilada, se sembr6 con ayuda de un capilar en cuatro puntos diferentes.

Se utilizé6 400 mL de buffer borato pH 8,0 a 0,05 M. Se program6 la fuente de
poder a 300 V y desarrollé por 2 2 h. Transcurrido el tiempo, el papel fue
colocado en la solucién fijadora por 15 minutos. La tira (electroforegrama) fue
secada y atomizada con la solucion de revelado (azul de metileno), luego el
exceso de colorante se retiré con la solucion de inmersién y con agua destilada.
Se reporta la movilidad electroforética evidenciada por la presencia de manchas

azul violaceas por reaccion metacromatica.

3.2.5.9.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA?6:27

Aproximadamente 15 ug de fucoidano es aplicado a una superficie de gel de
agarosa al 1,5 %, se desarrollé por espacio de 3 horas a 110 V en solucién buffer
0,05 M de 1,3 diaminopropano/acetato (pH = 9). Los fucoidanos en el gel se
fijaron con una solucién al 1 % de N-cetil-N, N, N trimetilamonio. Asimismo,
también se evaluaron los estdndares de polisacaridos sulfatados: sulfato de
condroitina, dermatéan sulfato, fucoidano de Fucus vesiculosus, dextran sulfato
(MW ~ 5y 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 mas representativo en peso de liofilizado.
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3.2.6 PRUEBAS DE COAGULACION
3.2.6.1 PRUEBA DE TIEMPO DE PROTROMBINA

Esta prueba se realizé considerando el método provisto en la prueba Soluplastin
(Wiener-Lab) de tromboplastina calcica para la determinacién de Tiempo de

Protrombina en una etapa®® y modificaciones.
Procedimiento:

1. Colocar en un tubo de hemdlisis 100 uL de plasma control y 20 pL de
muestra de analisis (fucoidano, estandar) en bano de agua a 37 °C
durante 2 -3 minutos (no mas de 10 minutos)

2. En un tubo de hemdlisis colocar 200 uL Reactivo A (tromboplastina de
cerebro de conejo liofilizada) reconstituido, preincubar a 37 °C durante 2
a 3 minutos (no mas de 10 minutos)

3. Pipetear la mezcla inicial y afadir rapidamente al tubo con 200 pL de
reactivo A, disparando el cronémetro inmediatamente, mantener en bano

maria a 37 °C.

Observaciones:

- Se utiliza un asa de siembra para evaluar la formacién del coagulo

- Previo al tiempo estimado de coagulacién se inclina el tubo y se desliza
suavemente el asa de siembra en la mezcla a fin de retirar el coagulo

- Se detiene el crondmetro en el momento de formacion del coagulo

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

- Estandar (heparina, enoxaparina) a 100 y 1000 ug/mL
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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 realiz6 segun el método
provisto en la prueba ATTP Test (Wiener-Lab)®” y modificaciones.

Procedimiento:

Precalentar el Reactivo B (solucion de cloruro de calcio 0,025 mol/L) antes de
realizar la prueba en bafo de agua a 37 °C.

En un tubo de hemolisis colocar:

1. Colocar en un tubo de hemdlisis 100 uL de plasma control y 20 pL de
muestra de analisis (fucoidano, estdndar) en bafio de agua a 37 °C
durante 2 -3 minutos (no mas de 10 minutos)

2. Luego anadir 100 pL de Reactivo A (cefalina con tierra de diatomeas).
Homogenizar, mezclar e incubar 3 minutos a 37 °C.

3. Anadir 100 pyL de Reactivo B y disparar simultaneamente el cronémetro.

Observaciones:

- Se utiliza un asa de siembra para evaluar la formacién del coagulo

- Previo al tiempo estimado de coagulacion se inclina el tubo y se desliza
suavemente el asa de siembra en la mezcla a fin de retirar el coagulo

- Se detiene el crondmetro en el momento de formacion del coagulo

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

- Estandar (heparina, enoxaparina) a 100 y 1000 pug/mL
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3.2.6.3 PRUEBA DE INHIBICION DE LA GENERACION DE TROMBINA
3.2.3.3.1 PREPARACION DE REACTIVOS?®®

Tabla 11. Resumen de la preparacion de reactivos de la prueba de inhibicién de

generacion de trombina

Solucién Preparacion

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

Buffer Tris

agua bidestilada. Ajustar el pH con HCI y llevar a
(50 mM, pH = 8,3; .

volumen de 100 mL. Disolver 100 mg de BSAy 100 mg
227 mM NaCl)

de azida de sodio para su conservacion.

1,9 mM solucion | Disolver 5 mg de Chromozym TH en 4 mL de agua
Chromozym TH bidestilada. Usar dentro de las 24 horas.

Ambas soluciones deben almacenarse bajo refrigeracion (2 — 8 °C)

En un tubo de trabajo se afnade 2,8 mL de buffer Tris
Chromozym TH| 50 mMy 0,3 mL de Chromozym TH 1,9 mM. Mezclar y
solucién de trabajo mantener a 37 °C para la prueba. Usar dentro de las 24
horas.

También se preparan solucion de EDTA 10 mM y acido acético al 50 %, ambos

utilizan agua bidestilada en su preparacion.

3.2.3.3.2 PREPARACION 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 patrén o estdndar fueron preparadas a concentraciones de 0.1, 1,
5, 10 ug/mL para la heparina, mientras que para la enoxaparina fueron de 10,
20, 40 y 80 pg/mL.
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3.2.3.3.3 PROCEDIMIENTO?8-"

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

generacion de trombina

ESTANDAR MP BLANCO
PLASMA CONTROL (37 °C) 100 pL 100 pL 100 pL
ESTANDAR (heparina, enoxaparina) 50 pL - -
MP (fucoidano) - 50 pL -
BLANCO (H:O bid o BUFFER) - - 50 pL
Incubar x 1 min a 37 °C
REACTIVO A (Actina) 50 pL 50 pL 50 pL
REACTIVO B (CaClz>) 50 pL 50 pL 50 pL
Incubar x 2 min a 37 °C
EDTA 10 mM 200 pL 200 pL 200 pL
Homogenizar y extraer 100 pL de cada mezcla
Extraido 100 pL 100 pL 100 pL
CHROMOZYM TH (37 °C)
Solucidn de trabajo 3100 3100 3100
Incubar x 3 min a 37 °C
ACIDO ACETICO 50 % 300 pL 300 pL 300 pL
Volumen final 3500 pL 3500 pL 3500 pL

Leer al espectrofotometro a 404 nm
% Inhibicién = (1-trombina residual/trombina inicial)*100

3.2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos se emplearon los
programas SPSS versién 22 y Minitab 17. Los resultados generales son
reportados como “Medias +/- S.D (Desviacion estandar)” en analisis descriptivo.
La comparacién de la medida de tendencia central entre grupos se evalla
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 comparacion de medida de tendencia central para 3 0 més grupos (Fuente: Ing. Est. José Camero, curso Estadistica
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 extraccion, purificacion y aislamiento, se obtienen

3,34 £ 0,24 g de fucoidano

4.2 IRRADIACION GAMMA

Tabla 14. Caracteristicas de los contenedores irradiados

DOSIS 50 KGy DOSIS 100 KGy
O 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 minimamente por aplicacion de altas dosis de radiacién

gamma.

Tabla 15. Determinaciéon de la dosimetria. Obtencién de dosis minima y maxima

: - DOSIS | DOSIS
TIEMPO [s] DOSIS MiNIMA DOSIS MAXIMA MINIMA | MAXIMA
60 0,0543 0,07841 Constante | 0,004196 0,002207
Error
100 0,08741 0,12748 Eaingary | 0:000506| 0,005733
140 0,1208 0,17569 R cuadrado | 0,999931| 0,996153
Grados de
180 0,15507 0,23783 o 4 4
220 0,1873 0,27587 goef’c’e”te 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 DOSIMETRIA FRICKE EN PRODUCTO

FECHA: 09/08/16 EMPRESA SOLICITANTE: UNMSM — TESIS FUCOIDANO
PESO 600 g TEMP. IRRADIAGION 19,7 FACTORES PT::CI))F\:V 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. Calibracion con estandar Fricke para la obtencién de dosis asociadas a tiempo de trabajo
DOSIS DOSIS DOSIS
T'E(';")Po POSICION ABSORBANCIA || »n _ Aj— A0 Tﬁ'é"gli?g; L[’o'z‘]\ I;sxgli%fgﬂ?gg] DOSIS [kGy] | CORREGIDA | PROMEDIO | PROM.GRAL
[kGy] [kGy] - [kGy]
3 0,279 0.27 20 19,7 0,07506 0,07824 | Dmax:
5 0,279 0,27 20 19,7 0,07506 0,07841 0,07841
el 6 0,196 0,187 20 19,7 0,05199 0,0543 | Dmin: 0,06635
7 0,196 0,187 20 19,7 0,05199 0,0543 0,0543
3 0,448 0,439 20 19,7 0,12204 0,12748 | Dmax:
5 0,448 0,439 20 19,7 0,12204 0,12748 0,12748
100 5 0,31 0,307 20 19,7 0,08368 0,08741 | Dmin: 0,10744
7 0,31 0,301 20 19,7 0,08368 0,08741 0,08741
3 0,614 0,605 20 19,7 0,16819 0,17569 | Dmax:
140 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: 0,14824
7 0,425 0,416 20 19,7 0,11565 0,1208 0,1208
3 0,828 0,819 20 19,7 0,22768 0,23783 | Dmax:
180 5 0,828 0,819 20 19,7 0,02768 0,23783 0,23783
5 0,543 0,534 20 19,7 0,14845 0,15507 | Dmin: 0,19645
7 0,543 0,534 20 19,7 0,14845 0,15507 0,15507
3 0,959 0,95 20 19,7 0,2641 0,27587 | Dmax:
220 5 0,959 0.95 20 19,7 0,2641 0,27587 0,27587
3 0,654 0,645 20 19,7 0,17931 01873 | Dmin: 0,23159
7 0,654 0,645 20 19,7 0,17931 0,1873 0,1873
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Tabla 17. Tiempo calculado por dosimetria Fricke para las dosis de irradiacion

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 dosimetria de la muestra, se considera la dosis minima 3,0029 KGy

por hora, para establecer los tiempos necesarios para lograr las dosis de
radiacion gamma para el estudio.
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4.3 ANALISIS QUIMICO DE FUCOIDANOS

Tabla 18. Consolidado del analisis quimico cuantitativo de los fucoidanos

FUCOSA GRUPO SULFATO ACIDOS URONICOS PROTEINAS
MUESTRAS
(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
*Acidos urénicos (expresados en mg y % de acido D- galacturénico presente en muestra de fucoidano) — Método carbazol sulfurico

*Proteinas (expresados en mg y % albumina sérica bovina presente en muestra de fucoidano) — Método Bradford

Para todos los casos se consider6 la media de 3 mediciones y la correspondiente desviacion estandar
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CURVA DE CALIBRACION - FUCOSA

1.2
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0.4 y =0,0155x + 0,0267

R2 =0,9974

0.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentracion (ug/mL)

Fig. 19. Curva de calibracion correspondiente a la cuantificacion de Fucosa en
muestras de fucoidano, por el método de Dische

CURVA DE CALIBRACION - ACIDOS URONICOS
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Fig. 20. Curva de calibracion correspondiente a la cuantificacién de acidos
urénicos en muestras de fucoidano, por el método de carbazol-sulfarico

En ambos casos se observa una fuerte asociacion entre variables cuantitativas
(concentracion vs absorbancia) con un coeficiente de determinaciéon mayor a

0.99 (99 % de correlacion).
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CURVA DE CALIBRACION - PROTEINAS
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Fig. 21. Curva de calibracién correspondiente a la cuantificacion de proteinas

en muestras de fucoidano, por el método de Bradford

CURVA DE CALIBRACION - SULFATOS
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Fig. 22. Curva de calibracion correspondiente a la cuantificacion de proteinas

en muestras de fucoidano, por la aplicacion de DMMB

En ambos casos se observa una fuerte asociacion entre variables cuantitativas

(concentracion vs absorbancia) con un coeficiente de determinacion mayor a

0.98 (98 % de correlacion).
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4.4 EVALUACION DE PESOS MOLECULARES

4.4.1 VISCOSIMETRIA

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

10 9.25

VISCOSIDAD (cps)
SN

N

7.38
6.75
6
I I s 4.88
0 I I

FUC.0KGy  FUC.10KGy FUC.30KGy FUC.50KGy FUC. 100 KGy

Fig.23. Cuadro comparativo de la variacién de viscosidad respecto a la dosis
de radiacion sometida

Se observa conforme se aplica la irradiacidn gamma a los fucoidanos, estos
presentan disminucion de la viscosidad, lo cual es un indicador de disminucidn

del peso molecular.
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4.4.2 ELECTROFORESIS EN PAPEL

A
MUESTRA MOVILIDAD ELECTOROFETICA
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 fijacion con azul de metileno.
Movilidad electroforética reportada para muestras de fucoidano.

Si bien es cierto la movilidad electroforética es practicamente semejante entre
las muestras analizadas, se muestra que conforme aumenta la dosis de
irradiacidon hay disminucién de la cola, lo que en indicador indirecto de reduccién
del peso molecular del fucoidano. Los recorridos de los estdndares no resultaron

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

A B C
D E F
ESTANDAR MOVILIDAD ELECTOROFETICA
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 sédica ~ [4 - 6] KDa 0,73
F: Heparina sddica ~ [15 - 30] KDa 0,80

Fig. 25. Electroferogramas en gel de agarosa luego de la fijacién bromuro de
hexadeciltrimetilamonio. Movilidad electroforética reportada para estandares de
polisacaridos sulfatados

La movilidad electroforética de los estandares de polisacaridos sulfatados en el
gel de agarosa se encuentra relacionada tanto al peso molecular como al grado

de sulfatacion de la molécula.
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MUESTRA MOVILIDAD ELECTOROFETICA
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 fijacién 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 sulfatacién de la molécula.
La disminucion del recorrido conforme la muestra fue sometida a mayores dosis

de irradiacién es un indicador de reduccion del peso molecular.
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4.5 ANALISIS ESPECTROSCOPICO
4.5.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

El espectro IR de las muestras de fucoidano presentan numeros de onda en el
rango de 4000 cm™ a 750 cm™ que corresponde al infrarrojo medio y que
caracteriza a los principales grupos funcionales organicos segun su vibracién

caracteristica.

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

Tabla 20. Vibraciones obtenidas por muestra de fucoidano, asociacién e
interpretacion de las senales

Muestra Vibracion (cm™) | Descripcion

Fucoidano 0 KGy 3302,13 _ _ B o
Fucoidano 10 KGy 329828 Indica la vibracion por es.tlramle.nto gJeI
Fucoidano 30 KGy 3267,47 enlace O - H del grupo funcional hidroxilo.
Fucoidano 50 KGy 326/ 41 Rango normal: 3350 + 150 cm’
Fucoidano 100 KGy 3271,27

Fucoidano 0 KGy 2927,94

Fucoidano 10 KGy 292/,94 Indica la vibracion del enlace C-H por
Fucoidano 30 KGy 292/,94 estiramiento del anillo piranésico y el C-6
Fucoidano 50 KGy 2690,1Y de las unidades de fucosa

Fucoidano 100 KGy 2927,94

Fucoidano 0 KGy 1604,77

Fucoidano 10 KGy 1004,7/ Indica la vibracién por estiramiento
:328:3:28 28 ?8;’ 1283 ; 2 asimétrico del carboxilato O — C - O
Fucoidano 100 KGy 1600,92

Fucoidano 0 KGy 1411,89 ) »

Fucoidano 10 KGy 1411,89 Indicg la ylbramon dell enlgce C —_OH con
Fucoidano 30 KGy 1411,89 cpntrlt_)umén del estlram|er_1to simétrico
Fucoidano 50 KGy 1411,89 vibracional del grupo carboxilato
Fucoidano 100 KGy 1408,04 0-C-0

Fucoidano 0 KGy 1238,30

Fucoidano 10 KGy 1238,3U _ _ y o

Fucoidano 30 KGy 1238,30 Indica la vibracién por estiramiento del
Fucoidano 50 KGy 238,30 enlace S = O del grupo sulfato

Fucoidano 100 KGy 1234,44

Fucoidano 0 KGy 813,96 ) . L Lo
Fucoidano 10 KGy 813.96 Ind_lca _Ia vibracién caracteristica del
Fucoidano 30 KGy 813.96 estiramiento del enlace C — O — S _d,el
Fucoidano 50 KGy 810.10 grupo s_ulfato. Corresponde a la posicién
Fucoidano 100 KGy 810:10 ecuatorial del enlace en C — 2/3
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Fig. 27. Espectros infrarrojos superpuestos de los fucoidanos a diferentes dosis de irradiacion. Se observan las sefiales caracteristicas a
3300, 1600 y 813 cm™, correspondiente a las vibraciones del grupo hidroxilo, carboxilato y sulfato respectivamente.
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4.5.2 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protdn se obtuvieron para las
muestras de fucoidano a 0 KGy, 10 KGy, 30 KGy, 50 KGy, 100 KGy y un estandar
de fucoidano de Fucus vesiculosus.

De la evaluacion de desplazamientos quimicos la sefial de 0 ppm corresponde
al calibrador de tetrametilsilano (TMS). La sefial marcada entre 4,3 — 4,6 ppm

corresponde a la huella del agua.

Se observan similitudes en todos los espectros. Primero, hay una senal entre 1,0
—1,5 ppm que indica la presencia de metilacién C — CHs. Luego, de las senales
correspondientes a los azucares, se hace una amplificacion en la zona de 4,5y
6 ppm, destacando las senales: ~ 5,35 ppm (0 KGy), ~5,25 ppm (10, 30, 50 y
100 KGy) y 5,15 ppm (estandar), estas sefales corresponderian al carbono
anomérico H-1 del a — L - fucopiranosilo, cuyas sefales representativas se

encuentran entre 5,1 — 5,8 ppm.

A diferencia del estandar se observan senales 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 ultimas corresponderian a los protones H2 — H4 con presencia de O —

sulfataciones.

La senal solitaria en la regidén de desproteccion de 8 — 8,5 ppm presente en todas
las muestras, asi como en el estandar puede deberse tanto a residuos de acidos
urénicos (manuranatos por ejemplo, dando la sefal del protén del -COOH) o
también existe la posibilidad que se trate de residuos de la sal de amonio
cuaternaria cloruro de cetilpiridinio, dando sefnal caracteristica del protén mas

desapantallado por el halégeno.

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
estandar para la zona anomérica correspondié a ~ 19 H.
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Informe N° C-009/10-2017 TRy

1H EX_UAQ-1I-62-3 (Fucoidano Total 2), T=60C = R
Agua residual: 4.42 ppm

Laboratorio de RMN

CERMN
Current Data Parameters
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— PROCNO b §
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SFO1l 500.1330885 MHz
| 2 NUC1 1H
U i P1 7.84 usec
| / PLW1 6.00000000 W
|
A W J. A ' ‘ F2 - Processing parameters
o \ N ! SI 65536
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' / 7V \ A '-\| ./ - WDW EM
~
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LB 0.30 Hz
GB 0
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A e

Fig. 28. Espectro de '"H RMN del Fucoidano 0 KGy (sin irradiar). Se observan sefales desplazamiento quimico entre 1.0 - 1.5 ppmy 5.1
— 5.8 ppm correspondientes a metilacion (C-CHs) y al carbono anomérico H-1 del a — L - fucopiranosilo
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Informe N° C-009/10-2017 l.l'lll.lllll
1H EX_UAQ-I-61-2 (Fucoidano 10KGy), T=60C - -
Agua residual: 4.42 ppm
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Fig. 29. Espectro de 'H RMN del Fucoidano 10 KGy. Se observan senales desplazamiento quimico entre 1.0 - 1.5 ppmy 5.1 — 5.8 ppm

correspondientes a metilacién (C-CHs) y al carbono anomérico H-1 del a — L - fucopiranosilo
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Informe N° C-009/10-2017 |.I|l...lllll
1H EX_UAQ-I-61-3 (Fucoidano 30KGy), T=60C - (o
Agua residual: 4.42 ppm
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Fig.30. Espectro de 'H RMN del Fucoidano 30 KGy. Se observan sefales desplazamiento quimico entre 1.0 - 1.5 ppm y 5.1 — 5.8 ppm
correspondientes a metilacién (C-CHs) y al carbono anomérico H-1 del a — L - fucopiranosilo
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Informe N° C-009/10-2017

1H EX_UAQ-I-61-4 (Fucoidano 50KGy), T=60C = .
Agua residual: 4.42 ppm
Slles
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L
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Fig.31. Espectro de 'H RMN del Fucoidano 50 KGy. Se observan sefales desplazamiento quimico entre 1.0 - 1.5 ppm y 5.1 — 5.8 ppm
correspondientes a metilacién (C-CHs) y al carbono anomérico H-1 del a — L - fucopiranosilo
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Informe N° C-009/10-2017
1H EX_UAQ-I-62-4
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T=60C

2
.
=

-~ "'L g ) : “

e e

“\ lNlp'{r

1
I (p'
guﬁ

Laboratorio de RMN
CERMN

Current Data Parameters

03

1

:

L 1 1 I T

5 4 3 2 1
3 ] |2 = S 8
C R = & g

¥ A NAME EX_UAQ-I-62-4_241117
S pada. EXPNO 2
e PROCNO 1
r T - r T T - T F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20171124
5. 6 5. 4 5.2 50 48 PPmM 42 40 38 36 34 PPmM Time 15.20 h
INSTRUM spect
PROBHD Z14899%4_0001 (
PULPROG 2g 30
g > ™D 65536
- ~ T SOLVENT D20
— ~ NS 32
— DS a
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
\ AQ 3.2767999 sec
ﬂ RG 16.27
DwW 50.000 usec
‘ ' DE 20.20 usec
\ Nt TE 333.1 X
N \ D1 1.00000000 sec
\% TDO 1
| SFO1 500.1330885 MHz
\ | NUC1 1H
| 1y J ’ | ‘P”IM c. 3684 usec
W1 00000000 W
' *’ﬂﬁ "\\ J - \J L}h " F2 - P 1
/ = rocessing parar\etera
N A = \ A | s1 5536
f"“’ e J'V'\_/""/ W SF 500. 1301439 MHz
4___;,_‘—-—~J’/ \ WDW EM
J e J ssas 0
LE 0.30 Hz
GR 0
PC 1.00
T T T
8 7 ppm

E

Fig.32. Espectro de 'H RMN del Fucoidano 100 KGy. Se observan sefiales desplazamiento quimico entre 1.0 - 1.5 ppmy 5.1 —
5.8 ppm correspondientes a metilacion (C-CHs) y al carbono anomérico H-1 del a — L - fucopiranosilo
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Informe N° C-009/10-2017 [ TITTTT IO

1H EX_UAQ-I-65-1 (Fucoidano Estandar Sigma Aldrich), T=60C

Agua residual: 4.41 ppm -ggn

“HNIHQ/‘r

U(,'
gm'

Laboratorio de RMN

| CERMN
| Current Data Parameters
| NAME EX_UAC-1-65-1_170118
| EXPNO 3
T | e PROCNO 1
| F2 - Acquisition Parameters
| ' ’ f " T T T T T Date_ 20180117
Time 12.45 h
56 54 52 50 48 ppm ' 2 40 38 36 3.4 ppm Time 12,43
PROBHD 2148994 0001 (
PULPROG zg30
> 8 D 65536
: SOLVENT D20
o] §§ NS 32
- DS 4
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.276799%99 sec
| RG 16.27
Dw 50.000 usec
| ¢ N\ DE 20.20 usec
| TE 333.2 K
| D1 1.00000000 sec
| ™0 1
§ SFO1 500.1330885 MHz
[ NUC1 14
| Pl 7.84 usec
o ¥ PLW1 6.00000000 W
Ly A
FYYM AT F2 - Processing parameters
~ ve v\ | sSI 65536
\ [ w SF 500.1301474 MHz
I WDW EM
i . N pa—— ; R ssB 0
N I LB 0.30 Hz
GB
PC 1.00

0 by

Fig.33. Espectro de 'H RMN del Fucoidano de Fucus vesiculosus. Se observan sefiales desplazamiento quimico entre 1.0 - 1.5 ppm y
5.1 — 5.8 ppm correspondientes a metilacion (C-CHs) y al carbono anomérico H-1 del a — L - fucopiranosilo
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4.6 ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE

4.6.1 PRUEBA DE TIEMPO DE PROTROMBINA (ViA EXTRINSECA)

TIEMPO DE PROTROMBINA (TP)
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Fig.34. Cuadro comparativo de los tiempos de protrombina para blanco,

estandares 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 ug/mL >300 *0,00
ST.Heparina 100 ug/mL >300 £0,00
ST.Enoxaparina 1000 ug/mL >300 *0,00
ST.Enoxaparina 100 pg/mL 17,57 +0,27

Se observa que, para la evaluacion de la via extrinseca por la prueba de

protrombina, solo los estandares de heparina y enoxaparina tuvieron actividad

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

(VIA INTRINSECA)

TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVA(TTPa)

140.00
120.00
100.00
80.00
60.00
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20.00 I
0.00

TIEMPO (segundos)

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

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

A
)
Q~l~

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 ug/mL >300 % 0,00
ST.Heparina 100 ug/mL >300 + 0,00
ST.Enoxaparina 1000 ug/mL >300 + 0,00

ST.Enoxaparina 100 ug/mL

146,88 + 12,13

Los fucoidanos en su totalidad presentaron actividad anticoagulante al presentar

valores mayores al basal y semejantes a los estandares de heparina vy

enoxaparina.
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4.6.3 INHIBICION DE LA GENERACION DE TROMBINA

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

Muestra Absorbancias %Inhibicion X DS
0,179 86,49

Muestra: 0,5 mg 0,217 83,62 84,91 1,19
0,204 84,60
0,149 88,75

Muestra: 1 mg 0,147 88,91 88,83 0,06
0,148 88,83
0,145 89,06

Muestra: 5 mg 0,15 88,68 88,96 0,20
0,144 89,13
0,118 91,09

Muestra: 10 mg 0,128 90,34 90,64 0,33
0,126 90,49

~ FucoidanotoKGy

Muestra Absorbancias %Inhibicion X DS
0,714 48,96

Muestra: 0,5 mg 0,821 41,32 44,94 3,14
0,776 44,53
0,194 86,13

Muestra: 1 mg 0,217 84,49 85,32 0,67
0,205 85,35
0,124 91,14

Muestra: 5 mg 0,122 91,28 91,30 0,15
0,119 91,49
0,111 92,07

Muestra: 10 mg 0,116 91,71 91,83 0,17
0,116 91,71

~~~~~~~ Fucoidano30KGy

Muestra Absorbancias %inhibicion X DS
1,193 14,72

Muestra: 0,5 mg 1,178 15,80 15,20 0,45
1,188 15,08
0,904 35,38

Muestra: 1 mg 0,957 31,59 33,52 1,55
0,929 33,60
0,093 93,35

Muestra: 5 mg 0,093 93,35 93,28 0,10
0,096 93,14
0,093 93,35

Muestra: 10 mg 0,095 93,21 93,52 0,34
0,084 94,00

71



Tabla 24. Resultados de porcentaje de inhibicion de la generacién de trombina
para fucoidano de 50 KGy, 100 KGy y estandares de heparina y enoxaparina

Muestra  Absorbancias %Inhibicion X DS Muestra  Absorbancias %lInhibicion X DS
0,562 24,87 0,363 39,50

x‘s’enfga: 0,569 23,93 2415 0,52 :\fger:ga: 0,415 30,83 3550 3,57
0,571 23,66 0,383 36,17
0,501 33,02 0,207 65,50

'1"':‘:;"3’ 0,477 36,23 3476 1,32 Q"‘I:‘e;“a: 0,21 65,00 6506 0,34
0,486 35,03 0,212 64,67
0,299 60,03 0,192 68,00

g"“megs"a: 0,263 64,84 6257 1,97 gn:‘e;tra: 0,222 63,00 66,17 2,25
0,278 62,83 0,195 67,50
0,071 90,51 0,087 85,50

'1"'0“;5;3: 0,075 89,97 89,88 0,55 '1"'0“;5;": 0,095 84,17 85,00 0,59
0,081 89,17 0,088 85,33

. ENOXAPARNA  HEPARNA

Muestra Absorbancia  %Inhibicion X DS Muestra Absorbancia  %Inhibicion X DS
0,552 3,66 0,479 24,33

ENOX 10 0,555 3,14 361 0,36 | HEP 0.1 0,483 23,70 24,07 0,27
0,55 4,01 0,48 24,17
0,473 17,45 0,373 41,07

ENOX 20 0,476 16,93 17,16 0,22 | HEP 1 0,375 40,76 4113 0,32
0,475 17,10 0,37 41,55
0,269 53,05 0,21 66,82

ENOX 40 0,27 52,88 52,76 0,30 | HEP 5 0,212 66,51 66,77 0,20
0,273 52,36 0,209 66,98
0,095 83,42 0,084 86,73

ENOX 80 0,093 83,77 83,54 0,16 | HEP 10 0,087 86,26 86,52 0,20
0,095 83,42 0,085 86,57




% INHIBICION DE LA GENERACION DE TROMBINA
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Fig.36. Cuadro comparativo de porcentajes de inhibicion de trombina para las

muestras de fucoidano a diversas dosis de irradiacion- |

En todos los casos la concentracién mas alta (10 mg/mL) presenta una inhibicion
mayor al 80 %, ello indica que, el fucoidano de menor peso molecular pese a ser
sometido a irradiacion mantiene su efecto a esa concentracién, sin embargo, a
disminuirla esta reduce su % IGT.

73



IComparativo entre %lInhibicion de Trombinal
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Fig.37. Cuadro comparativo de porcentajes de inhibicion de trombina para las
muestras de fucoidano a diversas dosis de irradiacion-Il
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Fig.38. Cuadro comparativo de porcentajes de inhibicion de trombina para las
los estandares de heparina y enoxaparina

Se observa que las concentraciones de trabajo son menores en el caso de la
heparina respecto a la enoxaparina, asi como la tendencia a disminucién de la
inhibicidn es mas notoria en la enoxaparina
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4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Establecimiento de los grupos de comparacion

- Grupo 1: Concentracién A
(Fucoidanos: 10 mg/mL; Heparina: 10 pg/mL; enoxaparina 80 pg/mL)
- Grupo 2: Concentracién B
(Fucoidanos: 5 mg/mL; Heparina: 5 ug/mL; enoxaparina 40 pg/mL)
- Grupo 3: Concentracién C
(Fucoidanos: 1 mg/mL; Heparina: 1 ug/mL; enoxaparina 20 pug/mL)
- Grupo 4: Concentracién D
(Fucoidanos: 0,5 mg/mL; Heparina: 0.1 pg/mL; enoxaparina 10 pg/mL)

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

Cada grupo de fucoidano incluye varios subgrupos de comparacién segun la
dosis de irradiacién 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 distribucién
normal se evalué mediante la prueba estadistica de Anderson — Darling con un
nivel de confianza del 95 %.

Regla de decisién: p — valor < 0,05, se rechaza Ho

Ho: Los datos concernientes al grupo de analisis presentan distribucion normal
(DN)

H1: Los datos concernientes al grupo de analisis no presentan distribuciéon normal
(DN)
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Resultado
- P-valor conca: 0,426 (> 0,05) - NO se rechaza Ho, presenta DN
- P-valor conc,g: 0,005 (< 0,05) - Se rechaza Ho, NO presenta DN
- P-valor concc: 0,016 (< 0,05) - Se rechaza Ho, NO presenta DN
- P-valor concp: 0,005 (< 0,05) - Se rechaza Ho, NO presenta DN

Para el caso A, se siguieron procedimientos estadisticos inferenciales
Paramétricos, mientras parea los casos B, C y D se utilizaron los No

Paramétricos.

PRUEBAS DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS
ESTADISTICO DE BARLETT

Es aplicada para el caso de concentracion A, se evalla la igualdad de varianzas

de los subgrupos.

Regla de decisién: p — valor < 0,05, se rechaza Ho

Ho: 2 =82 =8 =8 =52 =5 =82
H1Z Szfucoi Szfudoi SZfUC30¢ SquC5O¢ SZﬁlClOOqt SZHEpi SZENOX
fuco fuc10 fuc30 fuc50 fucl100 HEP ENOX
Resultado:
- P-valor conc.a: 0,493 (> 0,05) - NO se rechaza Ho, las varianzas de los
sugrupos contenidos en Conc. A son estadisticamente iguales, con un 95

% de confianza.

ESTADISTICO DE LEVENE

Se aplica para los casos de concentraciones B, C y D. Se evalua la igualdad de
varianzas de los subgrupos

Regla de decisién: p — valor < 0,05 se rechaza Ho

Ho: S2 =82 = S2 = S2 =S2 =52 = §2 (Todas las varianzas
fucO fucl0 fuc30 fuc50 fuc100 HEP ENOX
son iguales)
Hi: Sz +# 82 + S2 + S2 + S2 +S2 #8§2 (al menos una varianza
fucO fucl0 fuc30 fuc50 fuc100 HEP ENOX

es diferente)
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Resultado

- P-valor conc,g: 0,304 (> 0,05) - NO se rechaza Ho
- P-valor conc,c: 0,179 (> 0,05) - NO se rechaza Ho
- P-valor conc,p: 0,140 (> 0,05) - NO se rechaza Ho

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 estadisticamente

iguales.

COMPARACION DE MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL
ANOVA DE UN FACTOR
Se aplica para el caso de la Conc. A. Se evalua la igualdad de medias de los

subgrupos, con un 95 % de confianza

Regla de decisién: p — valor < 0,05, se rechaza Ho

Ho: Heuco = Mfucto = Mruc30 = Hrucso = Hruc100 = Huep = Menox (Todas las medias son iguales)

Hi% Buco # Heucto # Mrucso # Heucso # Hucto0 # Huep # Henox (Al menos una media es diferente)

Resultado

ANOVA unidireccional: CONC-A vs. GRUPAL

Método
Hipdétesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna Por lo menos una media es diferente

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

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

Anadlisis 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

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (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 Ho
Existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los
subgrupos de la Concentracion A. Esta afirmacion se realiza con un 95 % de

confianza.

COMPARACIONES MULTIPLES

Se realizé la prueba Post Hoc HSD de Tukey. Se evalua la diferencia de medias

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

Comparaciones en parejas de Tukey

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

GRUPAL N Media Agrupacién
Fucoidano 30 KGy 3 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
estadisticamente significativa, de igual manera el Fucoidano 0 KGy y 50 KGy.
Mientras el resto de comparaciones si evidencian diferencia para la

concentraciéon 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 distribucién normal. Se evalla la igualdad de
medianas de los subgrupos a un 95 % de confianza. Las comparaciones
multiples de medida de tendencia central se realizan con el Z-Score.

Regla de decisién: p — valor < 0,05, se rechaza Ho

Ho: Meg, o = Meg,10= Megy 30 = Meges0 = Meg,e100 = Mepygp = Megyox
(Todas las medias son iguales)
H1: Meg, o # Megyc10 # Megye30 # Megyeso # Megye100 # Meygp # Megyox

(Al menos una media es diferente)

Reqla de decisién Z-Score:

[Z] 2 2 --------- Satisfactorio
2 < [Z] £ 3 Cuestionable
[Z] > 3 --------- Atipico

Prueba de Kruskal-Wallis en CONC-B

Clasificacién
GRUPAL N Mediana del promedio Z
Enoxaparina 3 52,88 2,0 =2,71
Fucoidano 0 KGy 3 89,006 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 vinculos

Se observa que p-valor: 0,004 (< 0,05), por lo tanto, se afirma con un 95 % de
confianza que existe diferencia estadisticamente significativa entre las medianas

del % Inhibicién de trombina de los subgrupos evaluados a la concentracion B.
Ademas, la prueba Z-Score indica que el valor del % Inhibicion de trombina de

la enoxaparina a la concentracién B difiere respecto al resto de valores, asi como

el valor del Fucoidano a 30 KGy.
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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MUESTRA

Fig. 39. Cuadro comparativo de las medianas de los porcentajes de inhibicion a
la concentracion B, para todas las muestras (estandares y fucoidanos)

Para la concentracion B, se observa que el comportamiento las medianas del %
Inhibicidén 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 % Inhibicion en Fucoidano 50 KGy, 100 KGy respecto a la Heparina y

Enoxaparina.

Prueba de Kruskal-Wallis en CONC-C

Clasificacién
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 estadisticamente significativa entre las medianas
del % Inhibicion de trombina de los subgrupos evaluado a la concentracién C.

Ademads, la prueba Z-Score indica que el valor del % Inhibicién de trombina de
la enoxaparina a la concentracién C difiere respecto al resto de valores, asi como

el valor del Fucoidano a 0 KGy.
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Fig. 40. Cuadro comparativo de las medianas de los porcentajes de inhibicidén a
la concentracion C, para todas las muestras (estandares y fucoidanos)

Para la concentracion C, se observa que el comportamiento de las medianas del
% Inhibicidén de trombina por el Fucoidano 0 KGy, 10 KGy son semejantes, luego
se observa semejanza de las medianas del % Inhibicion por el Fucoidano de 30

y 50 KGy respecto a la Heparina y Enoxaparina.

Prueba de Kruskal-Wallis en CONC-D

Clasificacién
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 estadisticamente significativa entre las medianas

del % Inhibicién de trombina de los subgrupos evaluados a la concentracion D.
Ademas, la prueba Z-Score indica que el valor del % Inhibiciéon de trombina de

la enoxaparina a la concentracion D difiere respecto al resto de valores, asi como

el valor del Fucoidano a 0 KGy.
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Fig. 41. Cuadro comparativo de las medianas de los porcentajes de inhibicidén a
la concentracion D, para todas las muestras (estandares y fucoidanos)

Para la concentracion D, se observa que el comportamiento de las medianas del
% Inhibicién 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 inhibicion de trombina y a la

vez diferente al resto.
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V. DISCUSION

La aplicacidén de la radiacion gamma sobre los fucoidanos tuvo por objeto, la
obtencién de estructuras de menor peso molecular, que asemejen a las LMWH
(heparinas de bajo peso molecular), tales como la enoxaparina en la inhibicidén
de la coagulacion. Desde un punto de vista cuantitativo se observa que la
concentracion de acidos urénicos y proteinas es menor al 1 %, lo cual es un
indicador de un adecuado proceso de extraccién y purificacidon que se focalizé
en la obtencion 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 concentracion de sulfatos, ésto se puede
deber a la mayor disponibilidad de la molécula fraccionada para reaccionar con
el agente de coloracion DMMB. Se prefirié esta técnica, a la de turbidimetria,
generalmente usada, debido a la posible presencia de interferencias y agentes
que pueden dar resultados no fiables, ademas que la cuantificacion de sulfato
con este compuesto, se puede realizar sin necesidad de realizar hidrélisis de la
molécula, dado que el patron de calibracion corresponde a un polisacérido de
alto peso molecular, la condroitina -6-sulfato. Segun reportan Choi vy
colaboradores®, para unas muestras de fucoidano irradiadas con pesos
moleculares de 85 KDa, 30 KDa y 7 KDa se observa una disminuciéon minoritaria
del contenido de sulfato: 803 pg/mL, 786 pg/mL y 760 pug/mL. Concluye que la
preparaciéon 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 composiciéon quimica de fucoidanos
irradiados, si existe numerosa bibliografia sobre aquellos trabajados con la
muestra purificada pura. Segun Bilan y colaboradores®3, del andlisis quimico del
fucoidano de Analipus japonicus, indica del analisis de la fraccion polisacarida
F2 fue de 40 % de fucosa, 22,9 % de sulfato y 5,9 % de acidos urdnicos, cabe
mencionar que su método de precipitacién inicial en vez de etanol, utilizaron
CaClz, lo cual pudo generar la precipitacion de una cantidad mayor de restos de
acidos urdnicos. Mientras tanto, Joe Seng y colaboradores’®, encontraron en
Sargassum binderi, 34,50 % de fucosa, 7,66 % de sulfato. En el estudio de
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Teixeira y colaboradores*®, de igual manera cuantifican fracciones del fucoidano
del alga parda Padina gymnospora, resultando alrededor del 35 % de fucosa, 1

% de acidos urdnicos, sulfato mayor al 10 %.

La presencia de sulfatos en las moléculas de fucoidanos han sido reportada y
asociada como la responsable de las bondades biolégicas de estas moléculas,
por ello era necesario evidenciarlos instrumentalmente. Mediante el andlisis de
espectroscopia infrarroja, se determinaron a partir de las superposiciones
espectrales en rango medio (4000 — 700 cm™') que, pese a la aplicacion de dosis
diferentes de radiacibn gamma, no hay eliminacibn o desplazamiento
significativo de las sefales vibracionales. Las muestras presentaron la vibracion
por estiramiento del grupo sulfato (S=0) a 1238,30 cm, (C-O-S) entre 810 — 820
cm', asi como la vibracién a 2927 cm' caracteristica del anillo piranésico. Al
contraponer con el estudio de Choi y colaboradores®?, indica que para fucoidanos
irradiados la sefal pequefa que aparece entre 820 cm', se trataria de la
presencia de grupos sulfatos en posicion C2 y C3 en posicion ecuatorial,
mientras que a 840 cm™' se deberia al grupo sulfato en posicién axial en C4.

Respecto al estudio 'H-RMN, al tratarse de un polimero natural, las sefales
normalmente tienen a salir difusas, por lo que no se puede afirmar una estructura
quimica solo con la informacién que brinda este espectro. Sin embargo, hay
pequefos detalles que si se obtienen. Seglin la Cui Esteve®, en “analisis
estructural de polisacaridos”, para un 'H-RMN, existen sefales caracteristicas
como es el caso de la obtenida en la regién 5,1 — 5,8 ppm que corresponde al
H1 del a-L-Fucopiranosilo, de alli la seial entre 1,0 — 1,5 ppm corresponde a un
enlace C — CHs, metilacion, mientras la region entre 3,2 — 4,5 dan informacion
de H2 a H6. Con esto, se afirma la presencia de un H a en las muestras de
fucoidanos irradiados que estan en la regién arriba descrita, asimismo, se indica

que el fucoidano presenta metilacién.

Segln Hangou y colaboradores®, las sefales a 5,41, 5,36 y 5,07 pueden
asignarse a 2,4 di — O — sulfo, 2 —mono - O — sulfo - L - fucopiranosa. Los
desplazamientos quimicos 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 senal a 1,40 y 1,31 ppm corresponde a metil protones de la L-
fucosilo. Palanisamy y colaboradores’®, indican que las sefales entre 4,784 y
4,19 ppm corresponderian a los protones H5 y H4 respectivamente, para un
enlace L — Fucosa a (1,3) L-Fucosa. Mientras que Chang y colaboradores?®?, al
caracterizar quimicamente el fucoidano de Holuthuria tubulosa, indican que las
sefales entre 5,3 — 5,4 ppm corresponderian al enlace a (1,3) — 2-O-sulfo-L
Fucosa. Ademas, indican que si las sefales son intensas entre 3,8 — 3,9 ppm
como es el caso de las muestras de fucoidano analizadas, corresponderian al

enlace a (1,4) — 2-O-sulfo-L Fucosa.

Respecto a la evaluacion del peso molecular se consider6 primero la
determinacién de la viscosidad por viscosimetria de Brockfield, se observé que
conforme aumenta la dosis de irradiacion, 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 radiacion gamma, las estructuras polisacaridas
que brindan modera viscosidad a la solucién, se fraccionan en partes mas
pequenas, mas solubles y que ofrecen menor impedimento al esfuerzo de
cizallamiento, tomando en consideracion lo reportado por Shijie vy

colaboradores“®.

Posteriormente, se evalua por electroforesis en papel Whatman N° 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 262748, reportan dentro del
procedimiento, la preparaciéon del agar al 0,5 %, lamentablemente a esta
concentracion no habia movilidad de los fucoidanos y de los estandares, por lo
tanto se opto6 por incrementar la concentracién del agar al 1,5 %, el cual era mas
compacto y mostraba mejor separacién. Un paso adicional que indicaban las
referencias, era la fijacion con bromuro de N, N, N trimetilhexadecil amonio al 0,1
%, pero no permitian fijacion, ademas que la aplicacion posterior de azul de
toluidina, y su posterior decoloracidén, no se mostraba tan conveniente, debilitaba
el agar, y no habia buena resolucién para los estandares. Por ello, se optd por
incrementar la concentracion de solucion de fijacién al 1 %, mostrando manchas
de coloracién blanca correspondientes a las moléculas de estudio, por ello ya no
fue necesaria la aplicacion de la solucién de coloracién. Al encontrar las
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condiciones adecuadas de trabajo, se muestra que las manchas de los
polisacaridos sulfatados estandar, mientras mayor el peso molecular, mas 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 corresponderia
un peso molecular de ~ 60 KDa, mientras las demas muestras presentan
disminucién del recorrido electroforético, que iria asociado con una disminucion
del peso molecular, para la muestra de fucoidano a mayor dosis de irradiacion

(100 KGy), se encuentra un recorrido mas cercano al dextran sulfato de ~ 5 KDa.

Se debe considerar que, a diferencia de las proteinas, los polisacaridos
normalmente no se evalian por electroforesis, y la migracién se debe
principalmente a los grupos sulfato de la molécula, por lo que una molécula con
sobresulfataciones pese a tener un peso pequeno, tendria a migrar en el agar,
esto serviria para explicar el caso de la enoxaparina. Segun reportan Choi y
colaboradores*, al irradiar el fucoidano estandar de Fucus vesiculosus a dosis
de 10, 30, 50 y 100 KGy, los pesos moleculares promedio obtenidos por
cromatografia de permeacion en gel, fueron de 38 KDa, 16 KDa, 10 KDay 7 KDa
respectivamente, vale indicar que el fucoidano crudo (0 KGy) pesaba unos 217
KDa.

Respecto a la actividad biolégica se evaluaron preliminarmente las rutas de
coagulacién intrinseca y extrinseca para conocer el comportamiento de los
fucoidanos, de alli se observé que su actividad para la prueba de tiempo de
protrombina (via extrinseca) fue semejante al blanco de plasma sanguineo
normal, mientras que por la prueba de tiempo de tromboplastina parcial activa
(via intrinseca), se vio que los fucoidanos de 0, 10, 30 KGy presentaron tiempos
mayores a los 300 segundos (5 min), situacidén similar para los estandares de
enoxaparina y heparina sodicas. A partir de esto, se evalué la inhibicién de la
generacién de trombina mediante la metodologia establecida por Nishino y
colaboradores®', donde empleaban el agente cromogénico Chromozym TH, este
investigador trabajé con muestras de fucoidano en un rango de concentraciones
de 0,1 a 15 pg/mL, mostrando que la fraccion de estudio C-Il, tenia
comportamiento semejante a la heparina, mientras los polisacaridos sulfatados
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PSS y dermatan sulfato, a esas concentraciones tenian una menor actividad. Se
debe indicar que el estudio de Nishino®' fue pionero y modelo para
investigaciones posteriores sobre aspectos de la coagulacidén en referencia a
moléculas inhibitorias de determinadas dianas. Con base de dicho estudio, se
realizaron pilotos para establecer los rangos de concentracion de trabajo y se
decidio trabajar a 4 concentraciones definidas por triplicado tanto para los
estandares de heparina, enoxaparina y las muestras de estudio de fucoidano,
para determinar los porcentajes de inhibicion de generacion de trombina
respectivos. La comparacion estadistica 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 concentracion A (10 mg/mL), todos los fucoidanos presentaron
IGT > 80 %, a la concentracién 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 disminucion es progresiva en las muestras; sin embargo, a la
concentracion D (0,5 mg/mL) se observa que la de 0 KGy (sin irradiar) aun
presenta IGT > 80 %, mientras que las demas 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
farmacos 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, caracteristicas para cada
analito, se observd que para ambos casos, a concentracion Ay B, la IGT fue >
80 % y 50 % respectivamente, observandose una disminucién gradual en la
enoxaparina y en comparacion a la heparina, cabe mencionar que la enoxaparina
sodica partié de una ampula de 0,4 mg/ 0,4 mL, mientras la heparina sodica fue
liofilizada a partir de una muestra liquida de 5000 Ul. De la comparacién
estadistica de medidas de tendencia central (ya sea media 0 mediana segun
pruebas Anova y Kruskall Wallis), se determina que a la dosis mayor
(concentracion A), tanto las muestras de fucoidano como los estandares
presentaron semejante comportamiento inhibitorio, a la concentracién 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 concentracién B, se observa que los
fucoidanos a 30 y 50 KGy presentan un comportamiento de medianas semejante
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al de la heparina y enoxaparina, finalmente las muestras de fucoidano a
concentracion D a 30, 50 y 100 KGy presentaron % IGT con tendencia al

comportamiento de la enoxaparina.

En general, se observd que los polisacaridos que presentaban cadena mayor o
menor fraccionamiento por irradiacion presentaban altos porcentajes de
inhibicidén, un comportamiento semejante a la heparina (las concentraciones Ay
B), mientras que las muestras con mayor grado de irradiacion, presentaban una
disminucién de la inhibicibn, comportamiento semejante a la enoxaparina

(concentraciones C y D).
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VI. CONCLUSIONES

Se determiné la actividad anticoagulante por inhibicibn de generacién de

trombina de los fucoidanos irradiados (con disminuciéon de peso molecular)

mediante irradiacion gamma. Los resultados fueron expresados en porcentaje

de inhibicion.

1.

Los fucoidanos del alga parda Lessonia trabeculata, fueron aislados vy
purificados, esto se corrobora mediante el andlisis quimico refrendado con la
bibliografia. Se obtienen porcentajes de fucosa alrededor del 45 %, sulfato
del 10 % y compuestos residuales en cantidades menores al 1 %
correspondientes a los acidos urénicos (restos de alginato) y proteinas.

Los fucoidanos irradiados fueron evaluados respecto a su peso molecular
mediante viscosimetria y electroforesis en gel de agarosa. En la primera, se
observa disminucion de la viscosidad conforme aumenta la dosis irradiativa,
y en la segunda se observa disminucién del peso molecular, segun la
movilidad electroforética y comparacion con patrones de polisacaridos
sulfatados de diferentes pesos moleculares.

La evaluacion de la inhibicién de generacion de trombina, se determind para
los fucoidanos irradiados, en comparacion con estandares de heparina y
enoxaparina, segun concentraciones establecidas; se observo que pese a la
reduccion de peso molecular, a la concentracién de 10 mg/mL se mantiene
la IGT con valores mayores al 80 % de inhibicion.

Los fucoidanos fueron caracterizados por espectroscopia infrarroja y de
resonancia magnética nuclear de proton. La primera evidencié la presencia
de grupo sulfato con vibracién caracteristica alrededor de 815 cm™', mientras
la segunda mostr6 la presencia de protdén correspondiente al carbono a-
anomérico, presencia de fucopiranosilo, posible metilacion y patrén de
sulfatacién en posicion 2 y 4.
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Vil. RECOMENDACIONES

Para la elucidacion y confirmacion de la estructura del fucoidano, se
recomienda primero, determinar el peso de la molécula completa por
espectrometria de masas, luego realizar un analisis de resonancia
magnética nuclear completo, que implique las pruebas de 'C
desacoplado (DEPT 90 y 135), H-COSY, HMQC, HMBC y un analisis
detallado de las constantes de acoplamiento mdaltiples.

Para la certeza del peso molecular promedio es preferible se analice por
cromatografia liquida de exclusion molecular o en su defecto por
viscosimetria de Ubelhode, tomando en cuenta el parametro de Mark-
Houwink-Sakurada teorico o su determinacion experimental respecto a la
viscosidad intrinseca del polimero.

Realizar futuros estudios mas detallados en funcién a la generacién de
trombina tomando en cuenta la cinética enzimatica, valores de IC50 y
otros medios evaluativos como la fluorimetria, la tromoboelastografia, y
de forma complementaria en estudios farmacolégicos de actividad
anticoagulante — antitrombética, mediante la cuantificacién del coagulo

sanguineo en coagulémetros automatizados.
Realizar estudios SAR para determinar el mecanismo de accion

especifico correspondiente a los fucoidanos y su asociacién a

farmacoforos sanguineos.
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IX. ANEXOS

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

"Afio de la Diversificacién Productiva y del Fortalecinviento de la Educacién”

CONSTANCIA N°280-USM-2015

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEOQO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (alga parda) recibida de Gustavo Adolfo RUIZ PACCO; alumno
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos de la Fac. de Farmacia y
Bioquimica, ha sido estudiada y clasificada como: Lessonia trabeculata Villoutia &
Santelices y tiene la siguiente posicion taxondmica, segin el Sistema de
Clasificacién de Guiry, M.D & Guiry, G.M. 2015

DIVISION: OCHROPHYTA
CLASE: PHAEOPHYCEAE
SUBCLASE: FUCOPHYCIDAE
ORDEN: LAMINARIALES
FAMILIA: LESSONIACEAE
GENERO: Lessonia
ESPECIE: Lessonia trabeculata Villoutia & Santelices

Nombre vulgar: “sargazo”

Determinado por Blgo. Mario Benavente Palacios.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de
estudios.

5107, . Fecha, 14 de diciembre de 2015

Vo \
(A Coonoletle-toe 7 -
o ntoya Terreros
EL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

Av. Arenales 1256, Jesias Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471, e-mail: museohn@unmsm.edu pe
Apdo. 140434, Luma 14, Peni 4T0-T918, 619-T000 anexo 5703 http: / /muscohn unmsm.edu pe

Fig. 42. Clasificacién taxondémica 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 desecacion a temperatura ambiente
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Fig. 45. Extraccion de polisacéridos sulfatados en medio salino
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Fig. 46. Polisacéaridos sulfatados precipitados con etanol 96°

Fig. 47. Complejacion del fucoidano con cloruro de cetilpiridinio
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Fig.49. Frascos de polipropileno sometidos a radiacibn gamma en dosis de 50 KGy y
100 KGy. Pardeamiento
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Fig.50. Frascos de polietileno sometidos a radiacién gamma en dosis de 50 KGy y 100
KGy. Pardeamiento
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Fig.51. Frascos de polietileno tereftalato transparente sometidos a radiacion gamma
en dosis de 50 KGy y 100 KGy. Mayor resistencia a la irradiacion
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Fig. 52. Equipo de irradiacion Gammacell 220 con fuente de Co-60. Aplicacion de la
radiacion gamma a escala laboratorio de investigacion
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Fig.53. Preparacion de muestras de fucoidano para irradiar. A) Disolucion de fucoidano
en agua bidestilada. B) Frascos colocados con igual simetria, geometria y cantidad de
fucoidano determinados en la dosimetria. C) Dosimetro de monitoreo lateral y central.

C) Ingreso a camara de irradiacién.
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Fig. 54. Fucoidanos liofilizados e irradiados a diferentes dosis

Fig.55. Preparacion de columna con fase estacionaria Sephadex G75
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Fig. 56. Cromatografia de exclusién. Corrida en columna cromatografica
cargada con fucoidano

Fig. 57. Eluatos obtenidos luego de la corrida cromatografica en tamiz molecular
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Fig. 58. Monitoreo de eluatos con reaccion de Fenol — H.SO.

Fig. 59. Reaccidén colorimétrica para determinacion de sulfatos por reaccion con
DMMB
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Fig. 60. Cromatografia en capa fina. A) Hidrolizados de fucoidanos con H>SOsy
estadndar de L-Fucosa. B) Hidrolizados de fucoidanos con acido formico y estandar de
L-Fucosa. En ambos casos, se utilizé revelador timol sulfdrico

110



Fig. 61. Curva de calibracidén para la cuantificacion de &cidos urénicos por reaccién
con carbazol sulfurico

Fig.62. Curva de calibracién para cuantificacion de proteinas por el método de
Bradford
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Fig. 63. Prueba de inhibicion de la generacién de trombina. La coloracién amarilla es
indica el anclaje chromozym TH — trombina. La inhibicién se caracteriza por la
decoloracion

Fig. 64. Evaluacion de la formacién del coagulo conforme disminuye la concentracion
de trabajo
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Fig. 65. Plasma Control Normal marca Wiener Lab.

Mﬂ(ada jeringa precargada contiene;
Enoxaparina sodica .. i £ 4
(Derivado de la muco:

Agua para inyeccion .
Via de administracion

Fig. 66. Enoxaparina sédica de 40 mg/0.4mL marca Cuteno utilizada en las pruebas
bioquimicas y electroforéticas
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Fig. 67. Viscosimetro de Brockfield utilizado para la determinacion de viscosidad de
las muestras de fucoidano irradiados

Fig. 68. Equipo de electroforesis horizontal para gel de agarosa
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REPORTE DEL ANALISIS DE RMN

N° C-009/10-2017

El Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de la Pontificia Universidad Catélica del Peru,
hace entrega de los espectros 1H-RMN solicitados por el Sr. Gustavo Ruiz (Fundacion Instituto
Hipélito Unanue) para las muestras con codificacion UAQ-1-62-3 (Fucoidano Total 2), UAQ-1-61-2
(Fucoidano 10KGy), UAQ-I-61-3 (Fucoidano 30KGy), UAQ-I-61-4 (Fucoidano 50KGy) y UAQ-I-62-
4 (Fucoidano 100KGy). Ademas se hace entrega de los analisis TH-RMN y 13C-RMN de la
muestra Estandar de Fucoidano de Sigma Aldrich con codificacion UAQ-1-65-1.

El Laboratorio de RMN se ha encargado sélo de la adquisicion de los espectros aqui detallados. El
Laboratorio de RMN no se hace responsable de la interpretacion de los mismos ni de cualquier
conclusion realizada por terceros en base a estos espectros.

De ser utilizados los resultados de este informe en alguna presentacién publica o escrita, por favor
indicar expresamente que los espectros fueron obtenidos en el espectrometro Bruker Avance il
HD 500 MHz (11.75 T) de la Pontificia Universidad Catdlica del Peru, Departamento de
Ciencias — CERMN.

Los parametros de adquisicién y procesamiento se encuentran en los espectros respectivos. En
los espectros 1H-RMN se observa una sefial importante de agua residual entre 4.41 y 4.42 ppm,
cuyo desplazamiento quimico es indicado en cada espectro.

Espectros adquiridos por el Dr. Juan Lépez y el Dr. José Carlos Ugaz.

) & =
‘4 [
Dr. José parlos Ugaz Dr. Juan Lépez

(

Ao St

Dra. Helerla Maruenda

Lima, 30 de Enero de 2018

Fig. 69. Reporte de analisis de resonancia magnética nuclear del CERMN de la
Seccion Quimica de la PUCP
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

FACULTAD DE QUIMICA E INGENIERIA QUIMICA

UNIDAD DE SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICOS

INFORME DE ENSAYO
N° 034-2018
Cliente Sr. GUSTAVO ADOLFO RUIZ PACCO
Direccién Av. Juan Pablo I Mz. B. Lote 6 Pte. Piedra
Referencia USAQ 023-01/05
Muestra POLISACARIDOS SULFATADOS, PURIFICADOS Y
LIOFILIZADAS
Cotizacién 067-068-2018/USAQ-FQIQ
Fecha de Recepcion 16/02/2018
Fecha de Emision 01/03/2018

RESULTADOS DE ANALISIS POR ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA

C::’gr‘:’ Referencia y Cédigo del Cliente @bservaciones
USAQ
Del andlisis FT-IR se observa que el espectro de la muestra
MUESTRA: FUC. 10KGy presenta los siguientes picos: (cm-")
023-01 / 813.96 89111 102999 123830
1411.89 1604.77 2927.94 3298.28
Del analisis FT-IR se observa que el espectro de la muestra
MUESTRA: FUC. SIN IRRADIAR | presenta los siguientes picos: (cm-')
VS o 813.96 89497 102999 123830
1411.89 1604.77 2927.94 3302.13
Del analisis FT-IR se observa que el espectro de la muestra
MUESTRA: FUC. S0KGy presenta los siguientes picos: (cm-")
R X 810.10 87568  1037.70 123830
1411.89 1600.92 2650.19 2927.94
3267.41
Del analisis FT-IR se observa que el espectro de la muestra
MUESTRA: FUC. 30KGy presenta los siguientes picos: (cm-')
el " 813.96 89497  1033.85 123830
1411.89 1604.77 2927.94 3267.41
Del analisis FT-IR se observa que el espectro de la
s MUESTRA: FUC. 100KGy muestra presenta los siguientes picos: (cm-')
g 5 810.10 1037.70 1060.85 1234.44
1408.04 1600.92 2927.94 3271.27
Muestra Proporcionada por el cliente.
Método: Deter ion de Comp por Espectrofotometria Infrarroja FT-IR USAQ-ME-10

Nota: El presente informe sélo es vilido en su estado original y se refiere
presente informe lo anula automéaticamente.
nuestra podrd ser devuelts pls

contenido del
Observ.: 1

levue

Fig. 70. Informe de ensayo de espectrometria infrarroja con transformada de Fourier,
método ATR para las muestras de fucoidanos a dosis de irradiacion

116



