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Fucoidanog de bajo peso molecular obtenidos por
irradiacidon gamma y su efecto inhibidor de la
generacion de trombina
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Johnny Vargas Rodriguez’

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 10,30,50y 100
KGy en un irradiador modelo Gammacel 220 con fuente de Co-60, para obtener los polisacaridos sulfatados de bajo peso
molecular y evaluar su efecto anticoagulante. 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. Los fucoidanos mostraron notable actividad anticoagulante frente a la prueba TTPa, que
evalia la via intrinseca; se seleccion6 esta ruta para la evaluacion de la prueba de inhibicion de la generacion de trombina;
parala concentracion de 10 mg/mL se observo que el porcentaje 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 %.
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Abstract

The isolated and purified fucoidan of the brown seaweed Lessonia trabeculata, by successive precipitations with 96°
ethanol and complexation with cetilpiridinio 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 and evaluate their anticoagulant effect. There is a decrease in viscosity, as the irradiative dose of fucoidan increases,
while the agarose electrophoresis evidences the decrease of its molecular weights in relation to electrophoretic mobility.
The fucoidans showed remarkable anticoagulant activity against the aPTT test, which evaluates the intrinsic pathway;
this route was selected for the evaluation of the inhibition test of thrombin generation; for the concentration of 10 mg/ mL
it was observed that the percentage of inhibition between the groups is greater than 80%, whereas, 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
confidencelevel of 95%.
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Introduccion

Las algas pardas son conocidas por su coloracion
caracteristica entre el verde olivo a marrén oscuro. Los
pigmentos predominantes en sus cromat6éforos 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 pardas producen polisacaridos sulfatados
compuestos por L-fucosa, grupos sulfato y cantidades menores
de otros aztcares como D-xilosa, D-galactosa y acidos
uronicos. Estos polisacaridos son denominados comtiinmente
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 molecular (usualmente > 100 kDa) son
predominantemente compuestos por unidades de fucopiranosi-
lo. El alto contenido de grupos sulfato en sus cadenas los
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convierte en compuestos polianidonicos de dependencia

electrostatica intermolecular de enlace que los provee de
. 34

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 mostrd
actividad antioxidante frente al ensayo de reduccion
férrica/poder antioxidante. Las propiedades bioldgicas de los
polisacaridos sulfatados de algas pardas son diversas, también
existen reportes de actividad antitumoral, antimutagé- nica,
inmunomoduladora, anticancerigena y anticoagulante, siendo
esta tiltima de interés para el presente estudio®®”.

Los fucoidanos sulfatados muestran grandes ventajas
como recursos para la terapia anticoagulante, especialmente
debido al uso masivo de heparinas. 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

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

Actualmente, hay alternativas farmacoldgicas 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 algin
tipo de crisis en el paciente, asi como otros efectos secunda-
rios""'? 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 permitirda obtener
polisacaridos de menor tamailo, los que simularian el efecto de
las heparinas de bajo peso molecular, para tal fin se considera la
evaluacion de los metabolitos obtenidos frente a pruebas de
coagulacidn clasicas (TP, TTPa) como barrido general, para dar
lugar al estudio la inhibicién de la generacion de trombina, el
cual explica de mejor manera la cinética de coagulacion.

Material y métodos
Recoleccion y determinacién taxonémica

Larecoleccion de ejemplar algal de Lessonia trabecula-
ta se llevo a cabo en las playas de Marcona - departamento de
Ica, con el apoyo del bidlogo Alex Gamarra responsable de la
division de macroalgas del Instituto del Mar del Perti - Imarpe.
La determinacién taxondmica se llevo a cabo en el Museo de
Historia Natural de la UNMSM.

Extraccion, purificaciény
. . . (13-15)
aislamiento de fucoidanos

200 g de muestra de alga seca y triturada, fue sometida a
extraccion en medio salino (NaCl 0.2 M) con agitacion
constante por 18 horas. Luego se precipitd con etanol 96 %
hasta clarificacion, se redisuelve el precipitado y se compleja
con solucién 1% de cloruro de cetilpiridinio, se separ6 el
precipitado por centrifugacién (5000 RMP x 10 min) y se
apertur6 con solucion salina (NaCl 2M), finalmente la solucion
se precipita con etanol 96 %. El precipitado es redisuelto en
agua destilada para su liofilizacion.

Irradiacién gamma de los fucoidanos”®

Las dosis de irradiacion gamma consideradas fueron de
10 KGy, 30 KGy, 50 KGy y 100 KGy. Para determinacion el
tiempo necesario para cada dosis se siguié la dosimetria éstan-
estandar de referencia ASTM 1026 (Fricke) que consiste en la
irradiacion de la muestra producto con dosimetros y mapeo
dosimétrico en la camara de irradiacion del equipo Gammacell
220.

Evaluacién del peso molecular por viscosimetria"”

Se realizo en el Centro de Control Analitico (CCA) -
Cenprofarma de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
UNMSM mediante el método de Brockfield. Las determinacio-
nes se realizaron a temperatura ambiente con un total de 5
repeticiones por muestra.

Evaluacion de pesos moleculares por electroforesis
en gel de agarosa">"™

15 pg de fucoidano es aplicado a una superficie de gel
de agarosaal 1,5 %, se desarroll6 por espacio de 3 horasa 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 bromuro de N-cetil-N, N, N trimetilamonio.

Pruebas de coagulacion

Prueba de tiempo de protrombina (TP) y tiempo de
tromboplastina parcial activa (TTPa)"*"

Los fucoidanos irradiados fueron evaluados
considerando los métodos provistos en las pruebas Soluplastin
(Wiener-Lab) de tromboplastina calcica para la determinacion
de Tiempo de Protrombina en una etapa y ATTP Test (Wiener-
Lab), las cuales evaluan la via extrinseca y extrinseca de la
coagulacidn respectivamente.

Inhibicién de la generacion de trombina®*?"

Se utilizar el agente cromdgeno Chromozym TH 1.9
mM en medio buffer Tris (50 mM, pH = 8.3). La prueba se
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realiza segun método de Nishino y col., en una solucion de
plasma control (Wiener Lab), para la evaluacion de via
intrinseca utilizando los reactivos de actina y CaCl,. La lectura
espectrofotométrica se realiza a 404 nm. % Inhibicioén = (1-
trombina residual/trombina inicial) *100

La movilidad electroforética de los fucoidanos en el gel
de agarosa se encuentra relacionada tanto al peso molecular
como al grado de sulfatacion de la molécula. La disminucion
del recorrido conforme la muestra fue sometida a mayores
dosis de irradiacion es un indicador de reduccion del peso
molecular.

Resultados
Discusion
Tabla 1 -
: . o . Respecto a la evaluacidon del peso molecular se
U G EEG B e d.°s":.et':',a sl s el el considerd primero la determinacion de la viscosidad por
iradiacion viscosimetria de Brockfield, se observo que conforme aumenta
Dosis s ) e (e la dosis de 1rrad1a010n? la Vlsc0s1dad.d1sm1nuye, siendo menor
en la muestra de fucoidano a la dosis de 100 KGy, ello es un
10 KGy 199,80 min 3.33h indicador importante porque evidencia que al aplicar la
radiacién gamma, 1 r lisacari rindan
30 Kay 599,42 min 9.99h adiacid gamma, las estructq’as polisaca das que b dg
moderada viscosidad a la solucion, se fraccionan en partes mas
50 Kgy 999,04 min 16,65 h pequeiias, mas solubles y que ofrecen menor impedimento al
100 KGy 1698,07 min 33.30 h esfuerzo de cizallamiento.
10 2.25
- 8 7.38
g 6.75
g £ 515 BN
| I I
2
FUC.OKGy FRUC.10KGy FUC.30KGy RUC.50KGy FUC. 100KGy

Figura 1. Cuadro comparativo de la variacion de viscosidad respecto a la dosis de

radiacion sometida.

Figura 2. Electroferogramas en gel de agarosa luego de la fijacion bromuro de
hexadeciltrimetilamonio. Movilidad electroforética reportada para fucoidanos.
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Muestra
A: Fucoidano 0 KGy
B: Fucoidano 10 KGy
C: Fucoidano 30 KGy
D: Fucoidano 50 KGy
E: Fucoidano 100 KGy

Movilidad Electorofética
0,74
0,68
0,63
0,60
0,57

Tabla 2
Resultados de las pruebas TP y TTPa
Tiempo de T Tiel;nptla de
Protombina - romboplastina
Muestra TP (segundos) Parical Activa -
TTPa (segundos)
Blanco (Plasma Normal) 14,18 + 0,07 37,18 + 0,60
Fucoidano Total (0 KGy) 33,37 + 1,55 >300 + 0,00
Fucoidano 10 KGy 31,43 + 1,56 >300 + 0,00
Fucoidano 30 KGy 19,12 + 0,49 >300 + 0,00
Fucoidano 50 KGy 16,36 + 1,09 114,61 + 3,01
Fucoidano 100 KGy 16,48 + 1,15 135,15 + 4,29
ST.Heparina 1000 ug/mL > 300 + 0,00 >300 #* 0,00
ST.Heparina 100 ug/mL >300 % 0,00 >300 * 0,00
ST.Enoxaparina 1000 ug/mL > 300 + 0,00 >300 =+ 0,00
ST.Enoxaparina 100 ug/mL 17,57 + 0,27 146,88 *+ 12,13
- .I_Comr.ﬁvo entre %Inhibicién de Tro;:ina“l e
£0.00
k-
&
=
‘ g c0.00 ——Fuc. 0 KGy
| E | —+—Fuc. 10 KGy
_E === Fuc. 30 KGy
| o Fuc. 50 KGy
| g 0.0 e Fuc. 100 KGy|
=
‘ s 1 5 10
CONCENTRACIONES (mg/mL}

Figura 3. Cuadro comparativo de porcentajes de inhibicion de trombina para las muestras

de fucoidano a diversas dosis de irradiacion.

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
demds muestras presentan disminucién del recorrido
electroforético, que irfa 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.

El efecto anticoagulante de los fucoidanos 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),
situacion similar para los estandares de enoxaparina y heparina
sodicas, resultandos activos para esta ultima via. A partir de
esto, se evalud la inhibicion de la generacion de trombina
mediante la metodologia establecida por Nishino y
colaboradores®”, donde empleaban el agente cromogénico
Chromozym TH. La comparacion estadistica de grupos fue en
referencia a las concentraciones de estudio (A>B>C>D)aun
nivel de confianza del 95 %. Se observa que a la concentracion
A (10 mg/mL), todos los fucoidanos presentaron IGT > 80 %, a
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la concentracion B (5 mg/mL) solo las muestras de 0, 10 y 30
KGy presentaron IGT > 80 %, mientras que las muestras de 50y
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) ain presenta IGT > 80 %,
mientras que las demas muestras su IGT fue <50 %.

Conclusiones

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

- La evaluacion de la inhibicion de generacion de
trombina, se determind para los fucoidanos irradiados, en
comparacion con estandares de heparina y enoxaparina, segin
concentraciones establecidas; se observd que, pese a la
reduccion de peso molecular, a la concentracion de 10 mg/mL
se mantiene 1a IGT con valores mayores al 80 % de inhibicidn.
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