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“No hay en el mundo fortuna mayor, creo, que la incapacidad de la mente humana para
relacionar entre si todo lo que hay en ella. Vivimos en una isla de placida ignorancia,
rodeados por los negros mares de lo infinito, y no es nuestro destino emprender largos
viajes. Las ciencias, que siguen sus caminos propios, no han causado mucho dafio hasta
ahora; pero algun dia la union de esos disociados conocimientos nos abrira a la realidad, y a
la endeble posicion que en ella ocupamos, perspectivas tan terribles que enloqueceremos
ante la revelacion, o huiremos de esa funesta luz, refugiandonos en la seguridad y la paz de
una nueva edad de las tinieblas.”

The Call of Cthulhu, H. P. Lovecraft, 1926
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GLOSARIO

Absorbancia: medida de la fraccion de luz que es absorbida por una muestra.

Actividad bioldgica: respuesta que se pueda generar en algun sistema bioldgico (por
ejemplo: antitumoral, hemolitico, aglutinante, antifungico, antiviral, anticanceroso,

etc.).

Alginato: polisacarido (ficocoloides) compuesto por dos acidos urénicos, el p-D-
Manurénico (M) y el a-L-Gulurdnico (G), presentes en la pared celular y las regiones

intercelulares de las algas pardas.

Anticoagulante: en medicina y farmacia, una sustancia endégena o exdégena que

interfiere o inhibe la coagulacion de la sangre.
Coagulo: sangre solidificada por agregacion plaquetaria y fibrina.

Cromatografia: conjunto de técnicas analiticas basadas en la separacién de los

componentes de una mezcla y su posterior deteccion.

Diana molecular: punto en la molécula (proteina, lipido u otro tipo de sustancia) al

cual es dirigida la accion de una enzima, farmaco, una hormona o un reactivo.
Enzima: proteina capaz de catalizar una reaccién quimica.

Espectroscopia: técnica analitica experimental que se basa en detectar la absorcion
de la radiacién electromagnética, y relacionarla con los niveles de energia implicados

en la transicién cuantica.

Extracto: sustancia compleja con multitud de compuestos quimicos, obtenida por
procesos fisicos, quimicos y/o microbioldgicos a partir de una fuente natural y utilizable

en cualquier campo de la tecnologia.

Via extrinseca: via dependiente del factor tisular (FT).



Factor tisular (FT): también denominado factor Ill, es una glicoproteina de membrana
presente en los fibroblastos de la pared de los vasos sanguineos y otras células como
los monocitos. Esta ausente en las células endoteliales y por tanto no expuesto al

contacto con la sangre.

Fibrina: proteina fibrosa que resulta de la descomposicion del fibrinégeno cuando la

sangre se extravasa, y contribuye a la formacion del coagulo sanguineo.

Fibrindgeno: substancia albuminoidea soluble, existente en la sangre y otros fluidos

animales, que, por la accion de un fermento, se descompone y da origen a la fibrina.

Fucoidan: grupo de polisacaridos conformados principalmente por L-fucosa, grupos
éster sulfato y pequefias cantidades de otros azucares como galactosa, xilosa, manosa

y acidos uronicos.

Glicosaminoglicanos: también llamados mucopolisacaridos, son cadenas largas y no
ramificadas de heteropolisacaridos, compuestas generalmente por una unidad
repetitiva de disacarido con la férmula general (azucar acido - amino azucar).
Componen la fraccion glucidica constituyente de los proteoglicanos, un tipo de
biomoléculas de funcidn estructural presentes fundamentalmente en el tejido

conectivo, epitelial y 6seo, asi como en el medio intercelular.

Hemostasia: contencion o detencion de una hemorragia mediante los mecanismos
fisiolégicos del organismo o por medio de procedimientos manuales, quimicos,

instrumentales o quirurgicos.
Inhibidor: sustancia quimica que evita que un proceso se detenga o se lleve a cabo.

Intercambio idnico: es la sustitucidon de iones de una disolucién por otros iones con

la misma carga.

Via intrinseca: via en donde todos los componentes necesarios se encuentran

presentes en la sangre, amplifica y asegura el proceso hemostatico.



Polisacéaridos: biomoléculas formadas por la union de una gran cantidad de
monosacaridos. Se encuentran entre los glucidos y cumplen funciones diversas, sobre

todo de reservas energéticas y estructurales.

Priones: son particulas acelulares patdégenas y transmisibles que se caracterizan por

producir enfermedades que afectan al sistema nervioso central.

Proteasas: hidrolasas que degradan enlaces peptidicos y que poseen en su centro

activo un aminoacido serina esencial para la catalisis enzimatica.
Proteinas: biomoléculas formadas por cadenas de aminoacidos.

Protrombina: proteina precursora de la trombina en el proceso de coagulacién de la

sangre.
Sulfatos: son las sales o los ésteres del acido sulfurico.

Trombina: enzima de la sangre que cataliza la transformacion de fibrindbgeno en fibrina

durante el proceso de la coagulacion.

Zimégeno: forma inactiva de una enzima, que durante las diferentes etapas de la

cascada de coagulacion se convierten de pro-enzimas a enzimas activas.



RESUMEN

El término fucoidan define a un grupo de polisacaridos sulfatados producidos por
algas pardas de interés farmacolégico, debido a su efecto antitromboético y
anticoagulante. Sin embargo, existen incognitas respecto a la relacién entre su
estructura quimica y su bioactividad. En este sentido, el alga parda Stephanocystis
dioica fue seleccionada con el objetivo de dilucidar las caracteristicas estructurales
vinculadas al efecto anticoagulante de los polisacaridos sulfatados que produce. Se
propuso la hipotesis de que la mayor bioactividad esté relacionada con un alto grado
de ramificacion estructural, bajo peso molecular (10-1600 kDa) y el patrén de
sustitucién de sus grupos sulfatos en C2 y C3. Se obtuvieron polisacaridos sulfatados
por medio de extraccidon acuosa secuencial a 24 y 55°C a partir de 100 g de alga. Estos
fueron purificados y fraccionados por precipitacion fraccionada y cromatografia de
intercambio idnico, produciendo cuatro fracciones activas (F1-24, F1-55, F2-55 y F3-
55) para continuar con la elucidacion estructural por medio de espectroscopia (FTIR-
ATR y RMN), técnicas quimicas y cromatograficas. Al comparar los resultados
obtenidos en los ensayos TP y TTPa, se observé que los mayores tiempos de
coagulacion se presentaron para las fracciones con valores de Mw > 35 kDa (Mw = 35
a 1800 kDa), con valores de TTPa por arriba de los 300 s, como se ha reportado para
fucoidanos de algas pardas. La evidencia experimental obtenida en este trabajo
permite respaldar la hipétesis propuesta y sugerir que los fucoidanos derivados de S.
dioica son heterofucanos, y que su actividad anticoagulante estd determinada
principalmente por la presencia de a-L-fucosa sulfatada, con un patron de sustitucion
de grupos sulfato principalmente en C2 y C3 del anillo piranoide y ramificaciones con

residuos de mondémeros (B-D-Galp-(1—3)), acidos uronicos y proteinas.
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ABSTRACT

The term fucoidan comprises a group of sulfated polysaccharides produced by
brown algae, that are of pharmacological interest given their antithrombotic and
anticoagulant properties. However, the relationship between its chemical structure and
bioactivity remains unkown. In this sense, the brown alga Stephanocystis dioica was
selected with the aim of elucidating the structural characteristics linked to the
anticoagulant effect of the sulphated polysaccharides it produces. It was hypothesized
that the highest bioactivity is related to a high degree of structural branching, low
molecular weight (10-1600 kDa) and the substitution pattern of its sulfate groups in C2
and C3. Thus, sulfated polysaccharides were obtained by means of sequential aqueous
extraction at 24 °C and 55 °C from 100 g of algae. These were purified and fractionated
by fractional precipitation and ion exchange chromatography, producing four active
fractions (F1-24, F1-55, F2-55 and F3-55) with a enough yield to continue the structural
elucidation by means of spectroscopy (FTIR-ATR and NMR), chemical and
chromatographic techniques. When comparing the results obtained in the PT and aPTT
trials, it was observed that the higher clotting times were occurred for the fractions with
values of Mw > 35 kDa (Mw = 35 to 1800 kDa), with aPTT values above 300 s, as has
been reported for brown seaweed fucoidan. The experimental evidence obtained in this
work allows us to back the proposed hypothesis and suggest that the fucoidans
derivatives of S. dioica are heterofucans, and that its anticoagulant activity is
determined mainly by the presence of sulfated a-L-fucose, with a substitution pattern
of sulfate groups mainly in C2 and C3 of the piranoide ring and ramifications with

monomer residues (B-D-Galp-(1 — 3)), uronic acids and proteins.
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INTRODUCCION

Los organismos marinos han desarrollado eficientes procesos metabdlicos que les
confiere caracteristicas diversas y unicas para sobrevivir en diferentes condiciones
ambientales, tolerando asi diversos gradientes de presion, intensidad de luz,
temperatura y disponibilidad de nutrientes (Kumar et al., 2011; Usov, 2011), lo que ha
convertido al medio marino en una fuente extraordinaria de moléculas novedosas. A
pesar del hecho de que la biodiversidad del medio marino supera con creces la del
medio terrestre, la investigacion sobre el uso de productos naturales marinos como
agentes farmacéuticos, cosméticos, quimicos y nutraceuticos sigue ofreciendo un
amplio abanico de oportunidades. Actualmente se estudian una gran cantidad de
moléculas aisladas de diversos organismos marinos, y se ha llegado a etapas
avanzadas en pruebas preclinicas y clinicas como candidatos para el tratamiento de

diversos padecimientos (Bhatnagar & Se, 2010; Rindi et al., 2012).

Los polisacaridos sulfatados bioactivos derivados de algas pardas han sido de gran
importancia econémica y de relevancia para la investigaciéon biomédica (Berteau &
Molloy, 2003; Albuquerque et al., 2004; Marcel et al., 2011), debido a sus numerosas
actividades bioldgicas, como antiinflamatorios, antitrombdéticos, antivirales (Schaeffer
& Krylov, 2000), antitumorales y antioxidantes (Shanmugam & Mody, 2000; Lee et al.,
2008; Wijesinghe et al., 2012). Particularmente, la actividad anticoagulante es la
propiedad mas estudiada y de relevancia para el presente estudio (Chevolot et al.,
1999; Shanmugam & Mody, 2000; Li et al., 2008).

La actividad anticoagulante de las algas pardas se atribuye a compuestos
denominados fucanos o fucoidanos, i.e., polisacaridas ricos en fucosa sulfatada, que
incluyen  fucoidina, fucoidan, ascofilan, sargassan, galactofucano vy
glucuronoxilofucanos (Irhimeh et al., 2009). Este grupo de compuestos
anticoagulantes se ha registrado en alrededor de 150 especies algales, con una mayor
incidencia de actividad dentro de los 6rdenes Dictyotales, Fucales y Laminariales (Leite
et al., 1998; Duarte et al., 2001; Berteau & Molloy, 2003; Albuquerque et al., 2004;
Silva et al.,, 2005). Estos compuestos se caracterizan por ser moduladores de la
coagulacion sanguinea, propiedad que se atribuye a la analogia estructural con los
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glicosaminoglicanos (GAG) de origen animal empleados en la industria farmacéutica
como anticoagulantes (Percival & McDowel, 1967; Rioux et al., 2007; Li et al., 2008;
Marcel et al., 2011).

En general, los polisacaridos sulfatados presentan una gran heterogeneidad
natural, variando significativamente en su composicion y, por lo tanto, sus propiedades
relacionadas. Por ejemplo, la actividad anticoagulante puede diferir segun el grado y
posicion de sulfatacién, el peso molecular, la composicion monomérica y/o la
ramificacion glicosidica (Qi et al., 2005; Li et al., 2008; Holtkamp et al., 2009; Marcel et
al., 2011; Rindi et al., 2012; Zhang et al., 2008). Estas variaciones estructurales estaran
determinadas por la fuente algal (Dietrich et al., 1995) y el método de extraccion
utilizado (Kumar et al., 2011; Usov, 2011).

Como se puede apreciar, existe una gran complejidad estructural en estos
polisacaridos algales, por lo que uno de los grandes retos, antes de lograr su aplicacion
como agentes terapéuticos, es establecer una clara relacion entre su estructura
quimica y su actividad anticoagulante (McCandless, 1979; Ale et al., 2011; Jiao et al.,
2011).

En México, los estudios referentes a los polisacaridos sulfatados algales y su
actividad anticoagulante son escasos (Zubia et al., 2007; Mufoz-Ochoa et al., 2009).
En este sentido, es necesaria la generacion de conocimiento base sobre la quimica de
las algas pardas, por lo que el objetivo del presente estudio es dilucidar aspectos sobre
la extraccion, fraccionamiento y la caracterizacion estructural de fucoidanos
anticoagulantes del alga parda S. dioica mediante analisis quimicos, cromatograficos

y espectroscopicos.
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ANTECEDENTES

Generalidades de los polisacaridos sulfatados

El primer aislamiento de polisacaridos sulfatados a partir de las algas pardas
Laminaria digitata y Fucus vesiculosus fue realizado por Kylin (1913), nombrando a
estos compuestos como “fucoidina”, ahora conocido como fucanos o fucoidanos. Este
autor reporta por primera vez sus propiedades anticoagulantes y su relacion con el
contenido fucosa sulfatada, ademas de observar su presencia junto con manitol, acido

alginico y laminaran (Jiao et al., 2011).

A partir de entonces las estructuras de los fucoidanos de diferentes especies de
algas pardas han sido investigadas. Asi, para F. vesiculosus, una de las especies de
algas pardas mas estudiada, se describié una composicion principalmente de L-fucosa
sulfatada (44.1% de fucosa y 26.3% de sulfato) como propiedad anticoagulante (Li et
al, 2008). La composicion quimica del fucoidan obtenido de F. vesiculosus es
relativamente simple, pero la composicidn quimica de la mayor parte de estos
polimeros es muy compleja, ya que ademas de fucosa y sulfato también contienen
cantidades menores de otros azucares, como manosa, galactosa, xilosa, glucosa,
acidos uronicos, grupos acetilo, y algunas proteinas (Duarte et al., 2001; Wijesinghe
et al., 2012).

A pesar de que la estructura de los fucoidanos producidos por las algas pardas
varia de especie a especie, se han logrado dilucidar algunas estructuras o sus
esqueletos estructurales. Conchie & Percival (1950) encontraron que este fucano se
compone principalmente de unidades de a-L-fucosa con uniones (1—2) y la mayoria
de los grupos sulfato se localizan en la posicién C-4 de las unidades de fucosa. Este
modelo estructural sugerido para el fucoidan extraido de F. vesiculosus fue aceptado

por cuarenta anos (Li et al, 2008).

En estudios posteriores resaltaron la importancia de grupos sulfato en la estructura
de los fucoidanos como factor determinante para la actividad anticoagulante;

Patankar et al. (1993) y Chevolot et al. (1993) revisaron este modelo estructural y
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describieron un tipo de fucoidan anticoagulante obtenido de F. vesiculosus y
Ascophyllum nodosum, constituido por cadenas centrales de unidades repetidas de
disacaridos de L-fucosa con uniones alternadas tipo a (1—3) y a (1—4) con sustitucion
principal de grupos sulfato en las posiciones C-2 y C-3 del anillo piranoide (Fig. 1).
Estos autores también reportaron que las diferencias en relacion con lo reportado por
Conchie & Percival (1950) se debian posiblemente al diferente método de extraccion
utilizado, ya que realizaron la extraccion con agua caliente, en lugar de la extraccidn
de acido utilizada por Patankar et al. (1993) que ha sido la base de la preparacién

comercial en anos recientes.

Fucal

}
S

—3Fucul-3Fucal-3Fucol-3Fucal-3Fucal —

4 A A
T . T
Fucal SO3 SO;

Figura 1. Modelo de Patankar et al., 1993.

Hoagland & Lieb (1915) realizaron un reporte paralelo al de Kylin, sobre el
aislamiento de polisacaridos solubles en agua obtenidos de la laminarial Macrocystis
pyrifera, muy afines al fucoidan, mostrando contenido de L-fucosa relacionado con
altos niveles de calcio y sulfato. Este reporte logré mostrar como el proceso de
extraccion influye en la pureza y en la composicion del extracto, por lo que los procesos
de extraccion y purificacion empleados para aislar fucoidan de macroalgas en diversos

estudios han sido modificados y extendidos a partir de ambos reportes. Por ejemplo,
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Bird & Haas (1931) obtuvieron fucoidan del alga parda Laminaria digitata, realizando

la extraccion en agua y precipitando con etanol.

Posteriormente, durante los afios 30°s, se publicaron los primeros reportes de
actividad anticoagulante en algas, demostrando que extractos de las roddfitas Iridaea
laminaroides y Delesseria sanguinea lograban inhibir la coagulacién sanguinea
(Shanmugam & Mody, 2000). Anos después revelaron que las algas pardas poseen
mayor actividad anticoagulante que las algas rojas o verdes (Berteau & Mulloy, 2003;
Athukorala et al., 2006), y es a partir de entonces que se comenzé la busqueda y
extraccion de una gran cantidad de polisacaridos sulfatados con propiedades

anticoagulantes y variantes en su composicién quimica (Li et al., 2008).

Fucoidanos y actividad anticoagulante de Algas pardas

Los fucoidanos son componentes estructurales de la pared celular o matriz
extracelular de las algas, y también se han aislado a partir de microorganismos como
cianobacterias y de invertebrados marinos como medusas, huevos de erizos marinos
y pepinos de mar (Paulsen, 2002; Cumashi et al., 2007; Yang & Zhang, 2009;
Senthilkumar et al., 2013).

Las algas pardas son reconocidas como una fuente de fucoidanos
anticoagulantes; estos se pueden agrupar en dos tipos segun su composicion:
homofucanos (fucoide o fucano) y heterofucanos (fucoidanos) (Li et al., 2008). Los
primeros se caracterizan por estar constituidos en mas del 95% por L-fucosa sulfatada;
mientras que los heterofucanos poseen una proporcion menor de ésta, y ademas
contienen porciones de otros azucares neutros y acidos urénicos (Percival & McDowel,
1967; Kloareg & Quatrano, 1988; Duarte et al., 2001). Se sabe poco acerca las
caracteristicas estructurales de fucoidanos, ya que son compuestos muy
heterogéneos que pueden presentar ramificaciones en su estructura y una distribucion
compleja de los grupos sulfato y, ocasionalmente, grupos acetilo (Chizhov et al., 1999;
Bilan et al., 2004).
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Diversos estudios han demostrado que los homofucanos y los heterofucanos han
mostrado indistintamente actividad anticoagulante en diversos estudios (Silva et al.,
2005); por ejemplo, heterofucanos extraidos de Dictyota menstrualis y
xilofucoglucuronanos extraidos de Spatoglossum schrdederi, son descritos como
agentes anticoagulantes similares a la heparina (Leite et al., 1998; Albuquerque et al.,
2004; Arlov et al., 2017).

No obstante, los avances documentados no han sido capaces de elucidar la
relacion entre estructura y bioactividad de estos compuestos en su totalidad. Se ha
demostrado que tanto la composicion quimica y el contenido de polisacaridos
sulfatados, asi como las propiedades bioldgicas de las algas, dependen de muchos
factores como la variacion estacional y la localizacion geografica (Percival & McDowel,
1967), la especie a la que pertenecen (Dietrich et al., 1995), la calidad nutricional del
agua de mar y otros factores relacionados con los procesos de obtencién y extraccion
de los polisacaridos (Berteau & Mulloy, 2003; Rioux et al., 2007). Asi, cada fucoidan
nuevo descrito resulta ser un compuesto uUnico con caracteristicas estructurales
especificas que le conferiran diferentes propiedades fisicoquimicas, responsables de
los diferentes tipos de actividad biolégica que son la base de sus aplicaciones en

medicina y farmacologia (Chevolot et al., 1999; Li et al., 2008; Marcel et al., 2011).

Para aislar polisacaridos sulfatados de algas marinas se han utilizado diversas
técnicas de extraccion. Principalmente se ha utilizado etanol, agua caliente y fria, la
digestion enzimatica, digestion proteolitica, fermentacion, hidrélisis acida, o una
combinacién de los tratamientos anteriores (Berteau & Mulloy, 2003; Albuquerque et
al., 2004; Jeon et al., 2008; Marcel et al., 2011).

La gran heterogeneidad estructural que presentan los fucoides o fucoidanos ha
dificultado establecer los requerimientos estructurales especificos para su
bioactividad, recurriéndose a técnicas de analisis estructural en laboratorio por medio
de técnicas espectrofotométricas, como la espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR) y

resonancia magnética nuclear (RMN), lo que permite inferir detalles estructurales como
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la posicion de los grupos sulfatos, tipos de enlaces y grupos funcionales que

conforman la molécula (Li et al., 2008; Garcia-Rios et al., 2012).

Otro de los factores que determina la capacidad anticoagulante en fucoidanos,
es su peso molecular, y este es normalmente reportado para polisacaridos como el
valor promedio de pesos moleculares (Mw), y también se toma en cuenta la amplitud
de su distribucion en pesos moleculares, denominado indice de polidispersidad (IPD).
Esta documentado que este indice cambia con el fraccionamiento de los polisacaridos
debido a la gran variacion de pesos moleculares que caracterizan a los fucoidanos, y
que se tiene una mayor estandarizacion en fucoidanos con valores de IPD menores,
donde al acercarse a la unidad tienden a la monodispersién (Rane & Choi, 2005;
Fletcher et al., 2017).

En estudios previos reportan fucoidanos con pesos moleculares muy variados y
se han clasificado con base al rango de peso molecular que presentan. Se denominan
oligosacaridos a moléculas menores a 10 kDa, como de bajo peso molecular a
moléculas con pesos de 10-10 000 kDa y como compuestos de peso molecular alto a
moléculas con valores mayores a 10, 000 kDa (Pomin et al., 2005; Morya et al., 2012).
Por otro lado, en la literatura se resalta que el efecto anticoagulante se vera reducido
al disminuir el peso molecular del polisacarido sulfatado. Para el género Saccharina se
reportd que fracciones de polisacaridos con pesos moleculares entre 30 y 40 kDa se
observa una disminucion de su actividad con respecto a polisacaridos con pesos
moleculares mas altos (Athukorala et al., 2007; Rioux et al., 2007; Senthikumar et al.,
2013).

La clasificacién anterior parece muy amplia, dando paso a que otros autores
sugirieran diferentes clasificaciones. Se han descrito como compuestos de bajo peso
molecular a fracciones obtenidas de F. serratus, F. vesiculosus (Fletcher et al., 2017),
Saccharina longicirius (Rioux et al., 2007) y A. nodosum, con valores de Mw de 100 —
1 600 kDa y una actividad anticoagulante alta (Gupta et al., 2011). Y, se han llegado a

reportar para otras especies de algas pardas valores de Mw mayores a 1 000 y 10 000
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kDa usualmente con bajo potencial anticoagulante (Shanmugam y Mody, 2000;
Senthikumar et al., 2013, Pomin et al., 2005; Morya et al., 2012).

México cuenta con una gran riqueza y diversidad de macroalgas, empero los
estudios de su uso para la obtencion de compuestos bioactivos aun son escasos,
desaprovechandose asi la diversidad de este recurso en el pais (Zubia et al., 2007).
La Peninsula de Baja California cuenta con una gran variedad de habitats y
condiciones climaticas, por lo que alberga una enorme riqueza de algas marinas
(Suarez-Castillo et al., 2013). La biotecnologia con macroalgas comenz6é a
desarrollarse a mitad del siglo pasado, sin embargo, en México no ha avanzado lo
suficiente, pues representa el estudio de una comunidad compleja, de alta diversidad
biolégica en la que aun hace falta una mayor dedicacion de esfuerzos e inversion

economica (Zertuche-Gonzalez, 1993).

Mecanismo anticoagulante y estructura de la heparina

Morawitz (1904) descubrid que los tejidos vasculares liberan una tromboplastina
tisular (Factor Il, o Factor Tisular) necesaria para que se inicie el proceso de
coagulacion y propuso los cuatro componentes principales para la coagulacién en
plasma: protombina, fibrindgeno, calcio y tromboplastina, mismos que prevalecen en
la actualidad (Martinez-Murillo, 2003).

Cuando se dana un vaso sanguineo se inicia un proceso de reduccion de pérdida
de sangre llamado hemostasia, el cual ocurre de forma secuencial con la participacion
de factores vasculares, plaquetarios y plasmaticos (Garrido et al., 2006). A grandes
rasgos, el proceso comienza con la activacion de las plaquetas o trombocitos, los
cuales se adhieren a la zona lesionada de la pared vascular, uniéndose al tejido
conectivo endotelial debido a la secrecion del factor de von Willebrand, y comienza a
formarse un tapon compuesto por trombocitos, deteniendo asi el sangrado.
Posteriormente, la enzima trombina, actua sobre el fibrinégeno liberando fibrina que

es el material cementante que se encarga de formar una red o coagulo, el cual se
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incorpora al tapon hemostatico plaquetario, dando lugar a la coagulaciéon (Martinez-
Murillo, 2003; Koolman & Réhm, 2004). Luego de la reparacion tisular, la fibrindlisis
disuelve el coagulo para recanalizar el vaso sanguineo. Todos estos eventos estan
controlados estrechamente por los sistemas reguladores naturales, incluyendo a los
anticoagulantes como lo son algunas proteinas (C y S) y la antitrombina (AT-III)
(Calzada-Contreras et al., 2012).

Los diferentes procesos fisioldgicos y bioquimicos que dan lugar a la coagulacion
sanguinea se describieron en la década de los afios 60°s como parte de un proceso
enzimatico conocido como “cascada de coagulacién”, la cual consta de una serie de
cambios bioquimicos y enzimaticos modulados por diferentes factores y zimégenos
que participan en las diferentes etapas del mecanismo de coagulacion para la
formacion de trombina (Boisson-Vidal et al., 1995; Chevolot et al., 1999; Martinez-
Murillo, 2003).

El modelo tradicional de la cascada de coagulacion (Fig. 2) implica una interaccion
entre la via de activacidén por contacto (anteriormente via intrinseca) y la via del factor
tisular (anteriormente via extrinseca). Estos dos caminos aparentemente
independientes conducen a reacciones enzimaticas en donde las proenzimas inactivas
son transformadas proteoliticamente en proteinasas activas y, estas, a su vez, activan
la proenzima siguiente que dara paso a la conversion del factor X a Xa, que es el
comienzo de la via comun. Esta via comun convierte la protrombina (II) en trombina
(lla), que posteriormente cataliza la formacion de fibrina (la) y, en ultima instancia,
conduce a la estabilizacion de las plaquetas agregadas para formar un coagulo estable
(Martinez-Murillo, 2003; Harter et al., 2015). Algunas de las reacciones requieren,
ademas, de factores proteicos adicionales, fosfolipidos anidnicos o iones Ca®*
(Koolman & Réhm, 2004).
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Figura 2. Representacion de la cascada de coagulaciéon sanguinea por las vias intrinseca y extrinseca
(Modificado de: Nader et al., 2001; Quintana-Gonzalez, 2002).

21



En la medida en que los anticoagulantes enddégenos o exdgenos interfieren con
estos factores de coagulacion, inactivandolos o limitandolos, la coagulaciéon de la
sangre se prolonga o se detiene (Wijesekara et al., 2011). Es importante mencionar
que en ambas vias dentro del proceso de coagulacién todos los factores de
coagulacion se interrelacionan entre si, por lo que no pueden funcionar de manera
independiente una de la otra (Martinez-Murillo, 2003; McMichael, 2012).

A pesar de que el modelo de cascada de coagulacidn no explique completamente
el sistema de coagulacion sanguinea, sigue siendo util para explicar las pruebas de
laboratorio empleadas para el monitoreo de la hemostasia, o su prevencion; esta ultima
es de importancia particular para el presente trabajo. Ello se debe a la posibilidad de
simular la cascada de coagulacion en condiciones de laboratorio por medio de dos
ensayos: Tiempo de protrombina (TP) evalua la via extrinseca y el tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPa) para la via intrinseca; su accion es
principalmente via antitrombina (Quintana-Gonzalez, 2002; Melo et al.,, 2004;
Mohamed et al., 2012).

La heparina, un GAG sulfatado comun en los tejidos de mamiferos, ha sido el
farmaco preferido como anticoagulante desde hace mas de 50 afios (Nader et al.,
2001; Lee et al., 2008; Fan et al., 2011). Sin embargo, se han documentado una serie
de problemas por su uso prolongado, como el riesgo de sangrado excesivo Yy
trombocitopenia. En consecuencia, se han desarrollado nuevos anticoagulantes
efectivos disefiados para atacar diferentes puntos de la cascada de coagulacion,
incluyendo inhibidores de la trombina directa (argatroban, bivalirudina y Dabigatran),
inhibidores del factor Xa (rivaroxaban, apixaban), y antagonistas de la vitamina K
(cumarina y warfarina). Desafortunadamente, mientras que la eficacia clinica de estos
nuevos anticoagulantes se ha establecido, se ha tenido mal manejo en cuanto a los
riesgos de reacciones adversas, asi como la capacidad de revertir estos efectos al

prolongar su administracién (Harter et al., 2015).

Debido a esto, en los ultimos afios se han realizado considerables esfuerzos para

la generacion de anticoagulantes alternativos mas seguros con actividad
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anticoagulante/antitrombdética efectiva (Alban & Franz, 2001; Athukorala et al., 2007;
Mansour et al., 2010). La actividad anticoagulante de la heparina reside en una
secuencia de pentasacaridos irregularmente distribuida a lo largo de la cadena,
constituida por una secuencia alternada entre un acido urénico y un a-D-glucosamina
unidos por un enlace glucosidico (1—4) (Fig.3). Algunos de los enlaces de la
glucosamina se encuentran N-acetilados, mientras que las demas estan sulfatados.
Ademas, la molécula contiene radicales sulfatos en parte de los acidos idurénicos (C2)
y en algunas glucosaminas (C6). Las glucosaminas sulfatadas presentan ademas
grupos sulfato en los carbonos 3 y 6, dando a la molécula un caracter acido (Flérez,
1997). El potencial anticoagulante de la heparina y derivados de bajo peso molecular
(dalteparina, enoxaparina y tinzaparina) es logrado mayormente por la potencializacion
de la antitrombina Il (AT-Ill) y el cofactor Il de la heparina (HC-Il), uniéndose y
cambiando la conformacion estructural, acelerando la velocidad de la AT-Ill para
inactivar principalmente la trombina (ll1a) y los factores Xa y 1Xa (Pereira et al., 2002;
Lee et al., 2008; Harter et al., 2015).

CH,0S0; oz CH,0503 CH,0503
o o 0 0 o
) TN () ™o
—0)— O—/— /T 0— /— 0
OH NH OH OH 0SO3; NH OH 0803 OH NH
| | |
C S03 S03
/A 3 O3
HC O

Figura 3. Representacién estructural del pentasacarido con potencial anticoagulante de la heparina.
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El mecanismo anticoagulante de los fucoidanos se consigue principalmente a
través de la potenciacién de cofactores de plasma, que son los inhibidores naturales
de las proteasas de la coagulacion; al respecto, los inhibidores de la trombina se han
tornado el centro de los estudios sobre farmacos antitrombéticos y anticoagulantes,
atribuyéndose esta bioactividad a la presencia de unidades repetitivas ordenadas de
L-fucosa sulfatada en C-2 y C-3 del anillo piranoide; esto sin excluir la presencia
secundaria de otros sulfatos, grupos acetilo, o ramas en la posicion C-4 (Patankar et
al., 1993; Chevolot et al., 1999).

Algunos autores proponen que los fucoidanos actuan de manera similar a los
GAG sulfatados formando complejos con el inhibidor en plasma, y han propuesto
diferentes modelos que describen mecanismos de inhibicion del proceso de
coagulacion basados en experimentos in vitro e in vivo realizados con fucoidanos
obtenidos de diferentes especies de algas pardas. Un primer mecanismo propone que
fucoidanos obtenidos del alga parda F. vesiculosus se unen al HC-Il inhibiendo
directamente la reaccidn trombina-fibrinogeno (Casu, 1985; Grauffel et al., 1989;
Nishino & Nagumo, 1991; Mauray et al., 1998; Shanmugam & Mody, 2000). Un
segundo mecanismo describe qué fucoidanos obtenidos de F. vesiculosus y Ecklonia
kurome actuan mediante la unién a la AT-Ill aumentando la tasa de inhibicion de las
enzimas procoagulantes como la trombina (Colliec et al., 1991; Pereira et al., 2002;
Kuznetsova et al., 2003; Gémez-Ordonez, 2012). Un ultimo mecanismo se describe
para las fucales Pelvetia canaliculata y Ascophyllum nodosum, en donde el fucoidan
inhibe directamente a la trombina, impidiendo asi la formacién de coagulos (Grauffel
et al.,1989; Minix & Doctor, 1997; Pereira et al., 1999).
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JUSTIFICACION

Muchos estudios han indicado que la actividad anticoagulante de los complejos
de polisacaridos sulfatados en algas pardas esta estrechamente relacionada con sus
propiedades fisicoquimicas, como el contenido y posicion de sulfatos, su composicion
quimica, el peso molecular, el contenido de proteinas, la viscosidad, la conformacién,
los tipos de residuos de azucar y el grado de ramificacion. A medida que aumenta el
conocimiento fundamental, la investigacion sobre estos polisacaridos tiende a cambiar
hacia la ciencia aplicada. De hecho, una gran parte de los esfuerzos de investigacion
se centra en el estudio de la quimica y las propiedades estructurales de los
polisacaridos sulfatados con perspectivas de aplicacion quimica y biomédica (Jin et al.,
2014).

La caracterizacidon estructural de los polisacaridos sulfatados anticoagulantes
obtenidos de algas pardas ha sido de gran interés en los ultimos afios debido a su
analogia estructural con los GAG anticoagulantes, resaltando su importancia desde el
punto de vista terapéutico en la prevencion y tratamiento de enfermedades trombdticas
(Wijesekara et al., 2011; Arlov et al., 2017). Uno de los anticoagulantes mas utilizado
ha sido la heparina y sus derivados de bajo peso molecular, pero su uso prologado
produce una serie de efectos secundarios, como problemas de infeccion,
trombocitopenia, osteoporosis y hemorragias (Pereira et al., 2002; Jiao et al., 2011).
Esto ha dado lugar a que en los ultimos tiempos se busquen compuestos naturales
alternativos con propiedades anticoagulantes que sean mas seguros y con menores

efectos secundarios (Pereira et al., 2002; Athukorala et al., 2006).

En este sentido, se resalta la importancia de generacion de conocimiento basico
sobre la quimica de las algas pertenecientes a las Fucales (grupo taxonémico junto
con Dictyotales y Laminariales con mayores reportes de actividad anticoagulante), por
lo que en el presente estudio reportan datos nuevos relacionados a la extraccion,
fraccionamiento y la caracterizacion estructural de polisacaridos sulfatados bioactivos
del alga parda S. dioica.
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Lo anterior pretende contribuir a sentar las bases para el planteamiento de futuros
proyectos dirigidos hacia el entendimiento de la relacion estructura-actividad de los
polisacaridos sulfatados obtenidos de algas pardas, asi como la elaboracion de
metodologias estandarizadas y su potencial aplicacion en tratamientos
anticoagulantes con perspectivas futuras al desarrollo de nuevas estrategias

farmacoldgicas para los enfoques preclinicos y clinicos de este proceso.

OBJETIVOS
Objetivo general

Dilucidar las caracteristicas estructurales vinculadas al efecto anticoagulante de

polisacaridos sulfatados derivados del talo de Stephanocystis dioica.
Objetivos particulares

- Extraer, fraccionar y purificar los polisacaridos sulfatados de S. dioica por medio de
precipitacion fraccionada e intercambio iénico.

- Determinar la actividad anticoagulante in vitro de las fracciones obtenidas por
medio de los ensayos de tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPA) en plasma sanguineo humano.

- Caracterizar la naturaleza estructural de las fracciones mas activas por medios

espectroscopicos, quimicos y cromatograficos.

HIPOTESIS

Los polisacaridos sulfatados producidos por S. dioica son heterofucanos, y la
mayor actividad anticoagulante esta relacionada con un alto grado de ramificacion,
bajo peso molecular (10 - 1600 kDa) y el patrén de sustitucién de sus grupos sulfatos

en C2 y C3 del anillo de azucar.
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METODOLOGIA
Recolecta e identificacion taxondémica de Stephanocystis dioica

El material algal utilizado en este estudio fue recolectado previamente al
planteamiento de este proyecto. Talos de S. dioica se recolectaron en enero de 2014
en la zona submareal superior del lecho marino en el poblado de Popotla en el
Municipio de Rosarito, Baja California, México. El material fue identificado y
posteriormente transportado al laboratorio de quimica de algas marinas en el
CICIMAR-IPN, donde fue lavado con agua corriente para eliminar sales, arena y
epifitos. Las algas fueron secadas al sol durante dos dias, molidas y envasadas en

recipientes de plastico previamente etiquetados hasta el momento de su utilizacion.

Obtencidn y purificacién parcial del fucoidan

Cien gramos del material algal seco y molido fueron tratados con agua destilada
(600 mL) y con agitacion continua por 2 h a 24°C. Posteriormente, se separ¢ el tejido
algal por filtracién simple utilizando una gasa, para ser reutilizado en un segundo

proceso de extraccion con agua destilada (600 mL) por 2 h a 55°C.

De manera individual, las soluciones acuosas obtenidas fueron tratadas con 10
mL de una solucién de CaClz2 al 10% para retirar la mayor cantidad de alginatos
solubles por medio de precipitacion. Posteriormente fueron centrifugadas (3000 rpm
durante 10 min) para separar el precipitado del soluto. Cada extracto acuoso resultante
fue sometido a un proceso de precipitaciéon fraccionada con tres volumenes de EtOH
(600 mL por precipitaciéon), dejando reposar durante 24 h en refrigeracién para el
precipitado de las macromoléculas. El precipitado entre cada volumen adicionado fue
recuperado por centrifugacion (3000 rpm durante 10 min) y secado en una estufa
eléctrica a 45°C; una vez secos se almacenaron en viales. Se obtuvieron tres
fracciones extractadas para cada temperatura (Fig. 4) (Mufioz-Ochoa et al., 2009;
Seedevi et al., 2017).
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Ensayos de coagulacion (TP y TTPa)

La actividad anticoagulante de las seis fracciones obtenidas fue evaluada por
medio de los ensayos de tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPa), utilizando plasma sanguineo humano. La sangre utilizada se
obtuvo por venopuncion de un donador aparentemente sano, y recolectada en un BD
Vacutainer® con citrato de sodio al 3.2 %. El paquete celular fue removido por medio
de centrifugacion durante 10 min a 3000 rpm. El plasma recuperado se almacend en

refrigeracion (4 °C) hasta el momento de su utilizacion.

El ensayo de tiempo de protrombina (TP) consistié en mezclar 90 uL de plasma
humano citrado con 10 pl de una solucién del extracto de prueba (1 mg mL™"),
incubando las mezclas por un 1 min a 37 °C. Una vez concluido el tiempo de
incubacién, se agregaron 200 ul del reactivo de TP (Thromborel® SIEMENS)
preincubado a la misma temperatura por 10 min, y se registro el tiempo de formacion

del coagulo a partir de ese momento.

Para el ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa), se
mezclaron 90 uL de plasma humano con 10 pl de una solucién del extracto de prueba
(1 mg mL") dejando incubar la mezcla por un periodo de 1 min a 37 °C. Después del
tiempo de incubacion se agregaron 100 ul del reactivo de TTPa (Actin® SIEMENS), la
nueva mezcla se incubd por 3 min a 37 °C y se le agregaron 100 ul de CaCl2 al 2.5 %,

midiendo el tiempo de formacion del coagulo a partir de ese momento.

La inspeccion de la formacién del coagulo se realizé de manera visual en todas
las pruebas y reportada en segundos. Se utilizé agua destilada como control negativo
y heparina de sodio (6.25 ug mL") como control positivo. Todos los extractos fueron
ensayados por triplicado, registrando los tiempos en una tabla para su posterior
analisis. Con los datos se calculé el tiempo de coagulacion promedio y la desviacién
estandar. Las fracciones con mayores tiempos de formacién de coagulo en los

ensayos de TP y TTPa fueron seleccionadas para un segundo fraccionamiento.
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Fraccionamiento por intercambio i6nico

De cada una de las fracciones que mostraron mayor actividad anticoagulante en
los ensayos de coagulacion (Sd2-24 y Sd1-55) se tom6 1 g y se sometieron
individualmente a un fraccionamiento por cromatografia de intercambio i6nico,
utilizando una columna (didmetro = 2.2 cm, altura = 20 cm) empacada con 40 g de
Dietilaminoetil-celulosa (DEAE-C) suspendida en Tris-HCI 1N con un pH de 83 y

posteriormente equilibrada con tres volumenes del mismo amortiguador (150 mL).

El extracto rico en polisacaridos se disolvio en agua destilada (1 g 15 mL") y se
incorporo a la columna, utilizando cinco volumenes de NaCl (250 mL) a gradiente de
concentracion molar como eluyente (0.5 M, 1.0 My 2.0 M). Se recolectaron alrededor
de 50 eluatos de 15 mL, evaluando el contenido relativo de azucares por medio del
método de fenol-acido sulfurico (Dubois et al., 1956). Los eluatos que mostraron una
mayor concentracion se agruparon y se precipitaron con tres volumenes de EtOH por
24 h. El sobrenadante fue recuperado por centrifugacién (3000 rpm durante 10 min) y
purificado de sales mediante tres lavados consecutivos con agua destilada (10 mL) y
precipitado nuevamente con tres volumenes de EtOH (30 mL). El sobrenadante de
cada fraccién fue recuperado por centrifugacion (3000 rpm durante 10 min), secado en
su totalidad en una estufa eléctrica a 45°C y almacenado en un vial. Se obtuvieron
cuatro fracciones (F1-24, F1-55, F2-55 y F3-55; Fig. 5) con suficiente rendimiento para
ser evaluadas en los bioensayos, y posteriormente continuar con la caracterizacion
quimica y estructural de las mismas (Nardella et al., 1996; Usov et al., 1997; Mufoz-
Ochoa et al., 2009; Seedevi et al., 2017).
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Sd2-24 Sd1-55
|

Fraccionamiento en columna — Fraccionamiento en columna —
Sol. NaCl Sol. NaCl Sol. NaCl
0.5 M 05M 1.0M
Conceqtracién Conceqtracién Concerlmtracién
Precip|itaci()n Preciplitacién Preciplitacién
Secado Secado Secado
F1-24 F1-55 F2-55 F3-55
375 mg 165 mg 298mg 80 mg

Figura 5. Esquema de fraccionamiento por cromatografia de intercambio iénico en columna de
DEAE-C, obteniendo un total de cuatro fracciones (F1-24, F1-55, F2-55 y F3-55) con suficiente

rendimiento para continuar con su analisis.

Analisis de composicion quimica
Contenido de azlcares totales

El contenido total de azucares se determind mediante la técnica colorimétrica de
fenol-acido sulfurico (Dubois et al., 1956). Para ello, se tomo6 1 mL de cada fraccién a
evaluar (100 yg mL™") en un tubo de ensaye previamente etiquetados, para adicionar
consecutivamente 1 mL de una solucién de fenol al 5% y 4 mL de acido sulfurico
concentrado a la mezcla. Después de enfriar los tubos en oscuridad por 30 min. La
absorbancia de cada muestra fue leida a una longitud de onda a 490 nm. Como
referencia se utilizd una curva estandar empleando D-Glucosa. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado, calculando el promedio y la desviacion

estandar.
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Concentracion de acidos urénicos

La concentracion de acidos urénicos se determind por colorimetria (Blumenkrantz
& Asboe, 1973). De cada fraccion (100 ug mL") se tomé un mililitro y se enfrié en agua
con hielo por 30 s. A continuacion, se agregaron 6 mL de borato de sodio al 0.125 M
en acido sulfurico y se dejo enfriar en agua con hielo 1 min, al finalizar ese tiempo se
elevo la temperatura en un bafo maria a 100 °C durante 5 min. Posteriormente, la
mezcla se dejo enfriar en agua con hielo por 1 min y finalmente se adicionaron 100 uL
de 3-fenil-fenol al 0.15% en hidréxido de sodio al 0.5%. Se determind la absorbancia
a 520 nm en un intervalo no mayor a 5 min. La concentracion de acidos uronicos se
calculé al interpolar la absorbancia de cada fraccibn con una curva estandar
empleando acido galacturénico (Sigma). Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado, y se calcul6 el promedio y la desviacidn estandar.

Concentracion de fucosa

La concentracion de fucosa se determind por colorimetria (Dische, 1955). Un
mililitro de cada fraccion (100 yg mL™") se colocd en un tubo de ensaye enfriado en
agua con hielo. Se agregaron 4.5 ml de solucion de acido sulfurico (100 mL de agua
destilada con 600 mL de acido sulfurico). Después de enfriarse durante 1 min, la
temperatura fue elevada con ayuda de un bafio maria a 100°C durante 10 min;
posteriormente, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se adicionaron 100 pL de
cisteina al 3%. La fraccién se mezclo utilizado vortex y se dejé reposar durante 30 min.
Se midié la absorbancia a 396 y 427 nm. La absorbancia atribuida a la fucosa fue
calculada utilizado la ecuacién: DO fucosa = DO396nm — DO427nm y la concentracion
de la fucosa se determind por la interpolacion en una curva estandar realizada con L-
fucosa. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado, calculando el promedio

y la desviacion estandar.
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Contenido de sulfatos

Las cuatro fracciones polisacaridas (F1-24, F1-55, F2-55 y F3-55) se sometieron
a una hidrolisis acida en HCI 0.1 N por 24 h. Posteriormente, el contenido de sulfatos
se determin6 empleando el método turbidimétrico en medio acido (Rossum & Villaruz,
1961) utilizando como reactivo cloruro de bario (BaClz) que precipita como sulfato de
bario (BaSOa4) en forma de cristales de tamafio uniforme. Se emple6 el buffer para
muestras con un contenido de sulfato menor a 10 ug mL™" (disolver: 15 g MgCl2-6H20,
2.5 g CH3COONa-3H20, 0.5 g KNO3s, 0.55 g NaSOg4, y 10 mL de CH3COOH, aforando
a 500 mL).

En tubos de ensaye previamente etiquetados fueron colocados 2 mL de cada
fraccion (1 mg mL") y se agregd la solucion de buffer (500 uyL). Posteriormente se
agregaron aproximadamente 15 mg de cristales de BaClzy se agitd la mezcla hasta
disolverse los cristales por completo (1 min £ 5 s). Se midié la absorbancia en un
espectrofotometro Genesis 10S UV-VIS a 420 nm en un tiempo no mayor a 5 + 0.5
min después de agregar el reactivo, utilizando como blanco la misma solucion de
buffer. Para calcular la concentracion relativa de sulfatos se utilizé una curva patron
con estandares de sulfato (10-150 ug mL™") preparados a partir de una solucién stock
de Na2SOa.

Distribucion de peso molecular por cromatografia de permeacion en gel

El peso molecular de las fracciones fue determinado por servicio externo. Se
utilizé un equipo de cromatografia de permeacién en gel (GPC, Viscotek, TX). Las
condiciones de analisis fueron NaNO3 0.1 N como solvente, a un flujo de 1 mL min-'.
El volumen inyectado fue de 100 pl con incrementos de columna de 3.331a 45 °C. La
columna utilizada fue GMPWXL (Viscotek) y el equipo fue previamente calibrado con
estandares de Oxido de polietilieno monodispersos. Los resultados de la distribucion de
pesos moleculares promedio (Mw) se expresan en kDa, y se obtuvo el indice de
polidispersidad (IPD) que explica la amplitud de distribucion en pesos moleculares para
cada fraccion (IPD=Mw/Mn).
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Analisis espectroscopicos
Analisis FT-IR-ATR

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron utilizando un espectrofotémetro Perkin
Elmer TWO equipado con un atenuador de refractancia total (FT-IR-ATR). Cada
espectro fue tomado en el rango espectral de 400-4000cm-'. Se empled el software de
espectroscopia Optica Spectragryph para procesar los espectros de las cuatro
fracciones evaluadas (F1-24, F1-55, F2-55 y F3-55).

Analisis de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de las fracciones
polisacéaridas obtenidas de S. dioica se registraron en un espectrometro Bruker Avance
400 ultrashield siguiendo el método de Luo y Fan (2011). Se tomaron
aproximadamente 15 mg de la muestra y se utilizé 6xido de deuterio (D20) y acetona
deuterada (C3DesO) como disolvente, tomando como referencia las sefales residuales
de los mismos. Se obtuvieron espectros de 'H y de supresion de HOD a 50 °C de las
cuatro fracciones (F1-24, F1-55, F2-55 y F3-55); mientras que para la obtencion de los
espectros de 3C fueron seleccionadas solo las fracciones F1-24, F2-55 y F3-55. Los
espectros se procesaron utilizando el software de analisis quimicos y elucidacion
estructural MestreNova, y los desplazamientos quimicos (A) se reportan en partes por

millén (ppm).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad Anticoagulante

El efecto de la temperatura de extraccion y posterior fraccionamiento se pudo
observar en la diferencia en composicion quimica y actividad anticoagulante de las
fracciones ricas en polisacaridos sulfatados obtenidas de S. dioica. Se han aislado y
caracterizado diversos polisacaridos sulfatados con actividad anticoagulante a partir
de algas pardas por diferentes métodos, logrando conservar su estabilidad molecular
y por lo tanto su bioactividad natural cuando se extraen con agua y temperaturas
elevadas (Bird & Haas, 1931; Matsubara, 2004; Athukorala et al., 2007).

Asi, inicialmente se obtuvieron tres fracciones activas para cada temperatura de
extraccion (24 y 55 °C) por medio de precipitacion fraccionada (Fig. 4) (Sd1- 24, Sd2-
24, Sd3-24, Sd1-55, Sd2-55 y Sd3-55), mismas que fueron evaluadas en las pruebas
de coagulacién de TP y TTPa. De acuerdo con los resultados las fracciones Sd2-24 y
Sd1-55 fueron seleccionadas para un segundo fraccionamiento por mostrar los
mayores tiempos de coagulacion (Tabla 1). Produciendo a partir de este
fraccionamiento, cuatro fracciones con diferente carga iénica y suficiente rendimiento

para continuar con su evaluaciéon (F1-24, F1-55, F2-55 y F3-55).

Los resultados obtenidos en los ensayos de coagulacion (TP y TTPa) de las
cuatro fracciones se muestran en la tabla 1. Para el ensayo de TP, los resultados
muestran que las fracciones F1-55, F2-55 y F3-55 presentaron valores muy cercanos
al control (14.63 s), mientras que la fraccion F1-24 presento el valor mas alto (34.73
0.5 s). Para el ensayo de TTPa las fracciones F1-24, F2-55 y F3-55 presentaron un
tiempo de coagulacion superior a los 300 s, mientras que la fraccion F1-55 resultd
tener la menor actividad (68.5 £ 0.5 s), acercandose a duplicar el tiempo control (31.9
*+ 0.24 s). Para este estudio, la fraccion F1-24 mostré una actividad anticoagulante
mayor, seguida de las fracciones F2-55, F3-55 y por ultimo F1-55. Sin embargo, para
ambos ensayos las cuatro fracciones mostraron una actividad menor que la de la

heparina.
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Al comparar los resultados obtenidos en ambos ensayos, se puede observar que
los mayores tiempos de coagulacion se presentan para el ensayo que evalua la via
intrinseca de la coagulacion (TTPa), como se ha reportado para fucoidanos de algas
pardas (Shanmugam & Mody, 2000, Pereira et al., 2002; Li et al., 2008; Camara, 2011;
Gbémez-Ordoinez, 2012).

Las diferencias entre los tiempos de coagulacién de ambas pruebas pueden
deberse a que éstas analizan distintas vias de coagulacion, implicando distintos
factores a los que pueden no ser afines los polisacaridos extraidos de S. dioica. Se
han reportado tiempos de coagulacion similares a los obtenidos en este estudio para
polisacaridos sulfatados extraidos de Lamiaria ochotensis, Sargassum fusiforme y
Sargassum horneri, los cuales mostraron actividad menor que la heparina
(Shanmugam & Mody, 2000; Pereira et al., 2002; Gémez-Ordonez, 2012). También
Athukorala et al. (2007) registraron valores similares para TTPa a partir de extractos
acuosos obtenidos a partir de S. horneri (>300 s) y S. siliquastrum (200 s). Asimismo,
Lara-Issasi & Alvarez-Hernandez (1999), registraron tiempos igual de elevados (>300

s) a partir de extractos de Sargassum vulgare.

La actividad anticoagulante de estos compuestos es atribuida a su capacidad
para prolongar los tiempos de TTPa, inhibiendo la actividad catalitica de la trombina
en la via intrinseca y/o comun actuando de manera directa en la enzima o mediante la
activacién de sus inhibidores en plasma a las concentraciones utilizadas en el presente
estudio (Matsubara et al., 2001; Athukorala et al., 2007). Por otro lado, un bajo o nulo
efecto del polisacarido sobre los tiempos de TP, como lo reportado en el presente
estudio, sugiere que los polisacaridos sulfatados de S. dioica no inhibieron la via

extrinseca de la coagulacion (Jin et al., 2014).

Algunos autores mencionan que la via de activacidbn por contacto in
vivo desempeia un papel secundario de amplificacién en el inicio de la formacion de
un coagulo y esto lo atribuyen a estudios en donde los pacientes con deficiencias
severas de los factores que forman el complejo primario sobre el colageno (XIl,
quininégeno de alto peso molecular y precalicreina) no presentan desérdenes
hemorragicos. Por otro lado, reportan que la via de activaciéon por contacto esta
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implicada en el proceso de inflamacion e inmunidad innata (Pallister & Watson, 2010).
A pesar de esto, las interferencias con esta via pueden conferir proteccion contra la

trombosis, sin un aumento significativo del riesgo de hemorragia (Harter et al., 2015).

Composicion quimica

La composicién quimica de las fracciones fucoides mostré algunas diferencias
clave entre estas, dando respaldo a la hipétesis debido a la produccion de dos tipos
de heterofucanos sulfatados o fucoidanos sulfatados. Por un lado, la fraccion F1-24 se
compone de un 94 % de azucares totales, de los cuales el 62% es fucosa y el 16 %
son acidos uronicos; presentando un contenido de sulfatos de 1.47 %. Por otro lado,
las fracciones obtenidas a 55 °C presentan un contenido menor de fucosa, y un

porcentaje mayor de sulfatos y acidos urénicos en comparacion con F1-24 (Tabla 1).

La fraccion F1-55 contiene un 65 % de azucares totales, de los cuales el 11% es
fucosay el 53 % son acidos urdnicos, y un contenido de sulfatos de 6.12 %. La fraccion
F2-55 contiene un 59 % de azucares totales, de los cuales el 10 % es fucosa y el 42
% son acidos uronicos, con un contenido de sulfatos de 6.43 %. Por ultimo, la fraccion
F3-55 contiene un 67 % de azucares totales, de los cuales el 13 % es fucosa y el 39

% son acidos uronicos, con un contenido de sulfatos de 4.66 % (Tabla 1).

No se observo una relacion clara entre la composicion de azucares y la actividad
anticoagulante, como lo mencionan Chevolot et al. (1999) para fucoidanos algales. La
similitud en los tiempos de coagulacion entre fracciones tan heterogéneas sugiere que
el contenido de fucosa sulfatada es un factor determinante para la actividad
anticoagulante. Nishino y Nagumo (1991) mencionan que los fucoidanos que se
componen de un mayor contenido de fucosa y sulfato, y menores contenidos de acidos
urénicos y otros azucares neutros, muestran una potente actividad anticoagulante,
como se observd para la fraccidon F1-24; mientras que fucoidanos que contienen
mayores cantidades de acidos urdnicos y azucares neutros diferentes a fucosa, y una

pequena cantidad de sulfatos, muestran poca bioactividad.
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La relacion entre estructura quimica y actividad anticoagulante se ha investigado
detalladamente para galactanos y fucanos (Colliec et al., 1991; Pereira et al., 1999;
Hayakawa et al., 2000); asi, para el alga parda Hydroclathrus clathratus las diferencias
en composicion quimica y el tiempo de coagulacion entre fracciones puede deberse a
que la actividad anticoagulante que tiene un polisacarido esta determinada
principalmente por el grado de sulfatacion de la molécula (Trejo, 2004; Shanmugam &
Mody, 2000). Por otra parte, la cantidad de polisacaridos sulfatados ricos en fucosa,
galactosa y xilosa es mayor cuando son obtenidos de una extraccidon con agua
caliente, alcanzando entre 50 y 99 % (Chen et al., 2012); mientras que los extractos
obtenidos con agua fria contienen una mayor cantidad de acidos gulurénico y
manuroénico (Berteau & Mulloy, 2003; Li et al., 2008).

Por otro lado, Awar et al. (2009) hacen énfasis en que la extraccion con agua
caliente no puede considerarse como el mejor método para la obtencion de fucoidanos,
y reportan para el alga parda Padina pavonia que el porcentaje relativo de fucosa
sulfatada fue mayor con la utilizacion de agua fria, mientras que con el agua caliente
se obtuvo un mayor porcentaje de acidos glucuronicos. Estos resultados coinciden con
lo observado para las fracciones fucoides obtenidas de S. dioica, demostrando de este
modo que las caracteristicas de cada especie de alga llevan a la obtencion de distintos
resultados bajo un mismo método de extraccion (Chevolot et al., 1999; Sun et al.,
2011). Incluso en la misma especie se presentan diferencias estructurales segun la
etapa del ciclo de vida, los factores fisiolégicos, las condiciones ambientales o la

ubicacion geografica (Armisen, 1995; Seedevi et al., 2017).

Para el alga parda Laminaria japOnica se describe un fucoidano con un 93.5 %
de azucares y un 13.9 % de sulfatos, en donde los polisacaridos purificados mostraron
una respuesta negativa al método de Bradford y ausencia de proteinas (Peng et al.,
2012; Seedevi et al., 2017). Estos resultados son similares a los obtenidos para la
fraccion F1-24, a excepcion del contenido de proteinas que no se evaluaron en el
presente estudio. Para las fracciones obtenidas a 55 °C, los valores en el contenido de
acidos urénicos no concuerda con lo reportado para fucoidanos de algas pardas, en

donde al fraccionar fucoidanos nativos ocurre un aumento importante en la cantidad
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de sulfatos (~ 50 %) y una reduccion en el nivel de acidos urdnicos (~ 20%) (Nardella
et al., 1996; Matsuhiro et al., 2005; Zuniga et al., 2006; Rioux et al., 2010).

Los resultados obtenidos en el presente estudio son comparables con los
obtenidos para el fucoidan descrito para Sargassum pallidum extraido con agua fria 'y
con agua caliente, y precipitado fraccionalmente con concentraciones de etanol, en
donde se obtuvieron fracciones con valores de Mw =430 y 537 kDa y un contenido del
3.8% y 6.8% de sulfato, presentado mayor actividad las fracciones con mayor
contenido de sulfatos. Asimismo, en estudios previos, el contenido de sulfatos fue uno
de los factores mas importantes que definen la actividad anticoagulante, la cual
aumenta conforme el grado de sulfatacion de la fucosa. Sin embargo, no se descarta
que la actividad anticoagulante también se relaciona con el total de acidos urdnicos
del polisacarido, que pueden alterar los tiempos de coagulacion en plasma, en algunos
casos reportando un incremento en su actividad (Nishino & Nagumo, 1992;
Shanmugam & Mody, 2000; Arlov et al., 2017).

Con base en esta informacion se confirma que la metodologia de extraccion
influye marcadamente en la conformacion quimica de los fucoidanos obtenidos de S.
dioica, por lo que se requiere una metodologia de extraccidén estandarizada, asi como
un mayor grado de fraccionamiento y purificacion para eliminar el mayor contenido de
acidos urodnicos, proteinas e impurezas. También es necesario complementar el
analisis de composicion de azucares individuales, lo que requiere de técnicas
adicionales como digestiones enzimaticas o quimicas, cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), electroforesis capilar (CE), espectrometria de masas (MS),
resonancia magnética nuclear (RMN) o una combinacion de cualquiera de los

anteriores (Seedevi et al., 2018).
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Tabla 1. Tiempos de coagulacién promedio en plasma y composicion quimica de las fracciones
obtenidas de S. dioica (£ DE; n=3).

Fraccién %
(100 pg mL-1) TP TTPa AT Fuc AU S04 Mw (kDa) IPD

Sd224 36.45+04 > 300 - - - - -
Sd155 18.91+0.2 > 300 - - - - -
F1-24 347305 > 300 94+001 62+001 16+0.01 1.47 £0.01 736-1890 >10 000
F1-55 16.41 + 0.6 68.5+0.5 65+003 11+001 53+0.01 6.12 + 0.01 35 1.91
F2-55 15.37 £+ 0.14 > 300 59+001 10+003 42+0.01 6.43 +0.01 58 1.86
F3-55 14.47 + 0.07 > 300 67+ 0.01 13+0.01 39+0.01 4.66 + 0.01 123 2.03
Control 1463050 319+024 - - - - -

Heparina > 300 > 300 - - - - -

AT: Azucares totales

Fuc: Fucosa

AU: Acidos urénicos

SO47: Concentracion de sulfatos

Mw: Peso molecular promedio en peso

IPD: indice de polidispersidad, donde si es igual a la unidad tiende a la monodispersion

Peso Molecular

Segun Melo et al. (2004) el paradigma de la interaccién heparina-antitrombina no
se extiende a otros polisacaridos sulfatados, y cada tipo de polisacarido puede formar
un complejo particular con el inhibidor de plasma y la proteasa objetivo. Asimismo,
afirman que los requisitos estructurales para la interaccién de los polisacaridos
sulfatados con inhibidores de coagulaciéon y sus proteasas diana no son solo
consecuencia de su densidad de carga, sino que también estan estrechamente
relacionados con su peso molecular (Mw). Asi, la actividad anticoagulante reportada
en este estudio se atribuye a la diferencia en el contenido de fucosa sulfatada y
principalmente a la diferencia en el peso molecular entre las fracciones, al obtenerse

fracciones de bajo peso molecular con respecto a las clasificaciones descritas (Pomin
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et al., 2005; Gupta et al., 2011; Morya et al., 2012; Fletcher et al., 2017). La mayor
actividad anticoagulante se registré6 a partir de la fraccion F1-24 con los pesos
moleculares mas altos de 736 - 1890 kDa, donde el valor IPD > 10, 000, denota una
gran dispersion de los pesos moleculares entre si, indicando una gran heterogeneidad
estructural. Esto es respaldado por Chevolot et al. (1999) quienes demuestran que la

actividad anticoagulante incrementa con el Mw.

La fraccion F1-55 mostrd la menor actividad, lo que se atribuye a la presencia de
pesos moleculares menores (Mw = 35 kDa) y un mayor contenido de acidos uronicos
(53 %), lo cual pudiera estar reduciendo su potencial bioactivo. Mientras que las
fracciones F2-55 y F3-55 con valores de Mw = 58 kDa y Mw = 123 kDa,
respectivamente, muestran una mayor actividad y un menor contenido de acidos
urénicos, a diferencia de F1-55. Las tres fracciones presentan un IPD cercano a dos,
que indica una distribucién mas estrecha y homogénea de pesos moleculares en el

polimero (Tabla 1).

La evaluacion de actividad anticoagulante de fucoidanos con diferentes pesos
moleculares mediante los ensayos de TP y TTPa, ha indicado una mayor efectividad
en prolongar los tiempos para TTPa y menores efectos para TP. Zhang et al. (2008)
reportan que los polisacaridos sulfatados de Sargassum fusiforme requieren cadenas
largas para lograr una inhibicion completa de la trombina y observan que fucoidanos
con valores de Mw = 62 kDa y Mw = 216 kDa presentan mayores tiempos de
coagulacion para TTPa ( >200 s ); mencionan también que los fucoidanos con menor
contenido de sulfatos muestran poco o ningun efecto inhibidor sobre la reacciéon de
trombina-fibrindgeno, lo que dependera de igual manera de su peso molecular. Y, por
otra parte, que los fucoidanos con un contenido de sulfatos mayor exhiben una
actividad anticoagulante significativamente alta (Mauray et al., 1998; Shanmugam &
Mody, 2000).

Ademas, se ha reportado que pequenas diferencias en la proporcion y
distribucion de los residuos de sulfatos en las cadenas del fucoidan, podrian resultar
criticas para la interaccion de las proteasas, inhibidores y activadores del sistema de
coagulacion, alterando asi el valor observado en los ensayos de actividad
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anticoagulante (Gurgel- Rodriguez et al., 2011). Mientras que, Uchiyama et al. (1991)
sugieren que la actividad anticoagulante de los polisacaridos sulfatados dependera no
so6lo en el contenido de sulfatos, sino también de la posicion de estos (Shanmugam y
Mody, 2000) atribuyendo la potenciacion de la actividad anticoagulante a la presencia

de fucosas disulfatadas (Chevolot et al., 1999).

De manera general, los resultados concuerdan con la teoria, misma que resalta
que al fraccionar el fucoidan de U. pinnatifida y S. longicruris, hay una reduccion
importante en el peso y ramificaciéon de la molécula, y que el IPD se reduce a mayor
grado de fraccionamiento y purificacién (Rioux et al., 2010), aunado a una actividad
similar a lo reportado en el presente estudio para fucoidanos sulfatados y aquellos
extraidos de Laminaria ochotensis y Sargassum horneri, en los que se describen pesos
moleculares variables, una notable reduccién del potencial anticoagulante en
fracciones con valores de Mw menores a 30 - 40 kDa (Senthikumar et al., 2013; Suresh
et al., 2013; Castro et al., 2016).

Jin et al. (2014) reportan que los pesos moleculares altos dificultan la elucidacion
estructural de los fucoidanos, y que esto ha obstaculizado el estudio del mecanismo
anticoagulante caracteristico de estos polimeros. Principalmente, estas caracteristicas
son reportadas para fucoidanos no fraccionados, atribuyéndoles una biodisponibilidad
limitada y una respuesta anticoagulante variable (Matsubara et al., 2001). Por esta
razon, recomiendan la obtencion estandarizada de fracciones de bajo peso molecular
bien caracterizadas, que pueden proporcionar cierta informacion importante necesaria
para comprender sus interacciones con las cargas y sus actividades bioldgicas
resultantes. Por su parte, otros autores hacen énfasis en que los derivados de bajo
peso molecular se caracterizan por permanecer activos y tener mayor biodisponibilidad
en ensayos de coagulacion in vitro e in vivo (Nardella et al., 1996; Zuniga et al., 2006;
Rioux et al., 2010).
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Caracterizacion estructural
Andlisis de FT-IR

Los espectros de FT-IR observados en la figura 6, presentaron sefales
particulares de heterofucanos sulfatados con actividad anticoagulante reportados para
especies de fucales como F. vesiculosus, Sargassum tenerrimum, S. wightii, Turbinaria
conoides, T. ornata y Padina tetrastromatica (Bilan et al., 2004; Wang & Chen, 2016;
Wijesinghe et al., 2012; Chale-Dzul et al., 2014; Seedevi et al., 2016).

A pesar de que se presentan bandas similares en los espectros (500-1800 cm-'),
se pudieron caracterizar diferencias particulares entre la fraccion obtenida a
temperatura ambiente (F1-24) y las fracciones obtenidas a 55 °C (F1-55, F2-55 y F3-
55). Las bandas intensas alrededor de 1700-1600 son atribuidas a la vibracién de
estiramiento de los enlaces del grupo carboxilo o acetilo (C=0), debido a la presencia
de acidos uronicos principalmente de los residuos de acido gulurénico y manuronico
(Mao et al., 2004; Rupérez et al., 2002; Rioux et al., 2010; Ale et al., 2011). Los
resultados confirman que las fracciones obtenidas a 55 °C contienen una mayor
proporcion de acidos uronicos que la fraccion F1-24, lo cual coincide con lo obtenido

en el analisis de composicion quimica del presente estudio.

Las bandas observadas alrededor de 1400 cm son ocasionadas por la
superposicion asimétrica entre la deformacion CH2 simétrica de la galactosa y la
deformacion asimétrica de CHs de la fucosa, presentado bandas de mayor intensidad
para las fracciones obtenidas a 55°C (Menezes et al., 2018). La absorcién de las
bandas alrededor de los 1270-1220 cm™ se relaciona con el estiramiento asimétrico
de la vibracion del grupo sulfato (S=0), un componente caracteristico de los fucoidanos
(Karmakar et al., 2009; Marques et al., 2012). Esta informacién se respalda al observar
una banda adicional de vibracién de estiramiento simétrico del grupo sulfato alrededor
de los 600-570 cm™. Las bandas alrededor de 1080 cm™' y 1020 cm™' corresponden a
vibraciones de estiramiento simétrico caracteristicos del enlace hemiacetalico del
anillo de azucar (C-O-C); asi, se observan mas de un pico de absorcion, lo que

confirma la presencia de mas de un tipo de azucar. Con lo anterior se demuestra que
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se trata de heterofucanos sulfatados, como se sugirié en los analisis quimicos, en
donde el contenido de fucosa es menor al 95% para todas las fracciones (Zhao et al.,
2007; Rioux et al., 2010; Chale-Dzul et al., 2014).

La posicion de los grupos sulfato tiene una funcién importante en la actividad
bioldgica de los fucoidanos. Uno de los métodos que se ha utilizado para determinar
la posicion del sulfato es la espectroscopia de infrarrojo (Rioux et al., 2010). En el
espectro de la fraccion F1-24, se puede observar una banda ancha de sulfato adicional
a los 830 cm™' que se atribuye a la sustitucion del grupo sulfato en posicién ecuatorial
principalmente, ocupando las posiciones C-2 y/o C-3 con respecto al anillo de azucar,
sin descartar la presencia de grupos sulfatos secundarios en posicion axial (C-2 y/o C-
4) (Bilan et al., 2004; Wang & Chen, 2016; Chale-Dzul et al., 2014; Alvarez-Vifias et
al., 2019).

Los espectros de las fracciones obtenidas a 55°C presentan bandas de absorcién
a 820 cm™ que indican la presencia de grupos sulfato en posicién ecuatorial
principalmente. Pero debido a la presencia de una banda alrededor de los 890 cm™
caracteristica de azucares con enlaces tipo B (atribuida a la presencia de galactosa),
se infiere la presencia de grupos sulfatos secundarios en posicién axial (C-2 y/o C-4)
de los anillos piranoides de fucosa y/o galactosa (Rioux et al., 2010; Chale-Dzul et al.,
2014; Seedevi et al., 2017; Alvarez-Vifas et al., 2019).
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Figura 6. Espectros de FT-IR de las fracciones polisacaridas obtenidas de S. doica

La posicidn del grupo sulfato es importante para la actividad biologica de estos
polisacaridos sulfatados, por lo que, en este sentido, la actividad relacionada con la
concentracion de sulfato de C-2 es la caracteristica estructural comun en los
fucoidanos con actividad anticoagulante del alga parda Ascophyllum nodosum,
pareciendo que la sulfatacion en C-4 es mayor en fucoidanos crudos (Chevolot et al.,
2001). Silva et al. (2005) también informaron que la 3-O-sulfatacion en C-3 de fucosa
fue responsable de la actividad anticoagulante del fucoidan extraido del alga parda
Padina gymnospora (Chale-Dzul et al., 2014). Esto es consistente con nuestros
resultados que permiten inferir que la actividad anticoagulante de los fucoidanos

obtenidos de S. dioica esta relacionada con la sulfatacion en la posicion de C-2 y C-3.

Por otro lado, el contenido de sulfatos obtenido en el analisis quimico no coincide

claramente con la intensidad de las bandas observadas en el espectro de FT-IR
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caracteristicas de este grupo. Esto se puede deber a que la vibracion de las bandas
atribuidas a los grupos sulfato varia con respecto a la configuracion anomérica, nivel
de hidratacion y a la presencia de moléculas disulfatadas o como mezcla de varios
componentes. Ello se puede apreciar en la diferente intensidad de las senales
alrededor de 1270-1220 cm™' entre las fracciones, teniendo para la fraccion F1-24
bandas mas anchas que indican una mayor presencia de fucosa, a diferencia de las
fracciones obtenidas a 55°C con una proporcién menor de fucosa. Por lo tanto,
presenta bandas de menor intensidad para las sefales atribuidas a este grupo. No
obstante, se ha discutido ampliamente que los datos obtenidos por FT-IR no son un
medio confiable para determinar las posiciones sulfatadas (a excepcion de
compuestos muy conocidos), por lo que se recomienda utilizar diferentes técnicas que
complementen la elucidacién estructural de moléculas tan complejas como los

fucoidanos sulfatados (Chevolot et al., 1999).

Andalisis de RMN

La espectroscopia de RMN es un método que produce valiosa informacién
estructural de los polisacaridos. Para S. dioica se obtuvieron espectros de RMN
complejos para las cuatro fracciones fucoides (F1-24, F1-55, F2-55 y F3-55) (Fig. 7),
en donde la multiplicidad de las sefiales esta dada por la diversidad en la posicion de
enlaces glicosidicos y el patron de sustitucion en el polimero, como se ha reportado
para fucoidanos de algas pardas (Bilan et al., 2004; Mandal et al., 2007; Karmakar et
al., 2009, Chattopadhyay et al., 2010; Chale-Dzul et al., 2014; Castro et al., 2016). De
ahi que en los espectros de 'H se confirma la presencia de residuos de a-L-fucosa
sulfatada, observandose sefiales caracteristicas de protones anoméricos en a entre &
5.1- 5.5 ppm, y senales entre 6 1.25 - 1.5 ppm asignadas al grupo metilo de la fucosa
(Fig. 7-A) (Karmakar et al., 2009). Los espectros obtenidos con supresion de HOD a
50°C (Fig. 7-B) confirmaron la presencia de residuos de azucares con configuracion 3,
como lo inferido a partir de los espectros de FT-IR, observandose sefiales anoméricas

a 0 4.9 ppm y sefales de metileno a & 3.6 ppm correspondientes a residuos (3-D-
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galactosa (Bilan et al., 2004; Chattopadhyay et al., 2010; Chale-Dzul et al., 2014;
Seedevi et al., 2017).

Al comparar los espectros se puede apreciar un cambio de intensidad de las
sefales entre & 3.6 - 4.4 ppm correspondiente a los protones de H2 a H5 del anillo
piranoide, en donde el cambio en la multiplicidad de las sehales siguiere la presencia
de familias diferentes de unidades de mondmeros disulfatados y monosulfatados
(Karmakar et al., 2009; Chattopadhyay et al., 2010). Aqui, las sefiales desplazadas a
0 4.4 ppm indican la presencia de residuos de sulfato en C-3; esto concuerda con lo
reportado para fucoidanos anticoagulantes con sulfataciéon en C-2 y C-3 del anillo de
azucar, como la prediccion hecha a partir de los espectros de FT-IR para este estudio
(Chevolot et al., 2001; Silva et al., 2005). Las sefales a ® 4.6 ppm corresponden a
residuos de uronatos y se confirma la presencia de residuos de proteinas con las
sefales a d 1.6 y 2.5 ppm (Fig.7-B) (Bilan et al., 2004; Karmakar et al., 2010).
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Figura 7. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de las fracciones polisacaridas obtenidas de S. doica (F1-
24, F1-55, F2-55 y F3-55). A): Espectros registrados a 25 °C; B) Expansion de la region de 6 a 3 ppm

con supresion de HOD a 50°C. (+): Sefial para el agua residual.
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Las fracciones fucoides F1-24, F2-55 y F3-55 mostraron un espectro de '°C
complejo (Fig. 8) en donde las sefales observadas en la region anomérica entre & 100-
95 ppm y sefales de campo alto a & 16.5 ppm (metilo de la fucosa) confirman la
presencia de a-L-fucosa. Ello corrobora la presencia de otros residuos monosacaridos
en la molécula, ya que se observa la sefial a & 102 ppm referenciada para carbones
anomeéricos con configuracién 3 (1—3), atribuidos a la galactosa (Chizhov et al., 1999;
Bilan et al. 2002; Castro et al., 2015). Senales a & 80-60 ppm corresponden a carbonos
que soportan heteroatomos de C2 a C5 del anillo piranoide, donde una sefal a & 63
ppm se atribuye al CHz de los residuos de (-D-galactosa (sefiales mas evidentes para
las fracciones F2-55 y F3-55) (Rocha et al., 2005; Bilan et al., 2002; Rocha et al., 2005;
Bilan et al. 2007; Castro et al., 2016).

También se pueden apreciar sefiales en campo bajo a & 174-173 ppm en las
fracciones F2-55 y F3-55, asignadas al carbon carbonilico de los residuos de acido
manuronico y gulurénico (Fig. 8). Sin embargo, los espectros en una dimensién no
permitieron determinar por completo la composicion monomérica o componentes
menores de la molécula debido a la multiplicidad de las sefales (Chizhov et al., 1999;
Bilan et al., 2002; Bilan et al., 2004; Rocha et al., 2005).
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Figura 8. Espectro de '*C RMN a 400 MHz de fracciones polisacéaridas obtenidas de S. dioica (F1-24,
F2-55 y F3-55). Donde C=0, p-(1,3), a-(1,4), C2 a C5 y CHs se refieren a sefiales correspondiente al
carbon carbonilico de uronatos, carbon anomeérico en 3, carbén anomérico en a, carbones del anillo

de azucar y carbono del metilo de la fucosa. (+): Sefal de disolvente.

El analisis espectroscépico permitié elucidar parcialmente las estructuras
complejas y heterogéneas de los fucoidanos anticoagulantes extraidos de S. dioica.
Para las cuatro fracciones evaluadas se confirma la presencia de L-fucosa sulfatada,
acidos urdnicos y algunas proteinas. Se reportan dos tipos, el primer tipo lo
encontramos en la fraccion F1-24 con la presencia de enlaces a-L-Fucp-(1—4)
principalmente con un mayor contenido de fucosa sulfatada y una distribucién de pesos
moleculares muy amplia, lo que denota ramificaciones en la molécula o mezcla con
otros componentes (Fig. 9-A). Un segundo tipo se identifica en las fracciones obtenidas
a 55 °C que presentan enlaces a-L-Fucp (1—4) alternando con enlaces (1—3),

ademas de confirmarse la presencia de enlaces 3-D-Galp-(1—3), por lo que se podrian
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clasificar como galactofucanos con un contenido de acidos urdénicos mayor y una

distribucion de pesos moleculares mucho menor que la fraccion F1-24 (Fig. 9-B).

Se propone que la segunda extraccion a 55°C permitio la obtencion de
fucoidanos de pesos moleculares mas homogéneos y con una composicion mayor en
galactosa y acidos glucurénicos, en comparacion con las sehales observadas para F1-
24 que presenta sefiales mas intensas para los residuos de L-Fucosa sulfatada en los
espectros de RMN. Esta ultima fraccion mostré espectros de RMN con gran
multiplicidad en las sefales, siendo la de menor grado de fraccionamiento y por lo tanto
mayor polidispersidad en el peso molecular. Estas caracteristicas dificultan elucidar su
estructura de forma clara como mencionan Jin et al. (2014) para fucoidanos obtenidos

del alga parda S. fusiforme.

Por su parte, Bilan et al. (2002) reportan estructuras similares para las especies
F. evanescens y A. nodosum fucoidanos, y los describen con una estructura regular
de unidades disacaridas principalmente de a-L-Fucp (1—4) con residuos de sulfato en
C-2 y ramificaciones en enlaces alternos C-3 y C-4. Empero, no se descarta la
presencia de grupos sulfato en unidades de galactosa, como se ha reportado para
fucanos de Sargassum stenophyllum utilizando analisis de espectros de RMN 1H /
13C, COSY y HSQC (Duarte et al., 2001; Castro et al., 2016).

Para corroborar lo anterior es necesario realizar estudios que permitan
determinar la composicibn monomeérica caracteristica de cada fraccién, asi como
confirmar mediante RMN heteronuclear los tipos de enlaces presentes en los
polisacaridos. Los espectros en una dimension no permitieron determinar por completo
la composicion monomeérica o componentes menores debido a la multiplicidad de las
sefales dada por la diversidad en la posicion de enlaces glicosidicos y el patrén de
sustitucién en el polimero que le confieren gran complejidad a los espectros de estos
compuestos (Chizhov et al., 1999; Bilan et al., 2002; Rocha et al., 2005).

En la literatura sobre fucoidanos se describe que cualquier variacion en la
estructura influye en la actividad anticoagulante del polimero, describiendo

composicién quimica y pesos moleculares muy variados para diferentes especies de
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algas pardas y se hace énfasis en que, a pesar de su gran heterogeneidad estructural,
existen similitudes a nivel orden y especie (Rioux et al., 2010). Entonces, la informacion
reportada en el presente estudio puede tomarse como generacion de teoria que
enriqueceria futuros problemas de investigacion relacionados al estudio de la relaciéon
estructura—actividad anticoagulante de polisacaridas obtenidos de S. dioica o

diferentes especies algales pertenecientes al Orden Fucales.

A
S0, R R
! ! !

2 3 4
—3)-a-L-Fucp-(1—4)-a-L-Fucp- (1—4)-a-L-Fucp-(1—
3 2 2
T T T
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SO,% R- SO,

R= SO,%, H'-, CH,CO™

Figura 9. Modelo estructural propuesto para las fracciones de fucoidanos anticoagulantes
obtenidas de S. dioica: A) Fraccién obtenida a 24°C (F1-24) y B) Fracciones obtenidas a 55 °C (F1-55,
F2-55 y F3-55).
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CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

La evidencia experimental obtenida en este trabajo respalda la hipdtesis,
sugiriendo que la estructura molecular de los fucoidanos derivados de S. dioica son
heterofucanos con un contenido de fucosa sulfatada < 95%, y que su actividad
anticoagulante esta determinada principalmente por presentar pesos moleculares > 35
kDa (Mw = 35 a 1800 kDa) y por la presencia de a-L-fucosa sulfatada, con un patron
de sustitucion de grupos sulfato principalmente en C2 y C3 del anillo piranoide, sin
descartar sustituciones en C4 por residuos de otros monémeros (B-D-Galp-(1—3)),

acidos uronicos y proteinas.

Debido a la complejidad estructural de estos compuestos, se recomienda
contrastar la hipotesis de una manera mas rigurosa mediante la obtencién de
evidencias precisas acerca del tipo de enlace y composicion monomérica de las
fracciones obtenidas de S. dioica por medio de técnicas analiticas que complementen
el modelo estructural reportado para las fracciones fucoides obtenidas de S. dioica.
Por otro lado, es recomendable la obtencién estandarizada de fracciones de bajo peso
molecular bien caracterizadas, que pueden proporcionar cierta informacién importante
necesaria para comprender sus interacciones con las cargas y su actividad
anticoagulante resultante, que en este trabajo resulté ser mayor para el ensayo que

evalua la via intrinseca de la coagulacion (TTPa).

Por lo anterior, se retoma la importancia de la generacion de métodos de
extraccion estandarizados que eficienticen el fraccionamiento y purificacion de
fucoidanos con actividad anticoagulante, para asi obtener compuestos con
caracteristicas estandar en cuanto a composicion quimica y bioactividad homogénea.
Ello permitira reforzar la teoria para el desarrollo de futuras preguntas de investigacion
relacionadas a la comprensién del mecanismo de accién anticoagulante en fucoidanos,
desempenando un papel fundamental para llevar a su implementaciéon en ensayos de

indole quimica, biomédica o farmacéutica.
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