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Glosario

proteina que se encuentra en el plasma sanguineo y se
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metabolizada en el grupo hemo y grupo globina; el grupo
hemo se transforma en biliverdina y en bilirrubina indirecta.

proporcion matematica que se obtiene entre los niveles de
colesterol total en sangre y el colesterol HDL.

esterol que se encuentra en el plasma sanguineo y los tejidos
de 6rganos como higado, médula espinal, pancreas y cerebro.
lipoproteina de alta densidad que se encarga transportar el
colesterol desde los tejidos del cuerpo hasta el higado.

lipoproteinas de baja densidad denominado comunmente
“colesterol malo” ya que si circula en grandes cantidades por el
torrente sanguineo puede acumularse en las paredes de las
arterias obstruyendo el flujo normal.



Colesterol no
HDL

Colesterol VLDL:

Concentracion
media de
hemoglobina
(CHCM) :

Eritrocitos:

Eosinofilos:
Fosfatasa
alcalina (ALP):
Gamma glutamil
transpeptidasa

(GGT):

Glucosa sérica:

Globulina:

Hemoglobina:

Hemoglobina
corpuscular
media (HCM):

diferencia que se obtiene entre el valor de colesterol total y el
colesterol.

lipoproteinas de muy baja densidad que se sintetizan en el
higado; estan encargadas de transportar los triglicéridos,
ésteres de colesterol y fosfolipidos a los tejidos extrahepaticos.

forma en que se determina la concentracion de hemoglobina en
un volumen determinado de glébulos rojos.

células que se encuentran conformando la sangre y contienen
hemoglobina en su interior. También se les denomina gldbulos
rojos y su funcién principal es ser portadores de oxigeno a las
células y tejidos del cuerpo.

células sanguineas también llamadas leucocitos, las cuales son
de tipo granulocito; se conforman en la médula 6sea.

enzima hidrolasa encargada de eliminar grupos fosfato por
desfosforilacion de nucledtidos, proteinas y alcaloides.

enzima con capacidad de catalizar una reaccion quimica en el

organismo. Se encuentra en el higado y conductos biliares.

es una hexosa perteneciente a los azucares, compuesta por
seis atomos de carbono y un grupo carbonilo . Esta puede ser
medida en sangre.

proteina animal y vegetal que interviene en la coagulacion
sanguinea ya que se encuentra en el suero sanguineo.

proteina que se encuentra en los glébulos rojos y esta
encargada del transporte de oxigeno .

medicion de la masa de hemoglobina que se encuentra dentro
de un glébulo rojo.
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Hematocrito:

Leucocitos:

Linfocitos:

Macréfago:

Monocitos:

Neutroéfilos:

Nitrégeno ureico:

Proteinas totales:

Plaguetas:

Transaminasa
glutamico
oxalacetica
(AST):

Transaminasa
glutamico
piravica (ALT):

Urea sérica:

es el porcentaje en volumen de eritrocitos en sangre.

se denominan también globulos blancos; estan dentro de la
sangre transitoriamente e intervienen en la respuesta
inmunitaria. Se originan en la médula 6sea y tejido linfatico.

células de tipo leucocito (agranulocito) encargadas de la
inmunidad especifica o adquirida.

célula que se encuentra presente en diferentes 6rganos, tiene
funcidén fagocitaria y proviene del sistema reticulo endotelial.

glébulos blancos agranulocitos, los cuales dan origen a los
macrofagos y también tienen funcion fagocitaria. Se crean en la
médula 6sea.

tipo de glébulo blanco (agranulocito) que tiene como funcion
fagocitar y destruir a bacterias asi como patrticipar en el inicio
del proceso inflamatorio.

cantidad de nitrégeno que circula en forma de urea en el
torrente sanguineo.

mide la cantidad total de albumina y globulina en porcion
liquida dentro de la sangre.

Corpusculos anucleados con multitud de granulos
citoplasmaticos que son segregados durante su activacion.

enzima catalitica que se encuentra en corazén, higado y tejido
muscular. Pueden determinarse cantidades elevadas de esta
enzima en el suero sanguineo cuando se ha dado infarto de
miocardio y hepatopatia aguda asé como el empleo de
determinados farmacos.

enzima catalitica normalmente puede encontrarse en
concentraciones elevadas en el higado. Cantidades por encima

de lo normal en suero sanguineo indican lesién hepatica.

Producto final que se obtiene del metabolismo de las proteinas,
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se produce en el higado y se elimina en los rifiones. El aumento
de ésta significa mal funcionamiento del rindn.

Volumen globular medida del tamafio de eritrocitos expresados en fentolitros.

medio (VGM): Aumenta cuando se presenta anemia y disminuye cuando hay
deficiencia de hierro.
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Resumen

Las algas contienen varios fucanos y galactanos sulfatados que presentan
actividad anticoagulante y es importante determinar si estas moléculas generan
efectos secundarios a largo plazo. En el presente trabajo se evalud la actividad
moduladora de la coagulacién sanguinea “in vivo e in vitro” de polisacaridos
sulfatados obtenidos de Macrocystis pyrifera. El extracto crudo se obtuvo a partir de
1 kg de alga con agua destilada a 55°C. La solucion clarificada fue sometida a un
fraccionamiento solido-liquido en DEAE-celulosa con eluyentes de NaCl a 0.5, 1y 2
M. Se obtuvieron cuatro fracciones, de las cuales 06-019-61 F1A (23.529 g), mostré
183.90 en la prueba de tiempo de protrombina (TP) asi como 260s de tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPa). Se envié 0.2 g de la fraccién a la Escuela
Nacional de Medicina y Homeopatia-IPN para determinacion de resonancia
magnética nuclear y espectrofotometria de infrarrojo en CICIMAR-IPN. En las
pruebas in vivo se aplicaron las dosis de 5, 2, 0.5 mg/kg de la fraccion 06-019-61
F1A via intraperitonial al organismo Mus musculus (Cepa CD-1) durante tres meses y
se realizd analisis de biometria hematica, tiempos de coagulacion (TP Y TTPa) y
Quimica sanguinea (SMAC24). Cada uno de los andlisis anteriores, se someti6 al
método estadistico de Friedman, el cual mostré diferencias significativas solo en dos
parametros de biometria hematica y un parametro de SMAC 24. Los ensayos de TP
y TTPa in vivo mostraron inhibicién del coagulo en los primeros 15 dias de
tratamiento, después fueron normales (13s y 45s respectivamente). En los analisis
histolégicos se encontrd infiltracion bacteriana en ventriculo izquierdo de corazon,
infiltracion grasa en miocardio y pericardio; en higado se encontr6 hemosiderina,
hiperplasia y deformacion de hepatocitos. En rifidn se encontré6 deformacion de
tubulos proximales y distales, hiperplasia y dilatacion glomerular. EI pulmén mostré
hiperplasia y al igual que el bazo, infiltracién sanguinea y hemosiderina. En médula

0sea se encontro infiltracion grasa.
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Abstract

Algae contain various sulfated galactans and fucans having anticoagulant
activity and it is important to determine whether these molecules produce long term
side effects. In this study we evaluated the modulatory activity of blood coagulation "in
vivo and in vitro" sulfated polysaccharide obtained from Macrocystis pyrifera. The
crude extract was obtained from 1 kg of seaweed with distilled water at 55 ° C. The
clarified solution was subjected to a solid-liquid fractionation on DEAE cellulose
eluting with NaCl at 0.5, 1 and 2 M. Four fractions were obtained, of which F1A 06-
019-61 (23.529 g), showed the prothrombin time test (PT) for 183.90s and 260s of
activated partial thromboplastin time (aPTT). It sent 0.2 g of the fraction to the
Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia-IPN for determination of nuclear
magnetic resonance and determination infrared spectrophotometry in CICIMAR-IPN.
In vivo tests were applied doses of 5, 2, 0.5 mg/kg of fraction F1A 06-019-61 via
intraperitoneal at the organism Mus musculus (strain CD-1) for three months and
performed blood count analysis, clotting times (PT and aPTT) and blood chemistry
(SMAC24). Each of the above analyzes, underwent Friedman statistical method,
which showed significant differences in only two parameters OF blood count analysis
and only one in SMAC 24. The PT and aPTT tests showed inhibition of in vivo clot in
the first 15 days of treatment, were normal after (13s and 45s, respectively). The
histological analyzes showed bacterial infiltration in the left ventricle of heart and fatty
infiltration in myocardium and pericardium; hemosiderin found in liver, hyperplasia
and hepatocyte deformation. Was found deformation in proximal tubule and distal in
kidney, hyperplasia and dilation of glomerulus. Showed hyperplasia in lung and like

spleen, blood infiltration and hemosiderin. In bone marrow fat infiltration was found.
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1. Introduccién

Los estudios llevados a cabo para determinar la actividad anticoagulante se
han desarrollado a la par con la fase historica en la investigacion hemostatica. En la
mayoria de ellos, se han utilizado técnicas con anticoagulantes de origen animal
siendo los glucosaminoglucanos y proteoglucanos los que han demostrado contener
una mayor actividad anticoagulante. Dicha actividad observada en los
glucosaminoglucanos es mediada por un especifico cofactor plasmatico llamado
antitrombina y cofactor de heparina Il (Rosenberg & Rosenberg, 1984; Shanmugam
& Mody, 2000; Pereira et al., 2002).

La heparina es el mas potente glucosaminoglucano conocido
terapéuticamente y comprende varios sulfatos alternados 1—4 en residuos de acido
urénico y D-glucosamina cuyo efecto anticoagulante importante a la alta afinidad por
la antitrombina Ill. Esta uniéon provoca un cambio conformacional en antitrombina IlI,
de modo que se genera la inactivacion de la trombina lla, factores I1Xa y Xa. Asi
también, las heparinas no fraccionadas consisten en una mezcla heterogénea de
polisacaridos que tienen un peso molecular medio de 15000 Da; éstas también se
denominan heparinas de bajo peso molecular siendo mas débiles inhibidores de la
trombina, pero con la capacidad de suprimir el factor Xa en un grado similar
(Shanmugam y Mody, 2000; Blann et. al., 200).

El heparan sulfato y dermatan sulfato (entre otros polisacaridos sulfatados
enddgenos) juegan también un rol fisiolégico anticoagulante de gran interés. No
obstante, a pesar de que la heparina (y sus derivados) es el anticoagulante primario
en la industria farmacéutica tiene algunas desventajas ya que es extraido de 6rganos
internos de mamiferos superiores por lo que su produccién es dificil, ademas de que
llega a provocar hemorragias, trombocitopenias y osteoporosis como efectos
secundarios (Shanmungam y Mody, 2000; Blann et. al., 2001; Pereira et al., 2002;
Ronhua et al., 2002).

En los ultimos 50 afios, los organismos marinos han sido reconocidos por la
produccion de polisacaridos con actividad moduladora de la coagulacidén sanguinea y

han adquirido gran relevancia de estudio, principalmente los polisacaridos sulfatados
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(Matsubara, 2004). Dentro de éstos podemos encontrar los fucoidanos que se
obtienen de las algas pardas (Phaeophytas); éstos organismos producen una familia
de fucanos sulfatados tales como el fucoidan, fucoidin, ascopilan, sargassan y
glucuronoxilofucan entre otros y tienen como base estructural la L-fucosa, D-xilosa,
D-acido glucurdnico, D-manosa y D-galactosa. Asi también, los fucanos presentan
una minoria significativa de proteinas que no pueden ser removidas y han mostrado
directa inhibicion de la trombina cuya accion esta mediada por la antitrombina o
cofactor de heparina Il considerando su actividad equivalente o superior a la heparina
(Shanmugam y Mody, 2000; Duarte et al., 2001).

Sin embargo, la composicion estructural de los fucoidanos y su actividad puede
variar de acuerdo a las especies algales de las que sean extraidos, temporada de
cosecha y las condiciones climaticas locales. Asi, cada fucoidano recién descrito es
un compuesto unico con caracteristicas estructurales unicas y por consiguiente, tiene
el potencial de ser utilizado como un nuevo farmaco. Es por esto que los fucoidanos
de varias especies de algas pardas se han investigado y todavia hay analisis en
curso (Silva et al., 2005; Morya et al., 2012).

Como una alternativa, recientemente en el grupo de Quimica de Algas Marinas
del CICIMAR-IPN han realizado estudios sobre el recurso algal de Baja California Sur
como fuente de polisacaridos sulfatados con actividad moduladora de la coagulacion
sanguinea, los resultados obtenidos han sido muy prometedores, y se ha logrado
obtener polisacaridos con actividad comparable a la heparina en ensayos in vitro
(Mufoz-Ochoa et al., 2009). Sin embargo, aunque los resultados han sido
excelentes, faltaban estudios relacionados con la evaluacion de los efectos de estos
polisacaridos en sistemas vivos, con lo cual se complementaria los estudios antes
mencionados. En este proyecto de investigacion se realizé el estudio del alga parda
Macrocystis pyrifera como fuente de polisacaridos sulfatados con actividad
moduladora de la coagulacion sanguinea, utilizando las pruebas tipicas de tiempo de
protrombina (TP) y tiempo (TTPa) de tromboplastina parcialmente activada y un

modelo in vivo de ratdbn como componente innovadora.



2. Antecedentes

2.1. Mecanismo de coagulacion sanguinea

El mecanismo de coagulacion sanguinea se ha interpretado mediante la
hipdtesis de la cascada de coagulacion, la cual esta compuesta de una serie de
reacciones proteoliticas enlazadas. En cada etapa del mecanismo un zimogeno
inicial se convierte en una serina proteasa la cual es responsable de una transicién
posterior zimégeno — serina proteasa. Dichos zimdgenos que participan en la
coagulaciéon son denominados cofactores y se les identifica con numeros romanos
(Rosenberg y Rosenberg, 1984).

En la mayoria de los casos, las proteinas cofactores que estan presentes pueden
ser activadas por serina proteasas y poseer la capacidad de obligar a reactivarse
por encima de las superficies de células especificas; este proceso usualmente
conduce a una dramatica aceleracion asi como la localizacion parcial de las
reacciones. El resultado final de estas transformaciones es la generacién de
trombina, que es capaz de actuar sobre el fibrinbgeno y las plaquetas para
produciendo el tapdn hemostatico (Rosenberg y Rosenberg, 1984).

Para llevar a cabo lo anterior se sabe que hay dos vias, la via intrinseca activada
que se origina cuando la sangre se encuentra en contacto con determinadas
superficies y la via extrinseca iniciada al producirse el dafio tisular (Figura 1). En la
activaciéon por contacto participan los factores Xll, Xl, la precalicreina y el
quinindégeno de alto peso molecular (QAPM); la unién del factor Xll a una superficie
cargada negativamente produce un cambio en la molécula que a su vez
desencadena un mecanismo de auto activacion (Diaz-Concepcion & Almagro-
Vazquez, 2001).

El factor Xlla actua proteoliticamente sobre el factor Xl y la precalicreina, las
cuales circulan unidas en fase fluida al QAPM permitiéndoles unirse a las superficies
cargadas negativamente para su posterior reaccion con el factor Xlla (Diaz-
Concepcién & Almagro-Vazquez, 2001). Por otro lado el factor IX que se encuentra
en el pasma se activa por el facto Xla en presencia de calcio; el factor 1Xa se

encuentra unido a la superficie de las plaquetas por medio de sus fosfolipidos al igual
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que el factor VIII formando el complejo IX/Vllla el cual activa el factor X (Diaz-
Concepcién & Almagro-Vazquez, 2001).

La via extrinseca es iniciada por la secrecién del factor tisular (FT) o factor Ill en
la sangre ocasionada por dafio vascular. El FT es una proteina presente en células
endoteliales, monolitos y macréfagos del tejido extravascular; el FT se une al facto
VII formando el complejo FT/Vlla que es capaz de activar al factor X y IX de la
coagulacion. El factor X activado es capaz de activar en complejo con el factor V a la
protrombina y formar trombina (lla). El factor IX activado por el factor FT/Vlla activa
cantidades adicionales del factor X y una vez activado este ultimo convierte
protrombina a trombina en una reaccion que es acelerada a la vez por el factor V. En
el paso final, la trombina rompe al fibrindgeno para generar monémeros de fibrina los
cuales polimerizan unos con otros para formar quimicamente un coagulo estable X
(Diaz-Concepcion & Almagro-Vazquez, 2001).

Es posible simular en condiciones de laboratorio la cascada de coagulacion por
medio de dos ensayos: ensayo de tromboplastina parcial activada (TTPA) y tiempo
de tromboplastina (TP); en el TTPA se puede medir el tiempo de coagulacién en
presencia de una tromboplastina que estimula la superficie plaquetaria y se ha
estipulado que el tiempo normal para el plasma humano es de 35 a 38 s. El TP se
basa en las reacciones para generar el activador del factor X, el activador de
protrombina, la generacion de trombina y el paso de fibrégeno a fibrina donde
intervienen los factores I, V, VII, X; el tiempo normal en plasma humano para este

ensayo es de 12 s X (Diaz-Concepciéon & Almagro-Vazquez, 2001).
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Figura 1. Representacion de la cascada de coagulacion.

2.2. Las algas marinas y su actividad anticoagulante

APTT

Tras el descubrimiento de la estructura molecular del fucoidan, realizada por

Kylin (1913), otras estructuras de fucanos provenientes de algas pardas han sido

investigadas y deducidas (Li et.al., 2008; Morya et. al, 2012); la diversidad en la

distribucion dentro del tejido algal no sélo fue su caracteristica interesante sino
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también la divergencia estructural. En 1957, Springer y colaboradores reportaron al
fucoidan (polimero de L-fucosa con ligandos primarios sulfatados a (1— 2)
proveniente del alga parda Fucus vesiculosus con actividad anticoagulante in vitro e
in vivo (Church et al., 1988).

CH;
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0s03”
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N

Figura 2. Estructura quimica del fucoidan.

Extractos crudos y fracciones (A y B) de M. pyrifera han sido evaluados en
ensayos de actividad antitumoral, citotoxica y respuesta inmune-humoral. En ellas, se
encontré que en las pruebas in vivo, el fucoidan y las fracciones A y B fueron toxicas
(12 mg kg™') mientras que en las pruebas citotoxicas no se encontré actividad. En
cuanto a las pruebas de inmunidad, la fraccidn A mostré una significativa disminucion
en la hemaglutacion (p <0,01; 4.2+0.29) y el alginato de sodio mostré un aumento
significativo de los titulos de hemaglutinacion (p <0,01; 7.8+0.48); el Fucoidan y
laminaran no mostraron ningun efecto sobre la cinética de la respuesta inmune
humoral (Mayer et al., 1987).

Por otro lado, fracciones con fucanos de bajo peso molecular extraidos del alga
parda Ascophyllum nodosum han exhibido actividad antitrombdtica venosa
aproximadamente de 20 mg kg™ (EDsgo), después de 2 h de ser aplicada en una sola
inyeccion subcutanea; su actividad fue comparable a la heparina de bajo peso
molecular (dalteparina ®). Estas fracciones de bajo peso molecular se compararon
mediante una inmovilizacion Wessler modelo de trombosis en los conejos y por la

determinacién in vitro y ex vivo de las actividades de anticoagulantes.



Administraciones por via intravenosa de estas fracciones redujeron la trombosis de
una manera dosis-dependiente (Vidal et. al, 2000).

Asi también, el efecto in vivo del fucoidan contra la trombosis también ha sido
evaluado en conejos; se comparé fucoidan y heparina observandose un tiempo de
oclusion de 43.7 = 5.5 min con una dosis de 2 mg/kg y 55.4 £ 2.6 min con una dosis
de 1 mg/kg respectivamente. En las pruebas realizadas con el modelo de raton
obtuvieron que a una concentracion de 2.5 el tiempo de inclusion del fucoidan fue de
31.9 £ 9.3 min y la heparina a la misma concentracion fue de 60.0 £ 0 min (Jouault et.
al, 2003).

El alga parda Dictyota menstrualis ha mostrado actividad anticoagulante en el
ensayo de TTPA con 20 mg/mL; también se reportan heterofucanos con actividad
anticoagulante proveniente de D. menstrualis (Albuquerque et. al., 2004; Rocha et.
al., 2004). Pruebas de TTPA y TP en 49 especies de algas colectadas en el Golfo y
Caribe Mexicano mostraron que las especies Anadyomene stellata (>10 min en
ambos ensayos), Caulerpa cupressoides (2.3 y >10 min), Lobophora variegata (>10
min) y Liagora farinosa (>10 min) fueron mas activas (De Lara, 2004).

Asi también, del alga parda L. variegata se ha extraido un heterofucano
sulfatado, compuesto de fucosa, galactosa lactosa y sulfato en relaciones molares de
1:3:2 probandose en ensayos de TTPA, donde determind que las concentraciones de
2, 10, y 50 ug retrasaron la coagulacion a 60, 110 y 165 s respectivamente y en las
pruebas de TP a las mismas concentraciones fue 14, 13 y 15 s (Medeiros et.al,
2008); de igual manera, un heterofucano proveniente de Padina gymnospora, mostro
actividad anticoagulante en el ensayo TTPA de >240s y una estructura conformada
principalmente por 3-B-D-acido glucuronico 1— 6 4-B-D-acido glucuronico
substituyendo C-2 a-L-fucosa o 3-D-xilosa (Silva, 2005).

La evaluacion 41 extractos acuosos (obtenidos a 25 y 80°) y colectadas en Baja
California Sur, mostraron actividad con el ensayo TP y 29 en TTPA,; el extracto mas
activo fue el obtenido de Eisenia arborea incrementando el TTPA y TP control a mas
de 300s a una concentracion de 322.3 ug/mL. A partir de una fraccion de E. arborea

caracterizé un heterofucano sulfatado compuesto por fucosa unida en enlaces 1—-3 y



una alta proporcién de grupos ester-sulfato en posicién axial C-4 y/o grupos acetato
(Munoz-Ochoa, 2006 y 2009).

Fucus evanescens ha sido evaluada in vitro e in vivo donde se encontro la
inhibicion del coagulo sanguineo en pruebas de TTPA y TP con 33 y 4.7 s
respectivamente, después de quince minutos de su inyeccién. La administracion de
dicho polisacarido reduce la hipocoagulacion inducida en los ratones. En las pruebas
in vitro el mismo fucoidan inhibié el coagulo sanguineo a 26.5 s (1000 mg/mL) en la
prueba TTPA, mientras que la heparina mostré 20.2 s en el mismo ensayo. En las
pruebas de TP fue de 3.7 sy 27.2 s respectivamente. Por su parte, una fraccién de
alto peso molecular (FVEHigh) proveniente de Fucus vesiculosus, mostré inhibicion
del coagulo sanguineo por arriba de los 2000 s. También, Fucoidanos provenientes
de Laminaria saccharina tuvieron 33.0 £ 2.0 U/mg, 40.8 + 0.8 sy 72.8 £ 2.1 s para
TTPA, TP y TT asi como Fucus distichus 26.9 + 1.7 U/mg, 33.0+ 06 sy 29.0+1.0s
respectivamente (Kuznetsova et al., 2003; Kuznetsova, 2009; Holtkamp & Rubhr,
2009; Ushakova et. al, 2009)

La evaluacion de actividad anticoagulante (ensayos de TP y TTPa) de
polisacaridos en extractos acuosos (obtenidos a 25, 55 y 85 °C) de Sargassum
sinicola, Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata y Lessonia nigrescens indicaron
que M. pyrifera inhibié la formacion del coagulo sanguineo por mayor tiempo en
comparaciéon con las otras especies, incrementandose a 105 s a una concentracion
de 333 yg/mL y en el analisis TTPa el mayor tiempo de coagulaciéon se obtuvo con
M. pyrifera y S. sinicola con un valor de 300 s (Aguilar-Resendiz, 2010).

En el analisis S. sinicola obtuvo el mayor porcentaje de azucares seguido de M.
pyrifera y esta ultima contenia una mezcla de polisacaridos solubles compuesta de
alginato (32-35%), fucoidano 38-44.9% vy otros polisacaridos (26-22.7) (Aguilar-
Resendiz, 2010). Los espectros de infrarrojo para los extractos de M. pyrifera
revelaron presencia de grupos sulfatos axiales en posicion O-4. En otros estudios se
realizd la purificacion del extracto fermentado de Sargassum fulvelluma donde la
fracciéon fermentada y purificada (denominada ASP) resultd activa en los ensayos de
TTPA y TP a la concentracion de 180 mg/mL (De Zoysa et.al, 2008; Aguilar-
Resendiz, 2010).



Por otra parte, Undaria pinnatifida se encontrdé la composicion manomérica del
fucoidan en los esporofitos correspondiente a fucosa, galactosa, xilosa y manosa en
una relacién molar de 1, 0.2, 0.02, 0.15 respectivamente; su actividad anticoagulante
por ensayo TTPA ( 5 ug de fucoidan) retrasé el tiempo de coagulacion en la sangre
alrededor de 5 veces mas que el control y 1.5 veces mas que la misma cantidad de
fucoidan comercial (Kim et. al., 2007).

La toxicidad in vitro e in vivo del fucoidan extraido de Undaria pinnatifida también
se ha evaluado en micronucleos de médula ésea; todos los niveles probados de
fucoidan no cambiaron la proporcién de micronucleos en eritrocitos policromaticos de
células de los huesos de raton. En el ensayo in vivo de toxicidad, el fucoidan (0 a
2000 mg/kg) se administro por via oral a ratas durante 28 dias y no hubo cambios
toxicolégicos en los analisis bioquimicos, analisis hematolégicos, necropsia e
histopatologia del higado. Los niveles plasmaticos de ALT (Alanina transaminasa)
fue bajo pero significativamente se incrementé en las ratas macho a 2000 mg/kg/dia
(Chung et. al., 2010).

Asi también se ha se aplicado via oral a 20 humanos el fucoidan de U.
pinnatifida. El tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA), tiempo de trombina
y antitrombina-lll se analizaron de acuerdo a los métodos estandar. Con lo anterior
observaron que el tiempo de tromboplastina parcial aumenté 28.41 a 34.01 s (n=10,
P=0.01), tiempo de trombina se redujo de 18.62 a 7.55 s (n=10, P=0.04), y la
antitrombina lll-mayor 113.5 a 117% (n=10, P=0.03) (Irhimeha et. al., 2009)

Barros Gémez -Camara y colaboradores (2011) extrajeron seis fucanos de
Canistrocarpus cervicornis por digestion proteolitica seguido por precipitacion de la
acetona. Estos heterofucanos se componian principalmente de fucosa, acido
glucurdnico, galactosa y sulfato. Ninguno de esos polisacaridos fue capaz de
prolongar el tiempo de protrombina (PT) a la concentracion ensayada. Sin embargo,
todos los polisacaridos prolongaron el tiempo de tromboplastina parcial activado
(TTPa). Cuatro polisacaridos sulfatados (denominados CC-0.3, CC-0.5, CC-0.7 y CC-
1.0) se duplicaron el TTPA con sélo 0,1 mg/ml de plasma siendo 1.25 veces menos
cantidad requerida en comparacion con un comercial de heparina de bajo peso

molecular (Clexane ®).



A partir de Laminaria saccharina se han obtenido polisacaridos sulfatados
denominados Ls-1.0 que provenia de una fraccion principalmente a base de
mannoglucuronofucanos con O-sulfatados y Ls-1.25 la cual era una fraccion
compuesta principalmente por fucanos sulfatados. Ambas fracciones inhibieron el
reclutamiento de leucocitos en un modelo de inflamacién en ratas, Ls-1.25 parecia
ser mas activo que Ls-1.0. Ademas, estas fracciones inhibieron la adhesion de
neutréfilos a plaquetas de bajo flujo. Sélo la fraccién Ls-1.25 presentd actividad
anticoagulante (29.261.6 U/mg) medida por el ensayo de TTPa mientras Ls-1.0 no

presento actividad (Croci et al., 2011).

2.3. Uso del modelo de ratdn en la investigacién

A mediados del siglo XVI, cuando la biologia evoluciond progresivamente de ser
una ciencia descriptiva a experimental, los ratones, ratas y otros pequefos
vertebrados se empezaron a utilizar en la investigacion (Hedrich y Bullock; 2004). Por
lo tanto, las instituciones de investigacion biomédica se encuentran literalmente
invadidas por ratones ya que mas del 60% de los Institutos Nacionales de Salud los
utilizan, especificamente  modelos de ratén genéticamente modificados con
enfermedades que suelen afectar a los seres humanos. Dichos modelos han
demostrado ser efectivos en los sistemas humanos so6lo con una adecuada
validacion y traduccidn de los datos obtenidos con los ratones. La validacion de los
modelos de ratdén consiste en determinar en qué medida los atributos del sistema
experimental (en este caso, el fenotipo del ratén) contrasta o no con los atributos de
la enfermedad humana (Treuting et al., 2012).

A medida que la enfermedad o condicibn humana estd siendo modelada, el
fenotipo se hace mas complejo y la validez del modelo de ratén se vuelve mas
importante. Un modelo de ratdn que no esta debidamente validado en el ambito
cientifico si no justifica el uso de los animales, la inversion que se realizara en la
investigaciéon puede dar lugar a riesgos si los datos preclinicos obtenidos con los
ratones se aplican incorrectamente a pacientes humanos. Por lo tanto, en los
animales genéticamente modificados la caracterizacién fenotipica se realiza para

proporcionar informacion acerca de la funcion del gen. Un objetivo importante de la
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investigacion biomédica basica y la gendmica funcional es entender la acciéon de un
gen in vivo. Con la orientacibn de genes y las tecnologias transgeénicas
desarrolladas, el raton normal se ha convertido en el campedn de los animales
genéticamente modificados (Treuting et al., 2012).

Estas caracteristicas han llevado al desarrollo de miles de posibles modelos de
raton genéticamente modificados que desarrollan enfermedades humanas. El uso de
estos ratones para dilucidar los roles de genes, el producto de genes, y las vias en el
sistema de un mamifero complejo continuan aumentando. En la actualidad el ratén
es relativamente barato de mantener, el genoma esta mapeado, son susceptibles de
manipulacion y su fisiologia es similar a la humana (Treuting et a., 2012). Asi, al
realizar un experimento especifico que requiera una poblacién uniforme de animales
se utilizan cepas o lineas consanguineas que no presenten diferencias genéticas
entre ellos. También existen lineas no consanguineas, las cuales carecen de
homogeneidad y definicion genética. No obstante son de costo reducido, faciles de
obtener, con alta tasa reproductiva y elevado vigor. Por lo tanto, las lineas no
consanguineas como la cepa CD-1 se utilizan principalmente en pruebas
toxicoloégicas donde es preferible emplear animales genéticamente no idénticos pues

asi se simula mejor la situacion en las poblaciones humanas (Medina, 2006).

2.4. Descripcion de los 6rganos sanos en raton

Para poder comprender como la histologia y su analisis exhaustivo nos muestran
el efecto de las sustancias dafinas en los tejidos, es necesario introducirnos primero
al conocimiento de los tejidos sanos y su localizacién (Imagen 1). El corazén por
ejemplo, se encuentra Internamente dividido por cuatro camaras, las auriculas
izquierda y derecha separadas por el tabique interauricular, y los ventriculos
izquierdo y derecho separados por el tabique interventricular (Imagen 2; Treuting et
al., 2012). La pared del corazdn consiste en endocardio, miocardio y epicardio; el
miocardio se encuentra conformado por fibras estriadas con nucleo céntrico y en la
base contiene tejido conectivo fibroso como esqueleto de apoyo. Las valvulas entre
las auriculas y los ventriculos estan formadas por tejido conjuntivo y cubierto por

endocardio (Hedrich y Bullock, 2004).
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Imagen 1. Anatomia de los 6rganos del ratdn Mus musculus.

Imagen 2. llustracién del corazén donde se observa el ventriculo derecho (VD),

ventriculo izquierdo (V1) y el septo interventricular (SI).

Por su parte, los pulmones se conforman de parénquima pulmonar que incluye los
bronquiolos respiratorios, los conductos alveolares y alvéolos (Imagen 3). El pulmon
izquierdo forma un solo l6bulo, mientras que el pulmén derecho esta dividido en

I6bulos craneales, medios, caudales y accesorios. Al menos nueve patrones de
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lobulacion pulmonar se han descrito. En ellos se presenta una bifurcacion traqueal
donde la principal rama de bronquios se subdivide para formar los bronquios
intrapulmonares; éstos han de terminar como bronquiolos. Las vias aéreas mas
grandes estan revestidas por células columnares epiteliales, células Clara
principalmente no ciliadas y células ciliadas (Hedrich y Bullock, 2004; Treuting et al.,
2012).

Imagen 3. Se observa tejido de pulmon.

Por otro lado, el higado es un érgano que se encuentra cubierto por una capsula
fibrosa formando tabiques de tejido conectivo. El tejido hepatico esta dispuesto en
I6bulos con triadas portales en la periferia, y con una vena central en el medio
(Imagen 4-A). Las triadas portales consisten de ramas de arterias hepaticas y la vena
portal, asi como los conductos biliares intrahepaticos. La sangre fluye desde la vena
cava hasta la zona perilobulillar, luego a la vena central por sobre las venas
hepaticas grandes. Las células del higado son denominadas hepatocitos y se
disponen en cordones desde la vena central hacia la periferia lobular. Una
caracteristica del higado del raton es que se pueden presentar con normalidad
anisocitosis y anisocariosis, una gran variaciéon en el tamafo de las células del
higado y sus nucleos (Hedrich y Bullock, 2004; Treuting et al., 2012).

Los hepatocitos tienen una superficie canalicular biliar, que junto con las
superficies de otros hepatocitos forma el canaliculo biliar, y una superficie
perisinusoidal, que estad separada por el espacio de Disse de la pared sinosoidal
formada por células endoteliales (Imagen 4-B). Durante las primeras semanas de

vida posnatal, los megacariocitos se pueden ver en el higado de ratdn. En contraste
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con los Iébulos hepaticos, las unidades funcionales, definidos como los acinos, tienen
su centro en las triadas portales y la periferia de la vena central (Hedrich y Bullock,
2004; Treuting et al., 2012).

Imagen 4. Se observa tejido de higado, donde la imagen A muestra con flechas
las triadas portales; en la imagen B se visualiza la region portal con hepatocitos (H),

conducto biliar (Cb) y vena central (V).

El rindn es unilobar conformado por una sola papila, dividido en corteza y médula
(Imagen 5-A); la corteza contiene laberintos tubulares corticales (tubulos
contorneados proximales), y rayos medulares que se extienden desde la médula
externa. La médula se subdivide en una franja exterior denominada zona interna que
conforma la papila. La unidad fundamental del riidn es la nefrona, la cual esta
compuesta por glomérulos, tubulos proximales, asas de Henle (descendentes y
ascendentes), segmento de recta, macula densa, y tubulo contorneado distal
(Imagen 5-B) (Hedrich y Bullock, 2004; Treuting et al., 2012). Las nefronas pueden
estar en la zona de la corteza). Las nefronas estan conectadas a los conductos
colectores que corren hacia el conducto papilar; los conductos papilares se abren
hacia la papila renal en la pelvis renal, la cual se encuentra revestida por un epitelio
de células transicionales que constituyen el uréter. Los tubulos proximales se
encuentran principalmente en la corteza conformados por células cubicas con
microvellosidades en el borde como cepillos y las porciones descendente y

ascendente del asa de Henle se encuentran en la médula y estan revestidos por
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epitelio aplanado parecido al endotelio de los vasos sanguineos. El inicio de los
tubulos distales y la corteza tienen epitelio cuboidal similar a la de los tubulos
proximales, pero carente de un borde en cepillo (Imagen 5- C). La parte recta de los
tubulos distales conduce a la macula densa en el polo vascular del glomérulo, donde
la renina es producida por células especializada. La vascularidad renal de los ratones
es muy similar a la de otras especies de mamiferos (Hedrich y Bullock, 2004).

Imagen 5. Se observan diferentes cortes histoldgicos de tejido de rifdn. La
imagen A es el corte longitudinal de rindn, donde se observa corteza (C), médula
(M), papila (P) y capsula (Cp); en la imagen B se observa la estructura glomerular (G)
rodeada por tubulos distales y en la imagen C también se observa un glomérulo (G),

tubulos contorneados distales (flechas rojas) y proximales (flechas negras).
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El bazo es considerado el segundo 6rgano mas grande inmuno-responsable de
iniciar la reaccion contra antigenos de transmisién sanguinea, filtrar el material
extrafio de la sangre y los glébulos rojos viejos o dafiados. Este érgano se encuentra
en la parte dorsocraneal izquierda en la cavidad abdominal (imagen 1) y es un
organo elongado con una seccion triangular en la parte transversal, externamente
esta rodeado por una capsula de tejido fibroso, fibras elasticas y musculatura lisa,
con una capa superpuesta delgada de células mesoteliales. Internamente contiene
tejido conectivo que se extiende hacia el parénquima esplénico conformando las
trabéculas; la parénquima consiste en la pulpa roja y blanca (Imagen 6; Hedrich y
Bullock, 2004; Cesta, 2006; Treuting et al., 2012).

La pulpa blanca esta organizada en hojas perioarteriolares linfoides y foliculos
linfaticos; la periferia de la pulpa blanca esta formada por una menor densidad de
células denominada zona marginal. En ella podemos encontrar linfocitos T,
macréfagos, células dendriticas, células plasmaticas, arteriolas y capilares en el
marco reticular muy similar al que se encuentra en la pulpa roja (imagen 11). Por otro
lado la pulpa roja contiene tejido reticular, espacios venosos y macréfagos asociados
por lo que es el sitio de hematopoyesis extramedular (Hedrich y Bullock, 2004; Cesta,
2006; Treuting et al., 2012).

Imagen 6. Pulpa blanca (PB), pulpa roja(PR), capsula (C).
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La medula ésea es el sitio principal donde se da la formacién de la sangre
(hematopoyesis) y se encuentra en los espacios huecos en huesos largos de los
ratones adultos (Imagen 7); también puede describirse a groso modo como médula
roja (tejido hematopoyético predominante) o médula amarilla (grasa).
Las células madre dentro de la médula ésea que tienen la funcion hematopoyética,
estdn minimamente diferenciadas en mielopoyeticas, eritropoyeticas 'y
megacariocitopoyeticas. La mielopoyesis (granulopoyesis) implica una serie de pasos
de maduracion que conducen a la formacion de granulocitos, incluyendo neutrdfilos,
eosinodfilos y basofilos mientras que la eritropoyesis es el proceso por el cual se
genera la maduracion de glébulos rojos (eritrocitos); los megacariocitos maduros dan
lugar a las plaquetas que son esenciales para la trombosis y hemostasia. Asi mismo,
se tiene elementos celulares de apoyo, como los fibroblastos, histiocitos
(macroéfagos), adipocitos, osteoblastos, osteoclastos y células endoteliales, que son

importantes en la remodelacion 6sea y la vascularizacion.

Imagen 7. Se observa el corte longitudinal del fémur con tejido muscular (TM),

médula 6sea (MO), cartilago en crecimiento (C).
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3. Justificacion

La heparina es la droga anticoagulante mas comunmente utilizada y presenta
ventas anuales cercanas de hasta tres mil millones de ddélares (Lui & Pedersen,
2007); siendo un activo altamente aplicado y tan costoso tiene sus limitaciones. Esta
puede presentar reacciones adversas como el esparcimiento de trombocitopeina,
urticaria, asma, anafilaxis, osteoporosis y hemorragias debidas a fragmentos no
eliminados de heparina (Jappe et al., 2004; Rocha et al., 2004).

Asi también, se cree que la heparina pudiere contener varios contaminantes al
ser un producto de origen animal (bovino o porcino) por lo que ha incrementado el
temor en el uso de la misma; se establece que tal vez contenga residuos virales u
otros agentes como priones causantes de encefalopatia espongiforme (Pauper &
Alban, 2000; Rocha et al., 2004).

Sin embargo, este polisacarido se utiliza con fines terapéuticos contra
enfermedades trombodticas. Los desordenes cardiovasculares estan altamente
relacionados con la trombosis la cual es una enfermedad que ocupa el segundo lugar
en muertes después del cancer. La incidencia de las enfermedades cardiovasculares
a aumentado considerablemente en los ultimos afios principalmente en los paises
tercermundistas donde se le relaciona con el modo de vida de los habitantes como
sedentarismo, habitos alimenticios y estrés entre otros (Mulloy et al., 1999;
Albuquerque et al., 2004; Rocha et al., 2004).

Para el 2007, la Secretaria de Salud establece que la tasa de mortalidad en
México es del 60.5% de los hombres y 45.7 % de las mujeres por problemas
isquémicos del corazén. En el 2008 se reporta a Baja California Sur con una tasa de
mortalidad 69.6 % en hombres y 39.5 % en mujeres a causa de esa enfermedad.
Por lo tanto, la busqueda de compuestos como los fucoidanos que contengan
potencialidad anticoagulante con estandares iguales o superiores a la heparina (o
moléculas semejantes) que no generen efectos secundarios a través de su uso es de

gran importancia para el tratamiento de las enfermedades.
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3.1. Hipotesis

En base a los estudios reportados sobre la actividad moduladora de la
coagulacion sanguinea a partir polisacaridos sulfatados extraidos de algas pardas,
se sostiene que al menos una fraccidn del extracto acuoso obtenido de Macrocystis
pyrifera tiene actividad anticoagulante in vivo similar o mayor a la heparina sédica

sin generar efectos secundarios.

4. Objetivo general
Evaluar in vivo la actividad anticoagulante de los polisacaridos sulfatados
obtenidos a partir de Macrocystis pyrifera y su efecto toxicolégico seguido a una

administracion prolongada.

4.1. Objetivos particulares

A) Obtener el extracto acuoso a 55 °C del alga café M. pyrifera.

B) Obtener por precipitacidn fraccionada los polisacaridos sulfatados del
extracto acuoso de M. pyrifera.

C) Caracterizar los polisacaridos sulfatados activos con espectroscopia de
infrarrojo y resonancia magnética nuclear.

D) Evaluar in vitro por medio de los ensayos de tiempo de protrombina (TP) y
tiempo de tromboplastina parcialmente activada (TTPa) la actividad
anticoagulante de los polisacaridos sulfatados obtenidos de M. pyrifera.

E) Evaluarin vivo por técnicas histolégicas y hematolégicas la fracciéon de
polisacaridos sulfatados que resulté mas activa en los ensayos de TP y

TTPA en el modelo de ratén con el organismo Mus musculus (cepa CD-1).
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5. Material y método

5.1. Colecta del material algal

El alga café Macrocystis pyrifera fue recolectada por el equipo de Quimica de
algas marinas del CICIMAR el 9 de agosto del 2006 en Punta Eugenia, Baja
California Sur, México (Imagen 13). El alga fue removida del sustrato rocoso en la
zona intermareal a 1 m de profundidad. Todo el material algal fue puesto a secar al
sol por tres dias; se transporto al laboratorio donde las muestras fueron limpiadas

de toda materia extrafia y refrigeradas en bolsas de plastico a -20 °C.
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Imagen 8. Mapa que muestra en color rojo el area dénde se obtuvo Macrocystis

pyrifera.
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5.2. Obtencién de los extractos, purificacion y caracterizacion

Partiendo de lo reportado por Mufioz-Ochoa (2006 y 2009) se tomd 1 kg de alga
seca-molida y se extrajo con agua destilada a 55°C en agitacién continua por 4 h. El
tejido fue removido por filtracion simple y el filtrado se centrifugé para remover
sedimentos hasta obtener soluciones claras. La solucién clarificada se precipité con
EtOH destilado y el sdlido se coloco en una estufa eléctrica a 50°C; posteriormente
el solido se sometié a extraccion soélido-liquido en DEAE-celulosa eluidas con agua
destilada en solucion con NaCl a 0.5, 1 y 2 M. Se centrifugd y los precipitados
obtenidos fueron secados en estufa eléctrica a 50°C, etiquetados como 06-019-61
F1A, 06-019-61 F2A, 06-019-61 F3A, 06-019-61 F4A y almacenados en refrigeracion
a -20°C hasta el mo mento de su utilizacion. De las fracciones obtenidas se enviaron
0.2 g en un eppendorf a la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia para la

obtencién de resonancia magnética nuclear de protén.

5.3. Pruebas de actividad anticoagulante in vitro

Se extrajo 1 mL de sangre de Mus musculus (Cepa CD-1) con una jeringa marca
Terumo 29G, V2" de 13 mm x 0.33 mm. La sangre se mezcl6 con solucion de citrato
de sodio al 3.5% en una relacion 9:1 (v/v), el paquete celular se removié por
centrifugacion (1700 x g). El plasma recuperado fue almacenado a -18°C hasta el
momento de su utilizacién.

Para el ensayo de tiempo de protrombina se tomaron 90 pL de plasma citrado, se
mezclaron con 10 pL de una solucidn stock de los extractos de prueba (10 mg/mL) y
fue incubado a 37°C por 1 min. Después de este tiempo se agregan 200 pL del
reactivo TriniCLOT PT Exel by Trinity Biotech, plc. preincubado por 10 min a 37°C y
se midié el tiempo de formacion del coagulo de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. En el ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) se
tomaron 90 pL de plasma citrado, se mezclaron con 10 pL del extracto crudo de
prueba (10 mg/mL) y se incub6é a 37°C por 1 min. Después de este tiempo se
agregaron 100 uL del reactivo TriniCLOT Automated aPTT by Trinity Biotech, plc. se
incubo por 3 min. a 37°C y se agregan 100 pL de CaCl; al 0.25%. Se midio el tiempo

de formacion del coagulo con un crondometro. Todas las muestras fueron ensayadas
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por duplicado, se calculé el promedio y la desviacion estandar para cada extracto

ensayado en ambas pruebas.

5.4. Actividad anticoagulante in vivo

5.4.1. Determinacion de dosis

Se determind la dosificacion de manera que se inyectd via intraperitoneal 30, 15,
6, 5, 2 y 0.5 mg/kg de la fraccion 06-019-61 F1A a dos organismos por dosis,
después de 1 h se realizé un corte de cola y con un crondmetro se midio el tiempo de
sangrado; se realiz6 de igual manera con la concentracién de 2 y 6 mg/kg de

heparina sddica.

5.4.2. Soluciones inyectables

Al obtener las dosis activas, se realizaron soluciones madre donde se diluyé 1 g,
0.4 gy 0.1 g de la fraccién 06-019-61 F1A en solucion salina inyectable PiSA (0.9%)
de 100 mL y se etiquetaron como solucién madre 1, 2 y 3 respectivamente; asi
también se diluy6 0.1 g de heparina sddica y se etiqueté como solucién madre 4.

Posteriormente se tomaron 4 mL de la solucion madre 1 y se diluyeron en 100
mL de solucidon salina inyectable PiSA (0.9%) para obtener la concentracion
requerida de 5 mg/kg; ésta se etiquetd como solucidén 1 y se le afadio la fecha de
preparacion. De igual manera se tomaron 4 mL de solucion madre 2 y 3 diluyéndose
en 100 mL de solucion salina inyectable PiSA (0.9%) para tener la concentraciones
requeridas de 2 y 0.5 mg/kg; se etiquetaron como solucién 2 y 3 respectivamente.
Después, se tomaron 16 mL de la solucion madre 4 para obtener la concentracion de

2 mg/kg de heparina sodica y se etiqueté como solucion 4.

5.4.3. Ensayos in vivo

Una vez obtenidas las soluciones a inyectar, se sometieron a prueba 120
organismos de raton Mus musculus cepa CD-1 que tenian un peso de 25 a 50 g
aproximadamente, posteriormente se marcaron en la cola usando el sistema de

numeraciéon maya y se conformaron diez grupos con doce organismos separados por
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sexo; estos organismos se mantuvieron en cajas con rejillas y se les proporciono
agua y alimento ad libitum.

Se conformaron cinco grupos de experimentacion, donde cada uno tuvo 12
organismos macho y 12 hembra. Al grupo 1 se les aplicé 5 mg/kg del extracto 06-
019-61 F1A; los grupos 2 y 3 se les inoculd la concentracion de 2 y 0.5 mg/kg de 06-
019-61 F1A respectivamente, mientras que al grupo 4 se le inyectd6 2 mg/kg de
heparina sddica. Al grupo 5 se le inyecté 1 mL de solucion salina PiSA (0.9%). Las
inoculaciones se realizaron via intraperitoneal cada tercer dia y el tratamiento se

realizo por tres meses.

5.5. Analisis hematoldgico

De acuerdo al calendario de inoculacion (Ver anexo 1), cada 14 dias se tomaron
2 mL de sangre (aprox.) de dos organismos de cada tratamiento, los cuales
estuvieron previamente anestesiados con isoflurano. Posteriormente se llevo la
muestra sanguinea al laboratorio PrimeLab donde se realizaron los analisis clinicos
de biometria hematica, tiempos de coagulacion sanguinea (TP y TTPA) y SMAC 24
(ver anexo 2). Se tomoé la temperatura ambiental asi como la humedad relativa del
cuarto de experimentacion donde se encontraban los organismos. A los datos
obtenidos en dichas pruebas, se les aplico el estadistico no paramétrico denominado
método de Friedman para bloques al azar o analisis de medidas repetidas de
varianza; cabe sefalar que se elimind de la prueba el muestreo realizado el 23 de
Mayo del 2012 solo para los datos de quimica sanguinea y biometria hematica. La

ecuacion de dicho método es la siguiente:

&

2 o & 2 _

e Mmjz.et 3b(a+1)
iml

Donde:

Xr?= Ji cuadrada

a= Numero de tratamientos
b= Numero de muestreo
Ri*= Suma de rango
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5.6. Analisis histolégico
Se realizd necropsia de pulmén, higado, bazo, rindn, corazén y hueso para

ser colocados en formol amortiguado (9:1) dentro de un frasco de 100 mL; se
mantuvieron en formol por 24 h y posteriormente se realizaron cortes de los sitios de
interés para después colocarlos en cassettes de inclusién. Una vez realizado lo
anterior, se realizd la técnica de tincion hematoxilina-eosina. Las laminillas se
observaron con un microscopio Olympus BX51 adherido a la camara micropublisher

5.0 RTV Qimaging; los objetivos utilizados fueron 4, 10 y 40x.

6. Resultados
6.1 Obtencién del extracto acuoso, precipitacion fraccionada los polisacéaridos
sulfatados y pruebas in vitro

Al realizar la precipitacion con EtOH se obtuvieron 70 g de extracto crudo
etiquetado como 06-019-61 A, posteriormente fue sometido al fraccionamiento
solido- liquido y generd cuatro fracciones: 06-019-61 F1A (23.529 g), 06-019-61 F2 A
(8.334 g), 06-019-61 F3 A (6.572 g) y 06-019-61 F4 A (4.737 g) como se observa en
la figura 1. De las fracciones sometidas a las pruebas de TP y TTPa in vitro, la
fraccion 06-019-61 F1A presentd la mayor inhibicion en la formacién del coagulo
sanguineo en la prueba de TP con 183.9 segundos (Figura 4) asi también fue mayor
en la prueba de TTPa con tiempos de 260.4 y 247.2 s utilizando plasma sanguineo

de hembras y machos respectivamente (Figuras 5y 6).
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Extraccion de 1kg de

M. pyrifera
Tejido algal Fraccion 55 °C
acuosa Bafio maria
75L Agua destilada 13.5 L
06-019-61 A
709

1.5 L agua destilada

500 g celulosa
F. solido-liquido

l l l l Precipitacion EtOH

06-019-61F1 A 06-019-61F2 A 06-019-61F3 A 06-019-61F4 A
2352 ¢ 8.33 g 6.57 g 473 g

Figura 3. Diagrama de la extraccion donde se muestran las fracciones obtenidas de
M. pyrifera, asi como los tiempos de coagulacién sanguinea por el analisis de tiempo
de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) en

segundos.
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Figura 4. Se muestra el tiempo en segundos de la inhibicién en la formacion del
coagulo sanguineo en el ensayo de TP. La fraccién 06-019-61 F1A presento el
mayor tiempo con 183.9 segundos.
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Figura 5. Se muestra el tiempo en segundos de la inhibicién en la formacion del
coagulo, sanguineo en el ensayo TTPa com plasma sanguineo de hembras. La
fraccién 06-019-61 F1A fue mayor con 183.9 segundos.
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Figura 6. Se muestra el tiempo en segundos de la inhibicion en la formacion del
coagulo, sanguineo en el ensayo TTPa utilizando plasma sanguineo de machos. La
fraccién 06-019-61 F1A fue mayor con 183.9 segundos.

6.2. Caracterizacion de quimica de los polisacéaridos sulfatados

Como se pude observar en la figura 7, el espectro de resonancia magnética
nuclear de proton 'H obtenido de la fraccién 06-019-61 F1A, muestra una sefal en
1.5 ppm tipica de los protones del grupo metilo, asi también se observa una sefnal a &
3.3 debida al metanol que fue utilizado para la disolucién de la muestra. La sefal en
tripletes que se encontré entre los 4.5y 5 ppm podria deberse a la sefial anomérica
de a-L-fucopiranosil.

Por otro lado, en la figura 8 se muestra el espectro de infrarrojo donde se observa
la banda de los 3330.9 cm™ que es debida a la vibracion del enlace O-H, mientras
que las obtenidas entre 1597.7 y 1407.2 cm™ son atribuidas a las vibraciones de
enlaces del grupo carboxilo; la banda a 1026.2 cm™ corresponde a las vibraciones
de los enlaces del anillo de aztcar. La banda 819.24 cm™ se atribuye a la torsion de
los enlaces éster sulfato asi como la observada a 1226 cm™ corresponde a grupos

sulfatos que puede corroborarse también con la banda a los 570.81 cm™.
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Figura 7. Espectro de resonancia magnética nuclear de protén 'H de la fraccion 06-
019-61 F1A.
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Figura 8. Espectro de infrarrojo de la fracciéon 06-019-61 F1A.

6.3. Andlisis hematoldgicos

Al determinar la dosis de prueba, se obtuvo que 5 mg/kg inhibi6é el coagulo por
520 s, 2 mg/kg por 300 s y 0.5 mg/kg hasta 120 s; la dosis de 2 mg/kg de heparina
inhibié el coagulo por 600 s por lo que dichas dosis se eligieron para las pruebas in
vivo. Los resultados obtenidos en las pruebas in vivo para tiempos de protrombina
(TP) en hembras se pueden observar en el anexo 3 y en el anexo 4 para los machos;
los resultados de tiempos de tromboplastina parcial activad (TTPa) para hembras y
machos se observan en los anexos 5 y 6 respectivamente. A dichos datos se les
aplico el método de Friedman y no se encontré diferencias significativas.

Por otro lado, los parametros obtenidos en los analisis de biometria hematica y
quimica sanguinea (SMAC 24) se pueden observar en los anexos 7 al 11 para

hembras y machos respectivamente; en cada uno de los anexos se encuentra la
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fecha de toma de muestra de acuerdo al calendario establecido (Anexo 1) y los
parametros medidos.

En la tabla 1 se observan los valores de ji cuadrada (Xr?) obtenidos con método
de Friedman, el cual determiné diferencias significativas en tres parametros. Para los
analisis de biometria hematica, el volumen globular medio (VGM) tuvo un valor de Xr?
igual a 13.29 (p= 0.0099) en hembras y 11.68 (p=0.01) en machos respectivamente.
En los analisis de hemoglobina corpuscular media (HCM), se observé un valor de
Xr? igual a 12.24 (p=0.01) para los machos. En los andlisis de quimica sanguinea
(SMAC 24), el valor de Xr® para la glucosa sérica en machos fue igual a 13.12
(p=0.01). En la misma tabla 1, los valores mayores de la media (X) para los andlisis
del volumen globular medio (VGM) se observaron en los tratamientos con 0.5 mg/kg
de 06-019-61 F1A y 2 mg/kg de heparina sédica tanto para machos y hembras; en
los andlisis de hemoglobina corpuscular media (HCM) el valor mayor de X se
observo en el tratamiento con heparina sédica en los machos y el tratamiento con 0.5

mg/kg de 06-019-61 F1A aplicado a machos mostré los valores mayores de X para

glucosa sérica.

Tabla 1. Se observan los valores de la media ( X ) obtenidos para cada uno de los

parametros donde se encontré diferencias significativas con el analisis de friedman.
Los numeros sefialados en rojo son los valores mas altos. También se pueden
visualizar los valores de ji cuadrada (Xr?).

Valores de X

5mg/kg 2mg/kg 0.5mg/kg 2 mg/kg S.S Xr? p
F1A F1A F1A Hep
VGM Hembras _ 47.01 _ 56.18 62.81 6201 5542 1329 0.0099
(f) Machos  49.85  57.97 61.92 61.05 6190 1168  0.01
HCM (pg) Machos _ 20.93  24.71 25.15 2634 2513 1224 0.01
Glucosa sérica
(mg/dL) Machos 12558 103.18 13220 9727 10512 13.12  0.01
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6.4. Aspectos fisicos y morfologicos

Los promedios de temperatura y humedad relativa fueron de 20.32°C y 64.46 RH
respectivamente. Las hembras del grupo tratado con 2 mg/kg de 06-019-61 F1A
presentaron alopecia en la mejilla derecha y los machos del grupo tratado con 5
mg/kg de 06-019-61 F1A y del grupo tratado con 2 mg/kg de heparina sodica
mostraron agresividad (estrés), de tal manera que se tuvieron que colocar en cajas

independientes a dos individuos de cada tratamiento mencionado.

6.5. Andlisis histoldgicos

En tejido de corazdn, se observo infiltracion grasa en miocardio y pericardio
principalmente, sin embargo también se visualizé infiltracion grasa en tejido conectivo
y fibroso del septo interventricular (Imagen 9-C y D). Dichas condiciones fueron
notorias a partir del muestreo 4 (23 de Mayo del 2012) en los grupos de tratamiento
con 5 mg/kg y 0.5 mg/kg de la fraccion 06-019-61 F1 A. Asi mismo, en todos los
tratamientos se visualizé abundantes bacterias con células inflamatorias en
ventriculo izquierdo (Imagen 9-A y B), derecho y en algunos casos dentro del atrio.
Estas condiciones se encontraron también en los grupos que fueron inoculados con

heparina sddica y solucion salina.

Por otro lado, en las muestras de todos los grupos de tratamiento, incluyendo
aquellos a los que se inyecto heparina y solucion salina mostraron vacuolizacién del
citoplasma de los hepatocitos del higado (Imagen 10-A), y desde el primer muestreo
(11 de Abril del 2012) se visualizdé hiperplasia. Las células hiperplasicas se
encontraron en la periferia de la zona portal o bien al borde de la vena central
(Imagen 10-C y D). Cabe sefialar que los sinusoides de los hepatocitos se visualizd

anisocitosis y anisocariosis (Imagen 10-B).

Los tubulos proximales en la medula de riAidn, se observaron con
hemosiderina en todos los grupos de tratamiento, asi como deformidad en la
membrana de las células cubicas que los conforman y vacuolizacién del citoplasma

en las mismas (Imagen 11-A y B). De igual manera, los tubulos distales mostraron
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vacuolizacion en el citoplasma de las células; en la zona de la corteza, los
glomérulos se visualizaron dilatados (Imagen 11-A y B) y los tubulos colectores
alargados, asi como células hiperplasicas (Imagenes 11-C y 12-A). La papila
presento tubulos alargados, células con citoplasma vacuolizado y en algunos casos

infiltracion grasa (Imagen 12-B y C).

En pulmén, se observé infiltrado sanguineo en alveolos y ductos alveolares
tanto en hembras como machos de todos los tratamientos. Las células tenian una
apariencia normal, sin embargo, en algunos casos se visualizO hemosiderina y
macréfagos. Asi mismo se encontro infiltracion bacteriana en las venas e insercion
grasa en el tejido de los alveolos; se observo hiperplasia a partir del muestreo 5 (6 de
junio del 2012) especificamente en una muestra de pulmoén en macho tratado con 2
mg/kg de 06-10-61.

De igual manera, en bazo se observo actividad fagocitica de eritrocitos en la
pulpa blanca, y presencia de hemosiderina. En la pulpa roja hubo aumento de
megacariocitos, por lo tanto fueron evidentes los linfocitos T y B. Asi mismo, fue
normal encontrar actividad hematopoyética. En cuanto a médula 6sea, se observo
infiltracion grasa solo en dos hembras de los tratamientos con 5mg/kg de 06-019-61
F1A y 2mg/kg de heparina sédica respectivamente, mientras que en los demas

tratamientos no se visualizé anormalidad.
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Imagen 9. Se observa la imagen
ampliada A en objetivo 40x,
donde la flecha de color negro
muestra los eritrocitos e infeccion
bacteriana en ventriculo del
corazén, es una muestra de ratéon
macho inoculado con 5mg/kg de
06-019-61 F1A. En la imagen B
se observa el septo
interventricular (Sl) y el ventriculo
(V) a objetivo 4x. En la imagen C
se observa insercion grasa en
pericardio y tejido conectivo. En
la imagen D tambien se observa
insercion grasa en tejido
conectivo. Ambas  muestras
pertenecen a hembras tratadas
con 5mg/kg de 06-019-61 F1A.
Las imagenes se obtuvieron a
40X.
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Imagen 10. Las flechas de la imagen
A muestran el citoplasma
vacuolizado en hepatocitos de raton
hembra, a la cual se aplico el
tratamiento de 2mg/kg de 06-019-61
F1A; en la imagen B se visualiza los
hepatocitos del ratdon hembra con
tratamiento de 0.5mg/kg de 06-019-
61 F1A. Es clara la deformidad de
las células (anisocitosis y
anisocariosis). En la imagen C la
flecha roja indica la vena central con
hiperplasia, esta es una muestra
obtenida de hembra a la que se
inoculd con solucion salina. En la
imagen D se de igual manera se
observa hiperplasia en una muestra
de macho al que se inyecto 5 mg/kg
de 06-019-61 F1A. Todas las
imagenes se obtuvieron a 40x
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Imagen 11. Se observan glomérulos dilatados en la imagen A (flechas rojas) y tubulos proximales deformados en el
rinon (flechas negras); la muestra se obtuvo de raton hembra tratado con 5mg/kg de 06-019-61 F1A; de igual manera
se observan los glomérulos del ratbn macho con el mismo tratamiento (imagen B) . En la imagen C se observa
hiperplasia alrededor del glomerulo en rifion, obtenido de raton hembra tratada con 0.5 mg/kg de 06-019-61 F1A.
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Imagen 12. laimagen A muestra hiperplasia entre los tubulos proximales y distales. La imagen B muestra insercion
grasa en papila de hembra tratada con 2 mg/kg de heparina sddica y en la imagen C se observa vacuolizacion en
citoplasma de los tubulos colectores (papila), en una muestra de macho tratado con 2 mg/kg de 06-019-61 F1A. Las
imagenes se obtuvieron en 4 y 40x respectivamente.

36



Imagen 13. Las flechas rojas de la imagen A muestran aumento sanguineo en las venas del pulmén y el tejido proviene
del raton hembra del tratamiento de 5mg/kg de 06-019-61-F1A; en la figura B se observan hemosiderina y eritrocitos
en los alveolos, el tejido proveniente del raton macho con el mismo tratamiento. Las imagenes se obtuvieron a 40 y

100x respectivamente. En la imagen C se observa insercion grasa en pulmon de hembra tratada con 5mg/kg de 06-
019-61 F1A (40x).
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Imagen 14. Se observa infiltracion grasa en tejido de raton macho tratado con 2 mg/kg de heparina (10x) en la
imagen A. En la imagen B la flecha indica la infiltracién bateriana en vena de pulmén macho que fue tratado con 2

mg/kg de 06-019-61 F1A y al igual que la imagen C se observa hiperplasia (flechas rojas). Las imagenes se obtuvieron
a10y40x.
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Imagen 15. Se visualizé hemosiderina y eritrocitos fagocitados en el
bazo del ratdbn hembra al que se le aplico el tratamiento de 5mg/kg
de 06-019-61 F1A (imagen A) y macrofagos (flecha negra). De igual
manera se observan hemosiderina y eritrocitos destruidos en la
imagen B proveniente del ratbn macho con el mismo tratamiento.
Las imagenes se obtuvieron a 40 y 10x respetivamente. En la
figura C se observainfiltracion grasa en medula osea de hembra
tratada con 5 mg/kg de 06-019-61 F1A y en la figura D se observa
médula osea de raton macho al que se aplico 2mg/kg de heparina
sodica. Ambas imagenes se obtuvieron a 10x.
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7. Discusion
7.1 Actividad anticoagulante in vitro e in vivo y conformacion estructural

Los polisacaridos sulfatados han sido altamente estudiados desde hace mas de
50 afios, probados para diferentes actividades bioldgicas y en distintos sistemas con
mamiferos. En ellos se han visualizado su prometedora actividad anticoagulante
(Pereira et al. 1999). Por mencionar algunos, De Lara et al. (2004) realizé ensayos
de TTPA y TP en algas recolectadas en el Golfo y Caribe Mexicano encontrando que
el alga parda Lobophora variegata inhibié la formacion del coagulo por mas de 10
minutos en ambas pruebas.

Asi también, se encuentran los realizados por Mufioz-Ochoa (2006 y 2009) y
Aguilar-Resendiz (2010) con algas del Pacifico Mexicano y Golfo de California,
donde el primero encontré actividad anticoagulante in vitro del alga parda Eisenia
arborea incrementando el TTPA y TP control a mas de 300 s; el segundo autor
menciona que en sus analisis de TP, el alga parda M. pyrifera presenté el mayor
tiempo de coagulaciéon de 105 sy TTPa con 300 s.

Al comparar tales resultados con los obtenidos en el presente estudio, se
determind que el tiempo de inhibicion de la fraccion 06-019-61 F1A in vitro fue menor
con 183.9 s en la prueba de TP (Figura 4), sin embargo, en la prueba de TTPa se
obtuvieron valores semejantes a los reportados anteriormente, con tiempos de 260.4
y 247.2 s en plasma sanguineo de ratones hembra y macho respectivamente
(Figuras 5 y 6). No obstante, otros analisis realizados a partir de algas que no
pertenecen a las costas mexicanas, como los de Kuznetsova y colaboradores
(2003) que analizaron fucoidan extraido de Fucus evanescens el cual inhibi6 la
formacion del coagulo sanguineo a 150 + 54.3 s en TTPa asi como Silva y
colaboradores (2005) muestran heterofucanos de P. gymnospora con valores de
mayores a 240 s en la misma prueba.

Por otro lado, en los anexos 5 y 6 se puede observar los valores de tiempos de
coagulacion en el ensayo de TP y en los anexos 7 y 8 los de TTPa determinados in

vivo; al inicio de los experimentos se encontrd inhibicidn del coagulo sanguineo en
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los primeros quince dias de prueba, no obstante, a partir del muestreo del 25 de abril
del 2012 los valores se mostraron normales con 13 s para TP y 45 para TTPa en
hembras y machos con los tratamientos de la fraccion 06-019-61 F1A, heparina
sédica y solucion salina. A pesar de que la actividad no se mantuvo durante los tres
meses de prueba, la hipoétesis fue probada ya que hubo actividad anticoagulante en
los tratamientos con la fraccidn 06-019-61 F1A semejantes a los observados con
heparina sédica.

Lo anterior constata con los analisis reportados por Kim y colaboradores (2010)
quienes no encontraron modificaciones en los tiempos de coagulacion en el
experimento (realizado por un mes) e indicaron esto como un paradigma en su
analisis, sin embargo, Gideon & Rengasamy (2008) realizaron el analisis de fucoidan
extraido de Cladosiphon okamuranus durante tres meses encontrado que el fucoidan
aumenta el tiempo de coagulacién conforme se aplica una dosis mayor. Dichos
autores mencionan que el efecto de la actividad anticoagulante depende del grado
de sulfatacion y el tamano de la molécula.

Muchos de los estudios sobre la actividad anticoagulante en los polisacaridos
sulfatados hablan de la relacion entre la cantidad de sulfatos que contienen y su
posicion en la estructura molecular de los monosacaridos; generalmente asocian un
alto contenido de grupos sulfato con una alta actividad anticoagulante en los
fucoidanos crudos, sin embargo, el incremento entre la relacion del anticoagulante
con la antitrombina pueden decrecer gradualmente cuando aumentan los grupos
sulfato en los fucanos (Li et. al., 2008).

Por otro lado, la estrecha relacion que se genera entre el fucoidan y la
antitrombina estd ampliamente investigada; Kuznetsoba y colaboradores (2003)
realizaron ensayos con el fucoidan extraido de Fucus evanecens encontrando que no
tiene actividad anticoagulante en el sistema de coagulacion cuando se ha purificado
fibrinbgeno y la antitrombina Ill esta ausente. Asi mismo, el fucoidan produce un
efecto anticoagulante dependiente de la dosis, similar a la heparina. Los cuatro
grupos sulfato vinculados a la glucosamina en la heparina y su escision, disminuye

significativamente su actividad (Guerra-Rivas et. al, 2010).
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Por otro lado, para la aplicacion de la fraccion 06-019-61 F1A se realizaron
soluciones madre para tener la misma concentracion de polisacaridos durante los
tres meses de tratamiento; podria pensarse que la utilizacion de una sola solucion
madre por dosis realizaria una modificacion de la estructura molecular del
polisacarido en la fraccion y por ende en la actividad bioldgica, sin embargo Guetta
y colaboradores (2003) mencionan que no existe transicion conformacional para un
polisacarido en solucion, sean cuales sean las condiciones. Asi mismo, De zoysa y
colaboradores (2008) mencionan que la fermentacion en los polisacaridos suelen
aumentar la actividad anticoagulante de los extractos.

Es claro que existen otros factores que intervienen en la potencialidad de la
actividad anticoagulante tales como el proceso de extraccion, la composicion
estructural del polisacarido, la temporada de recolecta del alga y las condiciones
climaticas del sitio donde fue tomada (Silva et. el, 2005). Los polisacaridos neutrales
son comunmente obtenidos con agua a temperatura ambiente, mientras que los
polisacaridos de bajo peso molecular y de alto peso molecular son extraidos con
agua fria y agua caliente mas alla de los 90°C respectivamente (Shanmungan &
Mody, 2000).

El procedimiento para la obtencién de los polisacaridos y fraccionamiento del
extracto de M. pyrifera detallado en el punto 5.2 fue determinado en base a los
estudios realizados por Aguilar-Resendiz (2010), quien establecidé que la extraccion
de polisacaridos a 55°C a partir de M. pyrifera mostré la mayor actividad. Las
eluciones con NaCl debian generar mayor concentracion de polisacaridos conforme
mayor fuese la composicién molar (Lancheros et. al. 2006; Orozco et. al., 2010), no
obstante como se observa en las figuras 3, 4 y 5 la fraccion que presentd rendimiento
y mayor actividad anticoagulante fue 06-019-61 F1A obtenida solo con agua
destilada.

Al realizar la extracciones con DEAE-celulosa se suelen obtener compuestos
anticoagulantes que muestran propiedades metacromaticas relativamente altas,
especificamente en aquellos que contienen un gran numero de grupos sulfato o
grupos anionicos; las moléculas con menores grupos sulfato exhiben baja actividad

metacromatica y dicha propiedad indica la complejidad estructural del polisacarido
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aislado (Athukorala et. al., 2006; De Zoysa et. al., 2008). Es posible que la fraccion
06-019-61 F1A contenga actividad metacromatica alta debido a la actividad mostrada
in vitro.

Otra causa de la disminucion en la actividad anticuagulante podria ser que la
heparina es capaz de interactuar con enzimas, citocinas y proteinas de la matriz
extracelular; asi también se ha identificado algunos oligosacaridos que tienen
interaccion con la superficie celular, especificamente con las selectinas. Las
selectinas son un grupo de lectinas que se encuentran en los leucocitos, plaquetas y
células endoteliales. Las selectinas interactuan con oligosacaridos agrupados en las
superficies celulares durante la rotacion de leucocitos antes de la adhesion firme,
extravasacion y migracion a un sitio de infeccion (Masayuki & Katsuaki 1998; Berteau
& Mulloy, 2003).

El fucoidan también puede mimetizarse como un ligando en las L- o P-
selectinas; es posible que los polisacaridos presentes en la fraccion 06-019-61 F1A
hayan interactuado con los leucocitos activando los macrofagos y el efecto fagocitico
ante la presencia de infeccion (Imagenes 9 A-B y 14) (Texeira & Hellewell, 1997;
Berteau & Mulloy, 2003); De la torre- Lopez (2010) determin6é actividad
inmunoestimulante en tres fracciones obtenidas a partir de M. pyrifera al inyectarlas
en ratones Balb/c y produjeron algunos factores inmunolégicos (TNF-a,IL-6,0N) en
lineas celulares RAW 264.7.

En cuanto a la estructura molecular, se conoce que los polisacaridos son
conformados a partir de monosacaridos que tienen diferentes tipos de enlaces en
distintas posiciones del anillo carbdénico, ya sea formando la cadena lineal o
polimeros ramificados. Otras modificaciones tales como alquilacion, fosforilacion, y
sufacién proporcionan una complejidad estructural adicional y actividades propias de
los compuestos (Morya et. al., 2012). Ademas de los grupos sulfato, los fucanos
pueden estar conformados por xilosa, manosa, galactosa, glucosa, acido
glucordnico, entre otros (Shanmungam & Mody, 2000; Duarte et. al., 2001).

Segun Duarte y colaboradores (2001) y Li y colaboradores (2008) el principal
constituyente de los fucanos extraidos de M. pyrifera suelen ser fucosa y galactosa

en una proporcién 18:1, mientras que Chandia y colaboradores (2005) mencionan
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que los fucanos producidos por M. pyrifera pueden llegar a contener fucosa,
galactosa y xilosa en una proporcion 36:2:1. No obstante, la heterogeneidad de los
polisacaridos sulfatados hace dificil la determinacidén de la estructura molecular y
algunas herramientas como la resonancia magnética nuclear (NMR) brinda la
oportunidad de inferir la conformacion (Rocha et. al., 2005).

En la figura 7 se observa el NMR de protén 'H obtenido a partir de la fraccién 06-
019-61 F1A, donde la sefial en © 1.5 ppm tipica de los protones del grupo metilo y la
seflal a & 3.3 puede atribuirse al metanol deuterado que fue utilizado para la
disolucién de la muestra (Pretchs et. al., 2009). La seial en tripletes que se encontrd
entre los 4.5y 5 ppm podria deberse a la sefal anomérica de a-L-fucopiranosil
(Mulloy et al., 1994; Pereira, 1999; Shiroma et al., 2008). Este espectro también
muestra caracteristicas semejantes al reportado por Chandia y colaboradores (2005),
quienes obtuvieron una fraccién (F-1) que mostré protones anoméricos conectados
en las regiones H-1 a H-4, protones de metilo en H-5 debido a patrones de
sustitucién de residuos de fucosil y asignaciones que indican una mayor proporcion
de residuos de fucosas sulfatadas en las posiciones O-2 y O-4. También mencionan
que el espectro NOE de dicha fraccion confirmé las correlaciones entre H-1 y H-3
que podrian indicar uniones de fucosa 1— 3.

Por otro lado, la figura 8 también muestra el espectro de infrarrojo de la fraccion
06-019-61 F1A donde fue evidente la presencia de grupos sulfato por las bandas
observadas a 570.81 y 1226 cm™ asi también grupos éster sulfato a 819.24 cm™ que
podrian tener una posicion ecuatorial en los C-2 y C-3 de los residuos de fucosa;
estos resultados concuerdan con lo reportado para heterofucanos en Padina
gymnospora e Eisenia arborea (Silva et.al., 2005; Mufioz-Ochoa et. al., 2009). Lo
anterior también se observd en la mezcla de polisacaridos obtenidos de M. pyrifera
por Aguilar-Resendiz (2010), asi como una similitud con las bandas encontradas a
los 3330.9 cm™ (enlace O-H), 1597.7 y 1407.2 cm™ (enlaces COOH) y 1026.2 cm”

(anillo de azucar; Figura 8).
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7.2. Andlisis hematoldgico e histolégico

La experimentacion animal in vivo constituye una parte fundamental en la fase
preclinica para el desarrollo de nuevos medicamentos, lo que precede a la aplicaciéon
futura en los humanos; el seguimiento de la incorporacion y permanencia del
producto en el organismo que lo recibe es muy necesario para determinar la
efectividad del posible farmaco y la existencia de toxicidad. Los estudios
hematoldgicos suelen proporcionar informacion acerca de la patologia y fisiologia de
los elementos celulares en la sangre, y si algunos de sus componentes se ven
afectados como: eritrocitos (células rojas), leucocitos (células blancas) y trombocitos
(plaquetas; Hedrich & Bullock, 2004; Davila-Giraldez & Vidal-Romero 2007).

En el presente estudio se determind la biometria hematica y la quimica sanguinea
de 24 elementos (SMAC 24) para elucidar si los polisacaridos de la fraccion 06-019-
61- F1A tenian un efecto téxico en los organismos de la cepa C-D1 de Mus
musculus; como se observa en el punto 6.5, se realizdé un analisis de Friedman para
determinar si habia diferencias significativas en cada parametro de quimica
sanguinea y biometria hematica entre los tratamientos, encontrandolas solo en tres
de ellos: Volumen globular medio (VGM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y
glucosa sérica (Tabla 1).

Al determinar los valores de las medias en cada parametro y tratamiento, se
encontro que el tratamiento con 0.5 mg/kg de 06-019-61 F1A y 2 mg/kg de heparina
mostraron un comportamiento semejante ya que los valores de media para el analisis
de VGM fueron de 62.81 y 62.91 fl en hembras y 61.9 y 61.05 fl en los machos
respectivamente. El grupo tratado solo con solucion salina (blanco negativo) mostré
valores de media menores a los anteriores para ambos sexos (Tabla 1). Hedrich &
Bullock (2004) establecen que los valores normales para VGM en raton es de 52.1 fl
mientras que Mathers y colaboradores (2008) mencionan que la media del volumen
globular normal para ratén es de 45. 5 fl. Por otro lado, los laboratorios Charles River

(2012; http://www.criver.com/en-US/Pages/home.aspx) determinaron el valor de

VGM para la cepa CD-1, estableciendo que la media es 56.6 para hembras y 55.8 fl

en machos.
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Los valores altos de VGM suelen indicar dano hepatico y como se observa en la
imagen 10 es evidente que el higado presenta deformacidn en sinusoides y
hepatocitos. Lo anterior puede deberse al envejecimiento de los organismos, ya que
al aumentar la edad, se producen una perturbacion en el complejo de enzimas
hepaticas generando alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y lipidos. La
susceptibilidad de los 6rganos al efecto toxico también aumenta con la edad asi
como la alteracion celular y neoplasias (hiperplasias en imagenes 10, 11-C, 12-A 'y
14 B-C) (Booth & McDonald, 1988; Hedrich & Bullock, 2004).

Las lesiones no neoplasicas presentes en ratones de edad son las necrosis
coagulativas, la inflamacion subaguda, cambios grasos, los hepatocitos apoptéticos
(manifestado en forma de globulos aciddfilos), depositacion de pigmentos (lipofucina,
hemosiderina y bilis), hipertrofia hepatocelular, hepatocitomegalia, anisocitosis y
anisocariosis. Se observdé hemosiderina en los alveolos del pulmén (imagen 13-B),
en tejido de bazo (imagen 15-A), lo cual pudiera deberse al proceso denominado
hemosiderosis generado por la pigmentacién anormal del hierro. Lo anterior se
presenta cuando hubo una hemorragia en las cavidades corporales o tejidos;
clasicamente se establece una asociacion con rotura excesiva de hematies, como
suele observarse en la anemia hemolitica (Hedrich & Bullock, 2004).

Siguiendo con lo encontrado en biometria hematica, para glucosa sérica, el valor
de la media para machos fue de 132.20 mg/dL tratados con 0.5 mg/kg de 06-019-61
F1A; este valor es alto en comparacion con los grupos a los que se inyectd solucion
salina y heparina sédica (blancos negativo y positivo). Mathers y colaboradores
(2008) establecen que el rango normal de glucosa sérica esta entre 65-175 mg/dL y

los laboratorios Charles River (2012; http://www.criver.com/en-US/Pages/home.aspx)

determinaron las medias en condiciones normales como 218 mg/dL para hembras y
232 mg/dL en machos por lo cual los rangos se mantienen semejantes.

Asi también, se observaron diferencias significativas en la hemoglobina
corpuscular media (HCM), siendo el tratamiento de 2 mg/kg de heparina sédica el
que presentd mayor valor de la media con 26.34 pg en machos y el tratamiento de
0.5 mg/kg de 06-019-61 F1A presentd un valor de media semejante de 25.15 pg para

el mismo sexo. Es notorio que el grupo tratado con solucion salina también mantuvo
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elevados los valores (tabla 1). En los reportes de Hedrich & Bullock (2004) el valor
normal de HCM es 16.5 pg mientras que los laboratorios Charles River (2012;

http://www.criver.com/en-US/Pages/home.aspx) determinaron que la media es de

15,5 y 15.2 para hembras y machos de la cepa CD-1 respectivamente (en
condiciones sin ningun tratamiento).

Cabe sefalar que los parametros obtenidos por los autores antes mencionados y
los de este estudio estaban bajo distintos margenes ambientales (temperatura,
presion atmosférica, humedad relativa) ademas de que la toma de la muestra
sanguinea, el aparato donde se analizé y el tiempo que transcurrido hasta su analisis
fueron distintos. Segun Mira & Mathias (1999) el HCM en las hembras de Mus
spretus suele aumentar 19.5 pg en primavera y 20.1 pg en machos durante el
verano, esto a causa de la temperatura, estado reproductivo, condiciones de luz y
humedad.

En el presente estudio, el promedio de temperatura y humedad relativa fueron de
20.32°C y 64.46 RH respectivamente, siendo las condiciones adecuadas; es posible
que el ciclo reproductivo (ciclo estral) pudiere tener efecto ya que Julian y
colaboradores (2001) mencionan que la heparina y el heparan sulfato pueden
interactuar con proteinas ribosomales durante el ciclo estral, lo cual podria ser
semejante con los polisacaridos sulfatados de la fraccion 06-019-61 F1A.

Por otro lado, segun Cris (2007) la solucién salina normal isotdnica (0.9%) no es
capaz de crear desequilibrios en los electrolitos, sin embargo, contiene altas
cantidades de sodio y cloruro en comparacion con los fluidos corporales y puede dar
lugar a la acidosis metabdlica si la inyeccion de solucion es agresiva; la severidad
de la acidosis es proporcional al volumen de solucién salina que se infunde y genera
deficiencia renal y cambios en la presién arterial.

Cuando la presion arterial se ve afectada, las proteinas plasmaticas aumentan la
presion osmotica en la vascularidad creando una afluencia de liquido en el espacio
intersticial. La disminucion del volumen circulante y la hipotension también
desencadenan sodio y la conservacion de agua por los rifilones a través de
disminucién de la produccién de orina; el incremento de orina causa la constriccion

de las arterias renales reduciendo el flujo de sangre al riidn, a su vez, disminuyendo
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de este modo la reduccién de la filtracion y de salida. Esto podria explicar la
presencia de hemosiderina, deformidad en los tubulos proximales y distales asi como
dilatacién de los glomérulos (imagen 11) (Cris, 2007).

Es importante sefialar que la agresiva inoculacion de solucion salina puede dar
también como resultado edemas en los tejidos, afectar a la funciéon cardiovascular,
aumentar la oportunidad para la translocacion bacteriana (Imagenes 9 A-B y 14-B), la
dilucién de los factores de coagulacion, activacion de los neutrdfilos (Imagen 15 A-B)
y deficiencias hepaticas (Cris, 2007). Los danos en el higado por la aplicacién de
solucion salina suelen producirse en el metabolismo del lactato, especificamente en
la glucogénesis y la oxidacion, por que se observan cambios grasos en los tejidos
(imagenes 9 C-D, 10,12 B-C, 13 C, 14 Ay 15 C-D).

Por ultimo, Li y colaboradores (2004) evaluaron el archaran sulfato y no
observaron dafo en el sistema del organismo, Kim y colaboradores (2010) también
llevaron a cabo ensayos in vivo con fucoidan de Undaria pinnatifida encontrando
que este no tuvo efecto toxico en los 6rganos al igual que los analisis de Chung y
colaboradores (2010); la toxicidad del fucoidan o sus derivados ya ha sido reportada
en varios analisis, sin embargo en este estudio la presencia las mismas condiciones
histopatologicas en todos los grupos de tratamiento, incluyendo aquellos que solo se
inocularon con solucion salina, sugieren que la toxicidad observada no es causada
por la fraccion 06-019-61 F1A.
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8. Conclusiones
Se probd la hipdtesis al determinar que la fraccién 06-019-61 F1A obtenida del
extracto acuoso mostré actividad anticoagulante in vitro e in vivo durante el

tratamiento prolongado sin generar efectos secundarios.

Se observé que la fraccion 06-019-61 F1A del extracto acuoso de M. pyrifera fue
la que inhibid el coagulo por mayor tiempo con 183.9s en TTP y 260.4s para ratones

hembray 247 s para machos en la prueba de TTPa.

En las pruebas de actividad anticoagulante in vivo, la dosis de 0.5 mg/kg de la
fraccion 06-019-61 F1A fue similar a la actividad de 2mg/kg de heparina sddica
durante 15 dias de tratamiento y no generé efectos secundarios ya que las
patologias observadas en rifidn, higado, corazén y pulmén también se observaron en

el grupo inoculado solo con solucion salina.

El tratamiento de 0.5 mg/kg de 06-019-61 F1A tuvo valores de media (X)

semejantes al tratamiento de 2mg/kg de heparina sddica en el parametro de VGM

tanto para hembras como para machos.

La caracterizacion parcial de los polisacaridos en la fraccion 06-019-61 F1A por la
técnica de IR determiné6 que estos contienen caracteristicas semejantes a los
heterofucanos extraidos de Eisenia arborea y Padina gymnospora evidenciando la
presencia de los grupos sulfato responsables de la actividad anticoagulante. Asi

mismo, el espectro de NMR dilucidé la posible presencia del a-L-fucopiranosil.
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9. Recomendaciones

El monitoreo de la excrecién de orina y eses es necesario para determinar el
porcentaje de eliminacion de los polisacaridos; regular el consumo de alimento y

realizar la bromatologia de los mismos.

Se debe realizar la determinacion de azucares totales en las fracciones
obtenidas, con ello se tendra una idea mas clara de la composicion estructural

monomeérica.

Es necesario llevar a cabo el perfil hormonal en hembras para conocer el ciclo
estral con seguridad; esto también debe realizarse en machos para establecer el

nivel de estrés y comportamiento territorial.

Se requiere que se aumente el numero de réplicas para cada parametro en las

mediciones de los analisis en biometria hematica y quimica sanguinea (SMAC 24).
El agua destilada podria ser un mejor diluyente para las fracciones de

polisacaridos en lugar de solucion salina inyectable y asi disminuir el posible efecto

de hidratacion excesiva en las células durante la inoculacion.
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11. Anexos.

Anexo 1. Calendario de inoculacion.

MARZO ABRIL

L{M|M|[J]|Vv]s]|D L{M|mM|[J]|V][s]|D
1] 2]3]4 1
5678/ 9]10]11 2 | 3]4|5]6]|7]8
1213141516 | 17 ] 18 9 [10 112 | 13 [ 14 | 15
19 (20212223 |24 ] 25 16 | 17 19 [20 ] 21 [ 22
26 |27 | 28 [ 29 | 30 | 31 23 | 24 | 26 | 27 [ 28 | 29
30

MAYO JUNIO

L{M|mM|[J]|]Vv]s]|D L{M|mM|[J]|Vv]|s]|D
11234 5]6 1| 21]3

718 10| 11 [127] 13 4 |5 8 78910
14 | 15 |16 | 17 [ 18 | 19 | 20 111213 | 14 [15 | 16 [ 17
21 | 22 24 | 25 [ 26 | 27 18 [19] 20 [21 ] 22 [ 23 | 24
28 | 29 | 30 | 31 25 | 26 H 28 | 29 ] 30
Toma de muestra sanguinea -

Inyeccion de la fraccion 06-019-61 F1 A
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Anexo 2.Parametros y metodologias usadas en el analisis de sangre total, plasma y

suero de raton.

1) Biometria Hematica:

2) Hemoglobina: Espectrofotometria con el método de la Cianometahemoglobina.
Cuenta de Glébulos rojos: método de reactivo de Hayem. Impedancia eléctrica.

3) Plaquetas. Impedancia eléctrica

4) Leucocitos totales. Reactivo de Turk. Impedancia eléctrica

5) Hematocrito: integraciéon numérica; cuenta diferencial celular manual con tincion
Wright.

6) Tiempo de Protrombina:

Tromboplastina tisular proveniente de conejo, iones de Calcio y estabilizador.

Método foto-Optico

Tiempo de Tromboplastina parcial:
7) Factor plaquetario Ill. Método foto-6ptico
8) SMAC 24
9) Glucosa: Enzimatico-Colorimétrico.
10)Urea: Enzimatico -UV
11)Creatinina: Colorimétrico.
12)Ac. Urico: Enzimatico-Colorimétrico.
13)Colesterol: Enzimatico-Colorimétrico.
14)Triglicéridos: enzimatico colorimétrico

15)HDL, VLDL Y LDL: Enzimatico -UV
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16)Bilirrubinas Totales y Directa: Colorimetria.
17)TGO: Cinético Ultravioleta.

18)TGP: Cinético Ultravioleta.

19)Proteinas Totales: Punto final. Reaccion de Biuret.
20)Albumina: Colorimétrico. Verde de Bromocresol.
21)ALP: Enzimatico Cinético

22)GAMMA GT: Enzimatico - Cinético

23)Calcio: Arsenazo lll. Punto final

Anexo 3.Datos con el promedio + SD (n=2) obtenidos en el ensayo de tiempos de

protrombina (TP) en hembras in vivo.

Muestreo 5mg/kg 2mg/kg 0.5mg/kg 2mg/kg S.S.
F1A F1A F1A Hep

1 13.55 £ 0.49 21.2+1.55 18.05 £ 0.77 13.75 £ 0.49 17.3+0

2 18.75+0.77 17.45 + 1.06 15.7+0.14 15.9 + 0.56 16+ 0

3 11%0 18.05 £ 0.49 17.55 £ 0.35 16.05 £ 0.63 17.9+1

4 14.25 + 0.49 11.9+0.28 12.9+0.42 14.7 + 0.56 13.95 + 1
5 12.1£0.14 11.5+0.28 12.6 £+ 0.28 10.5 £ 0.56 13650
6 12710 13.6 £0.28 11.4+£0.98 12.05+0.35 121+ 0.28

F1A= Fraccion 06-019-61 F1A
Hep=Heparina
S.S= Solucidn salina (0.9% NaCl)
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Anexo 4. Datos con el promedio + SD (n=2) obtenidos en el ensayo de tiempos de

protrombina (TP) en machos in vivo.

Muestreo 5mg/kg 2mg/kg 0.5mg/kg 2mg/kg S.S.
F1A F1A F1A Hep
1 30.8 +£0.98 19.15 + 0.63 226+0.84 2515+0.63 26.35%0.77
2 1495+049 17.35+0.35 22.25+0.91 14.6 £ 0.42 16.05+ 1.2
3 17.85+0.35 23.35 +0.35 15.7 £ 0.84 15.7+ 0.56 14.5 £ 0.56
4 12.85+0.35 14.75+0.49 13.5+0.42 13.8+0.42 15+0.28
5 1215+ 0.35 11.95+0.21 13451049 124+0.42 14.05 £ 0.35
6 12+0.42 12.3+0.28 14.9+098 11.05+0.21 12.4 + 0.56

F1A= Fraccion 06-019-61 F1A
Hep=Heparina

S.S= Solucion salina (0.9% NaCl)

Anexo 5. Datos con el promedio + SD (n=2) obtenidos en el ensayo de tiempos de

tromboplastina parcial activada (TTPa) en hembras in vivo.

Muestreo 5mg/kg 2mg/kg 0.5mg/kg 2mg/kg S.S.
F1A F1A F1A Hep
1 409+049 304+1.13 48.75 + 0.77 58.45 + 3.04 39.95+2
2 455+056 57.85+0.35 38.8+0.56 49.55 +0.35 4575+ 0
3 30.5+£0.70 35.7+0.84 44,15+ 0.49 61.55 + 2.89 57.8+0
4 31.2+1.97 38.15+0.35 38.35+0.35 30.55+0.35 3191
5 31.1+£0.98 32.05+049 38.75+0.49 34.35+0.63 28.25 + 1
6 37.15+0.35 41.45+0.49 33.8+0.28 39.1+0.42 454+ 0

F1A= Fraccion 06-019-61 F1A

Hep=Heparina
S.S= Solucién salina (0.9% NaCl)

60



Anexo 6. Datos con el promedio + SD (n=2) obtenidos en el ensayo de tiempos de

tromboplastina parcial activada (TTPa) en machos in vivo.

Muestreo 5mg/kg 2mg/kg 0.5mg/kg 2mg/kg S.S.
F1A F1A F1A Hep
1 1800 774 +6.78 25.75+0.21 1200 38.85 + 0.91
2 51.05£0.21 38.15+0.91 47.6+0.42 53.7 £ 3.39 53.45+0.35
3 428+ 056 41.05+0.35 53.05+0.21 3841042 36.8 +0.28
4 38.65+0.35 24.05+0.21 28.25+049 31.1+0.28 30.15+ 1.48
5 28.6+0.84 32.75+0.21 38.3+0.56 36.8 £ 0.42 29.95 + 0.21
6 42.05+1.20 40.25+1.34 46.65+0.21 38.35+0.35 35.7+0.42

F1A= Fraccién 06-019-61 F1A
Hep=Heparina
S.S= Solucidn salina (0.9% NaCl)
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Anexo 7. Datos de biometria hematica y quimica sanguinea (SMAC 24) obtenidos del tratamiento 5 mg/kg con la fraccién
06-019-61 F1A. Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas: 1) el 11/04/2012, 2) el 25/04/2012, 3) 09/05/2012,
4) 23/05/2012, 5) 06/06/2012 y 6) 27/06/2012.

Sexo Hembras Machos
Dosis 5 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 5 6
Eritrocitos 6.23 5.78 6.38 2 6.65 7.04 5.18 5.9 4.9 4.88 6.27
M/pL
Hemoglobina 11.5 124 139 * 13.9 15 10.5 11.1 9.5 12.2 13.7
g/dL
Hematocrito % 24 31 37 & 29 31 21 32 25 30 28
Vol. glob. Medio (VGM) 38.5 53.6 58 * 43.6 44 40.5 54.2 51 61.5 447
fl
Con. Media Hb (CHCM) 47.9 40 37.6 * 47.9 48.4 50 34.7 38 40.5 48.9
d/dL
Hem. crop. Media 18.5 215 218 * 20.9 21.3 20.3 18.8 194 24.9 21.8
(HCM) pg
Leucocitos 5.6 8.1 8.6 * 8.4 7.8 6.9 8.7 4.9 6.7 6.1
mm3
Linfocitos 88 86 78 * 92 94 83 82 88 89 91
mma3
Monocitos 1 2 1 * 0 0 2 1 2 1 0
mma3
Eosinofilos 0 0 0 * 0 0 0 0 0 0 0
mm3
Basodfilos 0 0 0 * 0 0 0 0 0 0 0
mm3
Inmaduras 0 * 0 0
bandas *
mm3
Neutrofilos mm3 11 12 21 * 8 6 15 17 10 10 9
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Sexo Hembras Machos

Dosis 5 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
plaquetas 399 216 106 * 104 118 384 264 116 * 214 231
x10°/L
Glucosa sérica 110 103 101 121 192 148 122 148 99 98 168 104
mg/dL
Urea sérica 57.01 573 9.3 43.37 42.05 45.23 57.88 42.5 56.7 48.49 4312 44.21
mg/dL
Creatinina sérica 1.6 1.1 11 0.9 0.6 0.7 11 1 11 1 0.8 0.4
mg/dL
Nitrégeno ureico 2.14 26.7 27.64 19.99 19.38 20.84 2.75 19.81 26.43 22.35 19.87 20.37
(BUN) mg/dL
Acido arico 29.5 26.4 218 178 124 11 20.1 17.5 21.8 104 5.5 7.6
mg/dL
Colesterol total 148 182 118 201 112 178 179 176 138 165 128 126
mg/dL
Triglicéridos 278 180 270 224 121 145 241 214 251 176 135 128
mg/dL
Colesterol HDL 42 39 53 45 45 41 38 36 49 49 43 62.4
mg/dL
Colesterol LDL 50.4 107 11 1112 428 108 92.8 97.2 38.8 80.8 58 62.4
mg/dL
Colesterol no HDL 97.6 75 107 89.8 69.2 70 86.2 78.8 99.2 84.2 70 63.6
mg/dL
Colesterol VLDL 55.6 36 54 448 24.2 29 48.2 42.8 50.2 35.2 27 25.6
mg/dL
Cociente aterogénico 3.52 467 223 4.47 2.49 4.23 471 4.89 282 3.37 2.98 25.6
Bilirrubina total mg/dL 0.6 0.8 0.6 1 0.31 0.22 0.7 0.3 0.6 0.8 0.27 0.29




Sexo Hembras Machos

Dosis 5 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
B. directa 0.41 0.4 0.4 0.4 0.02 0.18 0.5 0.1 0.2 0.3 0.18 0.15
mg/DlI
B. indirecta 0.19 0.4 0.2 0.6 0.29 0.04 0.2 0.2 0.4 0.5 0.09 0.14
mg/dL
Fosfatasa alcalina 340 325 310 181 9 20 256 410 358 164 28 31
(ALP)
uU/L
Trans. Glutamico 260 280 538 248 465 307 407 248 339 191 94 279
oxalacetica (AST)
uU/L
Trans. Glut. Piravica 39 60 60 78 520 65 87 60 94 95 465 63
(ALT) UL
Gama 13 12 0 7 4 4 14 14 10 0 0 3
glutamiltranspeptidasa
(gGT) UL
Proteinas totales 7.8 7.6 6.8 7.5 6.3 6.2 8.1 7.2 6.3 6.6 5.2 6.8
gr/dL
Albimina 5.2 4.1 4.6 3.1 3.1 3.4 5.1 3.6 4.2 3.5 29 2.9
gr/dL
Globulina 2.6 3.5 2.2 4.4 3.2 2.8 3 3.6 2.1 3.1 2.3 3.9
gr/dL
Relacién A/C 2 1.2 2.1 0.7 1 1.2 1.7 1 2 1.1 1.3 0.7

*Datos no obtenidos



Anexo 8. Datos de biometria hematica y quimica sanguinea (SMAC 24) obtenidos del tratamiento 2 mg/kg con la fraccion
06-019-61 F1A. Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas: 1) el 11/04/2012, 2) el 25/04/2012, 3) 09/05/2012,
4) 23/05/2012, 5) 06/06/2012 y 6) 27/06/2012.

Sexo Hembras Machos
Dosis 2 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Eritrocitos 5.4 6.84 5.28 4.79 5.49 6.22 7.23 5.12 7.12 3.96 4.75 6.04
M/uL
Hemoglobina 14.7 13.5 13.4 13.8 15.8 15 18.6 11.7 15.7 111 14 14.5
g/dL
Hematocrito % 31 33 31 33 38 31 40 32 39 27 32 31
Vol. glob. Medio (VGM) 57.4 48.2 58.7 68.9 69.2 49.8 55.3 62.5 54.8 68.2 67.4 51.3
Fl
Con. Media Hb (CHCM) 47.4 40.9 43.2 41.8 41.6 48.3 46.5 36.6 40.3 41.1 43.8 46.7
d/dL
Hem. crop. Media 27.2 19.7 25.4 28.8 28.8 24.1 25.7 22.9 22.1 28 29.5 24
(HCM)
Pg
Leucocitos 31 5.6 6.3 8.9 7.1 5.6 7.7 9.1 8.5 7.9 7.1 4.9
mm3
Linfocitos 88 91 91 90 88 92 90 87 89 88 91 92
mma3
Monocitos 1 0 0 2 2 0 2 1 2 1 2 1
mm3
Basofilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm3
Inmaduras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
bandas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm3
Neutrofilos 11 9 9 8 10 6 8 12 9 11 7 7
mma3
plaqugetas 198 301 86 181 167 319 264 194 157 79 187 154
x10°/L
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Sexo Hembras Machos
Dosis 2 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Glucosa sérica 90 92 86 64 232 133 87 81 88 135 164 115
mg/dL
Urea sérica 56.31 51.4 64.8 4541 40.01 42.74 63.3 44.8 61.9 48.17 44.63 38.51
mg/dL
Creatinina sérica 1 1.5 1.4 0.7 0.7 0.6 1.2 1.8 1.2 0.8 0.4 0.5
mg/dL
Nitrégeno ureico 2.64 23.96 30.2 20.93 18.44 19.7 2.98 20.88 28.85 222 20.57 17.75
(BUN)
~ mg/dL
Acido urico 16.9 20.8 29.5 3.4 17.9 6.6 23.1 21.3 21.3 7.4 8 7
mg/dL
Colesterol total 191 176 149 178 150 112 183 193 166 182 129 130
mg/dL
Triglicéridos 251 214 224 182 148 120 274 198 176 149 150 134
mg/dL
Colesterol HDL 56 44 48 42 38 39 46 36 34 42 39 45
mg/dL
Colesterol LDL 84.8 89.2 56.2 99.6 82.4 49 82.2 117.4 96.8 110.2 60 58.2
mg/dL
Colesterol no HDL 106.2 86.8 92.8 78.4 67.6 63 100.8 75.6 69.2 71 69 71.8
mg/dL
Colesterol VLDL 50.2 42.8 44.8 36.4 29.6 24 54.8 39.6 35.2 29.8 30 26.8
mg/dL
Cociente aterogénico 3.41 4 3.1 4.24 3.95 2.87 3.98 5.36 4.88 4.33 3.31 2.89
Bilirrubina total 0.4 0.6 0.5 0.4 0.1 0.4 0.5 0.4 0.7 0.7 0.02 0.3
mg/dL
B. directa 0.1 0.2 0.3 0.1 0.01 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.01 0.16
mg/dL
B. indirecta 0.3 0.4 0.2 0.3 0.09 0.2 0.2 0.2 0.5 0.5 0.01 0.14
mg/dL
Fosfatasa alcalina 409 290 390 241 12 22 476 361 279 308 45 25
(ALP) U/L
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Sexo Hembras Machos
Dosis 2 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Trans. Glutamico 407 291 581 329 358 281 546 321 295 235 291 240
oxalacetica (AST)
uU/L
Trans. Glut. Piravica 87 69 85 86 302 70 61 75 109 102 207 48
(ALT)
uU/L
Gama
glutamiltranspeptidas 11 9 13 13 7 5 10 18 14 5 8 3
a (gGT)
U/L
Proteinas totales 7.6 6.5 6.4 7 5.8 6.5 7.5 6.4 6.7 7.1 7 7.1
gr/dL
Alblimina 5.5 4.1 4.1 4 2.8 3.1 5.7 4.3 4.6 3.8 3.4 3
gr/dL
Globulina 2.1 2.4 2.3 3 3 3.4 1.8 2.1 2.1 3.3 3.6 4.1
gr/dL
Relacién A/C 2.6 1.7 1.8 1.3 0.9 0.9 3.2 2 2.2 1.2 0.9 0.7

*Datos no obtenidos
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Anexo 9. Datos de biometria hematica y quimica sanguinea (SMAC 24) obtenidos del tratamiento con 0.5 mg/kg de la
fraccidon 06-019-61 F1A. Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas: 1) el 11/04/2012, 2) el 25/04/2012, 3)
09/05/2012, 4) 23/05/2012, 5) 06/06/2012 y 6) 27/06/2012.

Sexo Hembras Machos
Dosis 0.5 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 5 6 1 2 3 5 6
Eritrocitos M/uL 5.3 5.3 6.4 5 5.4 5.1 4.9 4.4 3.2 5.7
hemoglobina g/dL 13.6 13.7 15.1 14.5 13.4 12.6 12.8 10.6 9 13.2
Hematocrito 30 33 38 38 33 28 33 26 24 32
Vol.glob. Medio (VGM) 56.3 62.3 59.7 75.8 61.6 54.7 67.5 59.4 74.1 56.0
Fl
Con. Media Hb (CHCM) 45.3 41.5 39.7 38.2 40.6 45.0 38.8 40.8 37.5 41.4
d/dL
Hemo crop. Media 25.5 25.8 23.7 28.9 25.0 24.6 26.2 24.2 27.8 23.2
(HCM) pg
Leucocitos 8.3 8.4 6.4 7.9 9.7 6.1 5.1 4.2 6.1 6.8
mm?
Linfocitos 91 85 84 91 97 84 94 90 94 89
3
mm
Monocitos 1 2 2 1 0 0 0 1 0 2
mm?
Eosinofilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm?
Basoéfilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm?
Inmaduras 0 0
Bandas
mm3
Neutrofilos 8 13 13 8 3 16 6 9 6 9
mm3
Plaquetas 10%/L 275 187 246 94 299 413 108 81 193 349
Glucosa sérica mg/dL 80 94 104 170 112 159 89 91 196 160
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Sexo Hembras Machos
Dosis 0.5 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 5 6
Urea sérica 54.8 45.1 56.5 48.3 46.9 50.6 38.7 53.8 43.2 49.4
mg/dL
Creatinina sérica 1.1 1.2 1.3 0.5 0.7 1 0.9 1 0.6 1
mg/dL
Nitrégeno ureico(BUN) 2.6 21 26.3 22.3 21.6 2.4 18 25.1 19.9 22.8
mg/dL
Acido arico 24 19.8 24 9.6 9.6 20.1 23.8 29.3 10.1 9.2
mg/dL
Colesterol total 178 185 199 115 134 202 176 203 136 145
mg/dL
Triglicéridos 253 201 258 127 113 220 260 178 158 162
mg/dL
Colesterol HDL 51 46 43 40 42 48 33 40 45 40
mg/dL
Colesterol LDL 76.4 98.8 104.4 49.6 69.4 110 91 127.4 59.4 72.6
mg/dL
Colesterol no HDL 101.6 86.2 94.6 65.4 64.6 92 85 75.6 76.6 72.4
mg/dL
Colesterol VLDL 50.6 40.2 51.6 25.4 22.6 44 52 35.6 31.6 32.4
mg/dL
Cociente aterogénico 35 4.2 4.6 2.9 3.2 4.2 5.3 5.1 3.0 3.6
Bilirrubina total 3 0.8 1 0.1 0.2 0.4 0.7 0.8 1.2 0.3
mg/dL
B. directa 0.1 0.5 0.1 0.1 0.3 0.2 0.3 0.5 0.9 0.2
mg/dL
B. indirecta 0.2 0.3 0.9 0.0 0.1 0.2 0.4 0.3 0.3 0.1
mg/dL
Fosfatasa alcalina 280 348 470 51 35 306 358 303 45 40
(ALP) U/L
Trans. Glutamico 380 348 331 626 330 664 298 255 541 249

oxalacetica (AST)
U/L
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Sexo Hembras Machos
Dosis 0.5 mg/kg de 06-019-61 F1A
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 5 6
Trans. Glut. PirGvica 50 92 103 464 85 95 88 95 390 112
(ALT) U/L
Gama glutamil 0.0 12 16 7 7 11 11 10 10 2
transpeptidasa(gGT)
U/L
Proteinas totales 7.7 5.6 6.9 6.8 7 8.5 6.7 6.5 6.5 7.4
gr/dL
Alblimina 5.2 4.2 4.7 3.7 2.8 5.3 4.4 4 3.3 2.8
gr/dL
Globulina 25 1.4 2.2 3.1 4.2 3.2 2.3 25 3.2 4.6
gr/dL
Relacion A/C 2.1 3 2.1 1.2 0.7 1.7 1.9 1.6 1.0 0.6

*Datos no obtenidos
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Anexo 10. Datos de biometria hematica y quimica sanguinea (SMAC 24) obtenidos del tratamiento con 2 mg/kg de
heparina sddica. Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas: 1) el 11/04/2012, 2) el 25/04/2012, 3) 09/05/2012,
4) 23/05/2012, 5) 06/06/2012 y 6) 27/06/2012.

Sexo Hembras Machos
Dosis 2 mg/kg Heparina sédica
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Eritrocitos M/pL 4.81 6.4 5.68 4.86 5.41 5.96 4.67 5.33 5.27 4.16 4.97 5.62
Hemoglobina g/dL 13.2 13.9 13.9 13.9 15.8 14.9 12.6 13.6 13.7 11.9 14.5 13.5
Hematocrito % 29 37 35 34 40 37 27 30 32 28 37 32
Vol.glob. Medio (VGM) 60.3 57.8 61.6 70 73.9 62.1 58.6 56.3 60.7 67.3 74.4 56.9
fl
Con. Media Hb (CHCM) 45.5 37.6 39.4 40 39.5 40.3 46.7 45.3 42.8 42.5 39.2 42.2
d/DlI
Hem. crop. Media 27.4 21.7 24.3 28.6 29.2 25 27.3 25.5 26 28.6 29.2 24
(HCM)
Pg
Leucoc;tos 4.2 9.7 7.5 6.8 53 7.4 6.3 8.3 5.1 6.5 10.5 6.7
mm
Linfoci3tos 90 89 93 93 89 94 78 91 88 92 91 90
mm
Monocitos 1 1 0 0 3 1 2 1 1 1 2 1
mm?
Eosinofilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm?
Basoéfilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm?
Inmaduras 0 0 0 0 0
Bandas
mm?
Neutroéfilos 9 10 7 7 8 5 20 8 11 7 7 9
mm?
Plaquetas 10%/L 285 284 156 291 173 99 312 275 167 112 148 117
Glucosa sérica mg/dL 120 86 97 * 131 120 79 80 89 112 158 98
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Sexo Hembras Machos
Dosis 2 mg/kg Heparina sédica
Muestreo 1 2 3 5 6 1 2 3 4 5 6
Urea sérica 61.41 63.2 47.6 40.9 39.53 57.12 50.2 52.4 41.3 45.1 45.49
mg/dL 3
Creatinina sérica 1.2 1.2 0.9 0.3 0.5 1.1 1.4 0.7 1.1 0.6 0.4
mg/dL
Nitrégeno ureico(BUN) 2.88 23.4 22.18 18.8 18.22 2.68 23.4 22.42 19.32 20.8 20.96
mg/dL 6 5
Acido drico 24.9 20.4 20 14.3 11.3 29.3 27.3 18.4 12.4 6.7 8.3
mg/dL
Colesterol total 135 204 185 129 129 159 137 194 191 102 114
mg/dL
Triglicéridos 174 231 204 130 130 256 178 210 152 191 132
mg/dL
Colesterol HDL 34 35 46 48 38 57 36 53 48 48 40
mg/dL
Colesterol LDL 66.2 122. 98.2 55 65 50.8 65.4 99 112.6 15.8 47.6
mg/dL 8
Colesterol no HDL 68.8 81.2 86.8 74 64 108.2 71.6 95 78.4 86.2 66.4
mg/dL
Colesterol VLDL 34.8 46.2 40.8 26 26 51.2 35.6 42 30.4 38.2 26.4
mg/dL
Cociente aterogénico 3.97 5.83 4.02 2.69 3.39 2.79 3.81 3.66 3.98 2.13 2.85
Bilirrubina total 0.71 0.9 0.6 0.17 0.3 0.48 1 0.4 1.2 0.34 0.2
mg/dL
B. directa 0.6 0.6 0.4 0.1 0.08 0.2 0.5 0.2 0.8 0.21 0.1
mg/dL
B. indirecta 0.11 0.3 0.2 0.07 0.22 0.28 0.5 0.2 0.4 0.13 0.1
mg/dL
Fosfatasa alcalina 351 249 291 18 48 379 421 322 209 22 51
(ALP) U/L
Trans. Glutamico 461 301 389 450 275 249 266 251 185 337 291

oxalacetica (AST) U/L

72



Sexo Hembras Machos
Dosis 2 mg/kg Heparina sédica
Muestreo 1 2 3 5 6 1 2 3 4 5 6
Trans. Glut. PirGvica 103 46 98 384 83 101 94 103 81 181 78
(ALT) U/L
Gama 0 17 13 9 5 15 15 9 0 6 4
glutamiltranspeptidas
a
(gGT) U/L
Proteinas totales 7.5 7.2 6.7 7 6.9 7.7 6.8 6.8 6.5 5.9 8.69
gr/dL
Albimina 5.6 5 4.6 3.8 35 5.3 4.4 4.3 3.3 25 3.4
gr/dL
Globulina 1.9 2.2 2.1 3.2 3.4 2.4 2.4 2.5 3.2 3.4 3.4
gr/dL
Relacion A/C 2.9 2.3 2.2 1.2 1 2.2 1.8 1.7 1 0.7 1

*Datos no obtenidos
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Anexo 11. Datos de biometria hematica y quimica sanguinea (SMAC 24) obtenidos del grupo al que se inyecté solucién
salina (0.9% NaCl). Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas: 1) el 11/04/2012, 2) el 25/04/2012, 3)
09/05/2012, 4) 23/05/2012, 5) 06/06/2012 y 6) 27/06/2012.

Sexo Hembras Machos
Dosis Solucion salina (0.9% NacCl)
Muestreo 1 2 3 5 6 1 2 3 4 5 6
Eritrocitos M/uL 5.3 7.1 4.9 4.8 8.6 4.7 5.3 3.7 3.3 4.8 6.0
Hemoglobina g/dL 14.0 17.5 12.5 13.7 20.8 12.7 12.4 8.4 3.7 13.3 14.9
Hematocrito % 31.0 36.0 29.0 28.0 44.0 27.0 33.0 20.0 20.0 36.0 37.0
Vol.glob. Medio (VGM) 58.2 50.7 59.7 58.3 50.9 57.0 62.3 54,5 60.8 75.6 62.1
fl
Con. Media Hb (CHCM) 45.2 48.6 43.1 48.9 47.3 47.0 37.6 42.0 435 36.9 40.3
d/dL
Hemo crop. Media 26.3 24.6 25.7 28.5 24.1 26.8 23.4 22.9 264 27.9 25.0
(HCM) pg
Leucocsitos 8.3 7.5 6.4 6.8 10.1 6.1 10.4 4.1 4.9 7.9 7.4
mm
Linfocigos 76.0 92.0 96.0 90.0 97.0 89.0 93.0 84.0 86.0 87.0 94.0
mm
Monocitos 1 1 1 1 0 0 0 4 2 2 1
mm?
Eosinofilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm?
Basoéfilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm?
Inmaduras 0
Bandas
mm?
Neutréfilos 23 7 3 9 3 11 7 12 12 11 5
mm?
Plaqugetas 173 307 204 281 277 301 182 97 91 265 99
10°/L
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Sexo Hembras Machos

Dosis Solucion salina (0.9% NacCl)
Muestreo 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Glucosa sérica 102 92 76 * 177 102 109 78 85 17 160 111
mg/dL
Urea sérica 58.1 58.2 57.9 * 48.1 49.0 51.9 61.8 58.6 472 458 47.2
mg/dL
Creatinina sérica 1 1 1.2 * 0.7 0.8 1 1.2 1 0.6 0.9 0.6
mg/dL
Nitrogeno ureico(BUN) 2.7 27.1 27 * 228 22.6 2.4 28.8 27.3 217 211 21.8
mg/dL
Acido drico 20.3 24.5 16.8 * 154 7.4 18.2 18.2 20.5 215 1238 8.1
mg/dL
Colesterol total mg/dL 156 157 172 * 106 134 116 154 194 6 148 153
Triglicéridos 162 219 198 * 172 139 192 222 203 4 224 124
mg/dL
Colesterol HDL 37 54 48 * 39 32 32 56 38 148 47 37
mg/dL
Colesterol LDL 86.6 59.2 84.4 * 326 74.2 45.6 53.6 115.4 195 56.2 91.2
mg/dL
Colesterol no HDL 69.4 97.8 87.6 *  73.4 59.8 70.4 100.4 78.6 41 91.8 61.8
mg/dL
Colesterol VLDL 32.4 43.8 39.6 * 344 27.8 38.4 44.4 40.6 68 44.8 24.8
mg/dL
Cociente aterogénico 4.2 2.9 3.6 * 2.7 4.2 3.6 2.8 51 80 3.2 4.1
Bilirrubina total 0.5 0.3 0.7 * 1.1 0.2 0.3 0.9 0.5 0.9 0.9 0.1
mg/dL
B. directa 0.1 0.1 0.1 * 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.5 0.1 0
mg/dL
B. indirecta 0.4 0.2 0.6 * 1.0 0.1 0.2 0.7 0.4 0.4 0.8 0.1
mg/dL
Fosfatasa alcalina 272 491 358 * 43 56 159 332 390 126 164 36
(ALP) U/L
Trans. Glutamico 536 345 461 * 434 241 383 413 407 213 428 260

oxalacetica (AST) U/L
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Sexo Hembras Machos
Dosis Solucién salina (0.9% NaCl)
Muestreo 1 2 3 5 6 1 2 3 4 5 6
Trans. Glut. PirGvica 150 83 141 501 90 98 71 89 75 97 95
(ALT) U/L
Gama 12 13 0 4 3 11 11 14 0 0 6
glutamiltranspeptidasa
(gGT) UI/L
Proteinas totales 7.8 6.3 6.5 6.0 7 7.5 6.5 6.3 6.2 6.5 6.2
gr/dL
Alblimina 5.0 4.4 4.4 3.9 3.3 4.7 4.2 4 3.6 3.2 3
gr/dL
Globulina 2.8 1.9 2.1 2.1 3.7 2.8 2.3 2.3 2.6 3.3 3.2
gr/dL
Relacién A/C 1.8 2.3 2.1 1.9 0.9 1.7 1.8 1.7 1.4 1 0.9

*Datos no obtenidos
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