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RESUMEN

Objetivos. Evaluar y comparar las propiedades antioxidantes mediante ensayos in vitro de extractos
acuosos de las algas roja Bryothamnion triquetrum y verde Halimeda opuntia y su relacion con el contenido

de polifenoles.

Material y Métodos. Se utilizaron las técnicas in vitro: DPPH, Capacidad reductora, Inhibiciéon de la

peroxidacion lipidica e inhibicion de la hemolisis inducida por AAPH.

Resultados. B. triquetrum: DPPH; CI, =1,15 £ 0,06, capacidad reductora a concentracién; 128 mg/mL,
DO=2,798, inhibicién de la peroxidacion lipidica; CI,=5,09+ 0,25 e inhibicion de la hemélisis con 12 mg/
mL; 35 %. H. opuntia: DPPH; CI=12,34 + 0,30 mg/mL, capacidad reductora; DO=0,800, inhibicién de la
peroxidacion lipidica; CI;;=1,25+ 0,31 mg/mL e inhibicién de la hemolisis; 82%.

Conclusiones. Los resultados evidencian que B triquetrum resulto mucho mas eficiente en los ensayos de
DPPH y Capacidad reductora mientras H opuntia resulta mas eficiente en Inhibicién de la peroxidacion
lipidica e inhibicion de la hemélisis. Se discuten algunos aspectos acerca de sus posibles mecanismos de

accion.
Palabras claves: algas marinas, antioxidantes Halimeda opuntia, Bryothamnion triquetrum, polifenoles.

ABSTRACT

Objective. To evaluate and compare the antioxidant activity displayed by seaweed H. opuntia and B.

triquetrum using different experimental in vitro antioxidant assessment models.

Material and Methods. The following techniques are utilized: DPPH, Reducing power, inhibition of

lipid peroxidation and inhibition of haemolysis.

Results. B. triquetrum: DPPH; IC,=1.15 + 0.06, Reducing power (concentration 128 mg/mL), OD=2.798,
inhibition of lipid peroxidation; 1C,,=5.09+ 0.25 and inhibition of haemolysis; with 12 mg/mL; 35 %. H.
opuntia: DPPH; 1C,=12.34 + 0.30 mg/mL, reducing power; OD=0.800, inhibition of lipid peroxidation;
IC,,=1.25+ 0.31 mg/mL, inhibition of lipid peroxidation; IC,=1.25+ 0.31 mg/mL and inhibition of hae-
molysis; 82%.

Conclusion. It was demonstrated that B.triquetrum extract was more effective than H. opuntia in reduc-
ing power and DPPH assays while H.opuntia was more effective in inhibition of lipid peroxidation in rat
brain homogenates and the inhibition of red blood cell (RBC) haemolysis induced by AAPH. We discuss
some aspects about their possible mechanisms of action.

Keywords: seaweed, antioxidants, Halimeda opuntia, Bryothamnion triquetrum, polyphenol.
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INTRODUCCION

Las algas marinas forman parte de la dieta tradicional en
algunas regiones del mundo, sobre todo asiatica, con un
alto valor nutricional como fuentes de proteinas, minera-
les, vitaminas y fibras dietéticas' y desde épocas ancestra-
les han sido utilizadas como fitofarmacos contra diferentes
patologias®. En los tltimos afios, las investigaciones acerca
de posibles propiedades terapéuticas de las algas marinas
han cobrado una marcada importancia, motivado en cierta
medida por su contenido de metabolitos secundarios bioac-
tivos®. Diferentes estudios in vitro y en modelos animales
asi como investigaciones epidemioldgicas, han evidenciado
una relacién directa e inversa entre el consumo de algas y la

incidencia de algunas patologias®.

La sintesis de determinados metabolitos secundarios en las
algas marinas puede ser explicada como un mecanismo de
defensa contra circunstancias adversas del medio ambiente
entre los que se pueden citar la temperatura, luz solar, pH,
estrés oxidativo y presencia de peces herbivoros. En los ma-
res tropicales las algas estan expuestas a una alta incidencia
de luz solar lo que puede conducir a la formacién de radi-
cales libres, de manera que la ausencia de dafios oxidativos
de sus componentes estructurales y fisiol6gicos evidencian
que estos organismos presentan un eficiente sistema de de-

fensas antioxidantes®.

Las propiedades antioxidantes de las algas marinas pueden
ser explicadas por la presencia de moléculas como carote-
noides, aminoécidos tipo micosporinas, terpenoides y po-
lisacaridos sulfatados, aunque la mayoria de los investiga-
dores consideran a los compuestos polifenélicos como los
acidos fendlicos y cinamicos, florotaninos y bromofenoles,

entre los principales responsables de esta propiedad®.

En trabajos previos de nuestro Laboratorio, con especies
de los géneros Bryothamnion y Halimeda se demostraron
propiedades antioxidantes en sistemas libres de células, en

modelos experimentales in vitro y en modelos animales™.

Considerando estos antecedentes, el objetivo de este tra-
bajo fue evaluar y comparar las propiedades antioxidantes
mediante ensayos in vitro de extractos acuosos de las al-
gas marinas roja Bryothamnion triquetrum y verde Halime-
da opuntia y su relacién con el contenido de polifenoles asi

como esclarecer sus posibles mecanismos de accién.

MATERIAL Y METODOS

Colecta y preparacion de los extractos acuosos de las al-

gas Bryothamnion triquetrum 'y Halimeda opuntia

Especimenes de las algas marinas roja Bryothamnion trique-

trum (S.G.Gmelin) Howe y verde, Halimeda opuntia (Lin-
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naeus) Lamouroux fueron colectadas en el drea del Insti-
tuto de Oceanologia (La Habana, Cuba) en febrero/2014.
Los especimenes fueron identificados y autenticados en el
Laboratorio de Algas del Centro de Investigaciones Mari-
nas de la Universidad de La Habana, donde se deposit6
una muestra.

Las algas se secaron durante 7-10 dias a temperatura am-
biente. Para la preparacién de los extractos las algas secas
fueron molidas en mortero y tamizadas. Posteriormente se
procedi6 a obtener el extracto acuoso del mismo realizando
una extraccién con agua destilada 1:5 (p/v) durante 5 h con
agitacion constante a temperatura ambiente. Seguidamente
se centrifugo a 800 g en una centrifuga HealForce (Beckman
GS-GKR, USA) a 4°C durante 20 minutos. El sobrenadante
se liofilizé y posteriormente fue conservado a -20°C hasta
su utilizacién. El rendimiento del extracto acuoso liofili-
zado expresado a partir del alga fresca para Bryothamnion
triquetrum y Halimeda opuntia fue de 3,95 % y 3,40 % respec-

tivamente
Determinacion del contenido de polifenoles

La determinacion del contenido de polifenoles totales se
realiz6 por el método de Folin-Ciocalteau segtn Vidal et al.,
2. El contenido de polifenoles totales se expres6é como pg
equivalentes de 4cido gélico (EAG)/g de extracto acuoso
liofilizado y se estim6 a partir de una curva de calibraciéon
obtenida en el intervalo de 4,7-600 pg de acido galico.

Determinacién del poder reductor

El poder reductor para ambos extractos acuosos fue evalua-
do siguiendo el protocolo descrito por Oyaizu®. Se mezclé
1 mL de muestra con 2,5 mL de tampoén fosfato (0,2 M, pH
6,6) y 2,5 mL de K,Fe (CN), al 1%. Se incub6 a 50 °C durante
20 min. Se dej6 enfriar y se afiadieron 2,5 mL de acido tri-
cloroacético al 10 %. Se centrifugé a 800 g (Heal Force Bec-
kman GS-GKR, USA) durante 10 minutos y se tomaron ali-
cuotas de 2,5 mL de la capa superior y se les anadieron 0,5
mLde FeCl, al 0,1 % y 2,5 mL de agua destilada. Finalmente
se midi6 la DO a 720 nm (Rayleigh VIS-723G, China). Los
incrementos en la DO se consideraron como incrementos
en el poder reductor.

El intervalo de concentraciones evaluado para los extractos
de las dos algas fue de 2-128 mg/mL. Como compuesto an-
tioxidante de referencia se emple6 el acido ascérbico a una

concentracion de 1 mg/mL.

Determinacion de la capacidad atrapadora de radicales
libres mediante el ensayo de decoloracién del radical
DPPH’

La evaluaciéon de la capacidad atrapadora de radicales
DPPHe de los extractos de Bryothamnion triquetrum y Hali-
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meda opuntia se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por
Brand-Williams et al., **, con algunas modificaciones. En
una placa de 96 pocillos se afiadieron 20 pL de los corres-
pondientes extractos en un intervalo de concentraciones de
0,31 a 60 mg/mL, y adicionalmente 200 pL de solucién de
DPPH" a 125 uM en una mezcla de metanol: propanol (1:1,
v/V). Posteriormente se midié la DO a 517 nm en un lector
de placas (PolarStar Omega, Alemania) con agua destilada
como referencia. El antioxidante de referencia utilizado fue
vitamina C en un intervalo de concentraciones de 0,06 al
mg/mL.

La actividad secuestradora del extracto de B. triquetrum y
H. opuntia fue expresada empleando el parametro porcen-
taje de inhibicion de la absorbancia del DPPH" (PI
segtn la ecuacion:

DPFH')’

PIL .. (%) =[1- (DO / DO, )] *100

muestra

Donde:

DO

reaccion

: DO (517 nm) de la muestra a los 30 minutos de

muestra *

DO,,: DO (517 nm) del control de DPPH*

Capacidad inhibitoria de la peroxidacion lipidica es-
pontinea en homogenado de cerebro de rata

La evaluacion de la capacidad inhibitoria de la peroxida-
cioén lipidica espontanea en homogenado de cerebro de rata
fue llevada a cabo segtin el protocolo descrito por Ohkawa
etal..

La preparacién del homogenado de cerebro de rata se rea-
liz6 de la siguiente manera: ratas Wistar machos fueron
decapitadas y los cerebros extraidos se pesaron, inmedia-
tamente lavados con NaCl 0,9 % frio y homogenizados en
un homogenizador de cuchillas en una relacién 1:5 (p: v)
en tampon fosfato (50 mM, pH 7,4). Los homogenados fue-
ron centrifugados a 800 g a 4°C durante 15 min (Heal Force
Beckman GS-GKR, USA). Los sobrenadantes obtenidos se
conservaron a -70°C hasta su utilizacién.

Se incubaron 25 pL de homogenado de cerebro con igual
volumen de muestra, a 37°C durante 40 minutos en bafio
con oscilacién constante. Posteriormente se adicionaron
350 uL de acido acético al 20 %, pH 3,5 y 600 puL de acido
tiobarbittrico al 0,5 %. Los viales se incubaron durante una
hora a 85 °C y transcurrido ese tiempo se adicionaron 50 pL
de SDS al 10 %. Se centrifugé a 800 g durante 15 min a tem-
peratura ambiente (Heal Force Beckman GS-GKR, USA) y
se midi6 la DO a 532 nm (Rayleigh VIS-723G, China).

La determinacién de la maxima lipoperoxidacién esponta-

nea se midi6 empleando tampoén fosfato 50 mM, pH 7,4 en
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lugar de la muestra. El control de lipoperoxidacion inicial,
el cual no se incubd en bafio, se le adicion6 25 pL. de tam-
pon fosfato 50 mM, pH 7,4, en sustitucion de la muestra.
La DO obtenida para este control fue sustraida al resto de
las determinaciones. Las concentraciones de los extractos
evaluadas estuvieron entre 0.16 a 10.Como control positivo

se emple6 acido ascérbico a 1 mg/mL.

La actividad antioxidante fue expresada como porcentaje

de inhibicién de la peroxidacién lipidica (PI

peroxidacion lipidica)

segtn la ecuacion:

Pl peroxidacion lipidica (%) = [1_ (Domuestra/ Doref)]*loo
Donde:
DO _ ... DO (532 nm) de la muestra

A DO (532 nm) de la referencia (maxima lipoperoxida-

cién espontanea)

Capacidad inhibitoria de la hemélisis inducida por
AAPH

En este ensayo se emple6 sangre de carnero, colectada en
tubos con EDTA como anticoagulante. La sangre se centri-
fugé a 4000 rpm durante 10 minutos (Heal Force Beckman
GS-GKR, USA) y se lav6 el precipitado con 5 voltimenes de
PBS a pH 7,4. El lavado de los eritrocitos se repitié 3 veces

y el precipitado fue suspendido en 4 volimenes de PBS.

La determinacion de la actividad anti-hemolitica de los ex-
tractos se realizo segtn la metodologia descrita por Aman
et al., ' con algunas modificaciones. Se mezclaron 0,5 mL
de suspension eritrocitaria, 0,5 mL de extracto a diferen-
tes concentraciones y 0,5 mL de AAPH [dihidrocloruro de
2,2-azobis (2-metil-amidinopropano)] 200 mM y se mantu-
vo con agitacion constante a 37 °C durante 3 h. Después de
la incubacién, la mezcla se diluy6 en 8 volumenes de PBS
y se centrifug6 a 4000 rpm durante 5 min. Finalmente se
tomo el sobrenadante y se midié la absorbancia a 540 nm
(Rayleigh VIS-723G, China).

El intervalo de concentraciones evaluado para los extrac-

tos acuosos de las algas fue de 2-128 mg/mL. Como anti-

oxidante de referencia se emple6 el acido ascérbico en una

concentracion de 0,25-1 mg/mL disuelto en agua destilada.

Se realizaron los siguientes controles:

- Control de estabilidad de los eritrocitos: 0,5 mL de sus-
pension eritrocitaria con 1 mL de PBS.

- Control de estabilidad de los eritrocitos frente a la mues-
tra: 0.5 mL de suspension eritrocitaria, 0,5 mL de la

muestra (con la méxima concentracién utilizada) y 0,5
mL de PBS.
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- Control de hemélisis con AAPH: 0,5 mL de suspensién
eritrocitaria, 0,5 mL de AAPH y 0,5 mL de PBS.

- Control de hemdlisis total: 0,5 mL de suspensién eritro-

citaria y 1 mL de agua destilada.

Como antioxidante de referencia se emple6 el acido ascor-

bico a una concentracién de 1 mg/mL disuelto en PBS.

La actividad antioxidante fue expresada como porcen-
taje de inhibicién de la hemdlisis inducida por el AAPH

(P1 segtn la ecuacion:

hemélisis)

PI hemdlisis (%) = I:(AAAI’H - Amucstra) / AAAI’H] ¥ 100
Donde:

A : absorbancia con AAPH a 540 nm

AAPH"

A : absorbancia de la muestra a evaluar

muestra

Ensayo de toxicidad aguda con Artemia salina

El protocolo para este ensayo se realizo de acuerdo al pro-
cedimiento descrito por Meyer ef al., . Los quistes fueron
puestos a eclosionar en un recipiente con agua de mar, a
temperatura ambiente durante 24 horas bajo régimen con-
tinuo de luz. Los nauplios se colectaron y trasladaron a los
pozos de la placa de ensayo utilizando una pipeta Pasteur.
El namero de larvas colectadas y afiadidas a la placa se
determiné utilizando un microscopio estereoscépico (NO-
VEL).

Grupos de 10 nauplios por pocillo se expusieron a con-
centraciones de 10, 50 y 100 mg/mL de los extractos de B.
triquetrum y H. opuntia durante 24 horas a temperatura am-
biente y bajo régimen continuo de luz. Cada ensayo se rea-
lizo por triplicado. Al finalizar las 24 horas de exposicion,
se contd el nimero de organismos muertos y se calcul6 el
porcentaje de mortalidad. Las larvas se consideraron muer-
tas si no exhibian movimiento durante varios segundos de
observacién al microscopio estereoscépico. El experimento
se considerd valido si el porcentaje de mortalidad en los
controles (pozos preparados e incubados en las mismas
condiciones pero en ausencia de extractos) no excedi6 el
10%.

El grado de toxicidad de los extractos se defini6 en funcién
del intervalo en que se encontraron los valores de CL, de
acuerdo con las categorias siguientes: extremadamente
toxico (CLy,< 10 pg/mL), muy téxico (10<CL,;<100), mo-
deradamente téxico (100 < CL,,<1000) y no téxico (CL,>
1000 pg/mL).

Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los
resultados fueron expresados como media + desviacién es-
tandar (X+DE) de tres experimentos independientes. Para
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el procesamiento de los datos y graficado de los resultados
se empleo el asistente matematico Origin 7.0 y para el ana-
lisis estadistico se utilizo el programa Statistica 8.0. Previo
al procesamiento estadistico de los resultados, se comprob6
en todos los experimentos, la normalidad de los datos y la
homogeneidad de varianza. Se realizaron comparaciones
entre las medias de dos grupos por la Prueba t de Student.
Las diferencias significativas entre grupos se determina-
ron por analisis de varianza simple (ANOVA) y en caso de
existir diferencias se aplico el test paramétrico de Tukey.
Valores p< 0,05 fueron considerados estadisticamente sig-

nificativos.
RESULTADOS
Contenido de polifenoles

El contenido total de compuestos polifendlicos para los
extractos acuosos de Bryothammnion triqguetrum y Halimeda
opuntia fue 51,21+ 2,25 y 19,99 £ 1,12 ng EAG/ mg de ex-
tracto liofilizado respectivamente.

Capacidad reductora de los extractos de Bryothamnion

triquetrumy Halimeda opuntia

Como se muestra en la Figura 1, en el intervalo de concen-
traciones evaluadas para los extractos de ambas algas se
observa una actividad reductora dosis-dependiente. Estos
resultados sugieren para ambos extractos la capacidad de
reducir el estado de transiciéon del hierro y consecuente-
mente la generacién de radicales libres. El extracto acuo-
so de B. triqguetrum present6é mayor capacidad reductora, a
partir de 5 mg/mL se observaron valores de poder reduc-
tor estadisticamente superiores (p< 0,005) con respecto a H.
opuntia. Se empleé como control positivo de actividad an-
tioxidante al dcido ascérbico con una absorbancia de 2,824

nm a una concentracion de 1 mg/mL.

Figura 1. Capacidad reductora expresada en funcioén de
mg de extracto acuoso liofilizado de Bryothamnion
triquetrum (A) y Halimeda opuntia (). Como control
positivo se utiliz6 dcido ascorbico a Img/mL (o).

El ensayo fue realizado de acuerdo a Oyaizu et al., (1986).
Los resultados estin expresados como x+ DE, n=3.

3,0 -
] i

DO A= T20mme
—
in
I
|
\

\

0,0 ‘/'/'/E

T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracion (mg/mL)
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Actividad antioxidante con el ensayo de atrapamiento
de radicales DPPH"

Los resultados de la actividad atrapadora de radicales
DPPH:de los extractos de las algas se muestran en la Figura
2. Ambos extractos presentan elevada capacidad de atrapar
radicales DPPH;, con una relacién dosis-actividad depen-
diente. El extracto de B. triquetrum produjo la decoloracién
total (100%) de los radicales DPPH'a la concentracién de 5
mg/mL mientras que el extracto de H. opuntia requirié cua-
tro veces esa concentracién. Los valores de CI obtenidos
para los extractos de B. triquetrum y H. opuntia fueron de
1,35+ 0,09 mg/mLy 12,05 + 0,67 mg/mL respectivamente,
siendo el primero aproximadamente diez veces mds poten-

te respecto al segundo.

Figura 2. Actividad atrapadora de radicales DPPH e expre-
sada en funcién de mg de extracto acuoso liofilizado de
Bryothamnion triquetrum (A) y Halimeda opuntia (m).

El ensayo fue realizado de acuerdo a Goupy et al., (1999).
Los resultados estian expresados como x+ DE, n=3.

100 - L]

75 |

Inhibicion del DPPLH (%)

0.1 1 10

Concentracién (mg/mL)

Figura 3. Inhibicién de la lipoperoxidacién espontanea

en homogenados de rata expresado en funciéon de mg de
extracto acuoso liofilizado de Bryothamnion triquetrum
(A) y Halimeda opuntia (w).Como control positivo se uti-
1iz6 acido ascorbico a Img/mL (o). El ensayo fue realizado
de acuerdo a Ohkawa et al., (1999). Los resultados estan
expresados como x+ DE, n=3.

1004

)

a peroxidacion lipidica (¢

Inhibici

Concentracién (mg/mL)
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Capacidad inhibitoria de la peroxidacion lipidica es-

pontanea en homogenado de cerebro de rata

El efecto de los extractos acuosos de Bryothamnion trique-
trum y Halimeda opuntia sobre la peroxidacién lipidica es-
pontdnea en homogenado de cerebro de rata se presenta
en la Figura 3. Ambos extractos son capaces de inhibir la
peroxidacion lipidica espontanea con una relacion directa-
mente proporcional a la dosis. A partir de los resultados
obtenidos en este ensayo se calcularon las CI; de la peroxi-
dacion lipidica espontdnea para ambos extractos con valo-
res de 4,96 + 0,37 y 1,23+ 0,26 mg/mL para B.triqguetrum y
H. opuntia respectivamente. El calculo de este parametro
revel6 que el extracto acuoso de H. opuntia fue aproxima-
damente 5 veces mas potente que el extracto acuoso de B.

triquetrum.

Actividad inhibitoria de la hemdlisis inducida por
AAPH

Los extractos acuosos de ambas algas resultaron efectivos
al inhibir la hemolisis de los eritrocitos provocada por el
radical libre AAPH (Figura 4). La actividad antihemolitica
fue dosis-dependiente, hasta el valor de concentracién 25
mg/mL para el alga H. opuntia y 50 mg/mL para B. trique-
trum. A partir de 25 mg/mL se observan valores de acti-
vidad antihemolitica estadisticamente superiores para el

extracto del alga H opuntia.

Capacidad inhibitoria de la hemdlisis inducida por AAPH
expresado en funcién de mg de extracto acuoso liofilizado
de Bryothamnion triquetrum (o) y Halimeda opuntia (m).
A: Dosis 2-30 mg/mL B: Dosis 35-128 mg/mL

El ensayo fue realizado de acuerdo a Aman et al., (2013).

1 4cido ascorbi-
Los resultados

Como antioxidante de referencia se empl
co en una concentracién de 0.25-1 mg/mL
estan expresados como x+ DE, n=3.

Inhibicin deta hemélisis inducida por (AAPH) (%)

20

Concentracion (mg/mL)

Ensayo de toxicidad aguda con Artemia salina

En la Tabla I se muestran los resultados obtenidos para el
estudio de toxicidad con Artemia salina para los extractos
acuosos de Bryothamnion triquetrum y Halimeda opuntia. En
este experimento solo se observa mortalidad con el extracto
de H. opuntia en la altima concentracion estudiada.
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Tabla I. Estudio de toxicidad aguda por el método de la Arte-
mia salina de los extractos acuosos liofilizados de Bryotham-
nion triquetrum y Halimeda opuntia. El ensayo fue realizado
de acuerdo (Meyer, 1982). Cada extracto liofilizado se disolvio
en agua de mar hasta obtener la concentracion deseada. El
experimento se realizé por triplicado y en cada pocillo n=10
nauplios

Mortalidad (%)
Concentracion
Bryothamnion
triquetrum

(mg/mL)

Halimeda opuntia

50 0 0
100 0 30
DISCUSION

Enlaactualidad se ha incrementado el interés por los extrac-
tos vegetales como fuentes de compuestos antioxidantes, al
prevenir el dafio celular por inactivacién de los radicales
libres y en este contexto las algas constituyen excelentes

candidatos para la obtencién de compuestos bioactivos®.

Las propiedades antioxidantes de los extractos acuosos
de las algas roja Bryothamnion triquetrum y verde Halimeda
opuntia se evaluaron a través de algunos de los ensayos mas
utilizados, con el objetivo de comparar sus propiedades an-
tioxidantes y su relacién con el contenido en polifenoles y
adicionalmente esclarecer sus posibles mecanismos de ac-

cion.
Contenido de polifenoles

Los polifenoles constituyen uno de los mas numerosos y
representativos grupos de metabolitos secundarios de las
plantas, con propiedades beneficiosas para la salud huma-
na-. Estos metabolitos tienen la capacidad de neutralizar ra-
dicales libres, debido a la habilidad de donar los d&tomos de
hidrégeno de los grupos hidroxilos presente en su estructu-
ra de anillos aromaticos, la capacidad de atrapar radicales
libres, funciones como agentes quelantes y la induccién de

enzimas antioxidantes'®.

Diferentes investigadores han demostrado la presencia de
compuestos fenodlicos en las algas marinas y su relacion
con las propiedades antioxidantes®. De acuerdo a Kuda e
Ikemori® el contenido de polifenoles de las algas marinas
varia considerablemente aun en especies dentro del mismo

género, desde muy bajos contenidos hasta valores altos.

El contenido de polifenoles del extracto acuoso de
Bryothamnion triquetrum fue superior a los valores obteni-
dos por Vidal et al.,** (8,05 mg de EAG/ g de extracto seco),
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aunque estos investigadores emplearon un extracto acuoso
con diferente esquema de extraccién. Este valor de polife-
noles totales para B triquetrum fue aproximadamente 2,6
veces superior al obtenido para el alga verde H. opuntia.
Zubia et al.,*® encontraron una relacién similar (3,3 veces)
del contenido de polifenoles de las algas B. triquetrum 'y H.
monile.

El contenido de polifenoles de H. opuntia en este trabajo fue
superior a los obtenidos por Silva et al., ! con un extrac-
to acuoso de esta especie de alga (97.2+ 7.3 ng EAG/ g) y
Batista-Gonzalez et al.,' con un extracto acuoso del alga H.
monile (179,45 + 18,54 ng/ g de extracto seco). Batista-Gon-
zalez et al.,'° reportaron un valor similar de polifenoles tota-
les (74.3 mg of polifenoles/g alga seca) en un estudio sobre
la actividad antioxidante de Halimeda spp con fracciones de
acidos fenolicos. Costa-Mugica et al.,* encontraron valores
de polifenoles totales para el alga Halimeda incrassata de 131
ug GAE/ g alga seca.

En estudios previos se identificaron como los princi-
pales componentes de la fraccién polifenolica del alga
B.triquetrum a los acidos p-cumarico, t-cindmico y fertlico
y se relacion6 la actividad antioxidante de B. triquetrum
con estos compuestos ”'* mientras que para H. opuntia se
identificaron y cuantificaron 8 acidos fenélicos y cindmicos,
resultando el componente mayoritario el acido salicilico’.
Otros investigadores encontraron cantidades apreciables
de compuestos polifenolicos en especies del genero Hali-
meda. Yoshie et al., 2 han identificado acido caféico en H.
macroloba mientras Vidal et al., ® encontraron cantidades
apreciables de acido salicilico y en menor proporcién otros
acidos fendlicos y cinamicos en H incrassata.

Nakai et al.,* evaluaron la actividad antioxidante de dife-
rentes especies de algas y en H. opuntia encontraron activi-
dad atrapadora de radicales hidroxilos (OH), explicando
las propiedades antioxidantes por la presencia de florota-
ninos y terpenoides. Otros metabolitos con funcion anti-
oxidante, que en alguna medida pudieran influir en esta
propiedad son los carotenos y el 4cido ascorbico, también
presentes en B. triquetrum®. Zubia et al., * sefialan que los
bromofenoles presentes en las algas rojas B. byssoides y E
lanosa con similar ubicacién taxonémica que B. triquetrum
(Familia Rhodomelaceae, orden CERAMIALES), pudieran
ser los responsables de su alta actividad antioxidante. Vidal
et al., * detectaron cantidades apreciables de compuestos

bromados en el alga B. triquetrum.

Evaluacion de la capacidad reductora de los extractos de
Halimeda opuntia 'y Bryothamnion triquetrum

Diferentes investigadores sefialan que los compuestos re-

ductores tienen la capacidad de romper las reacciones en
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cadenas de los radicales libres por la donacién de un atomo
de hidrégeno y de esta manera exhiben propiedades anti-

oxidantes®.

En el intervalo de concentraciones evaluadas para los ex-
tractos de ambas algas se observa una alta capacidad de
reducir el estado de transicién del Fe** y consecuentemente
la generacién de radicales libres de manera dosis-depen-

diente.

Los valores de capacidad reductora obtenidos con el ex-
tracto de Halimeda opuntia resultaron similares a los valores
encontrados en la literatura para el género Halimeda. Silva
et al,, "', obtuvieron un valor de absorbancia igual a 0,1 nm
con una concentracién de 10 mg/mL (] = 700 nm) con un
extracto acuoso de H. opuntia, valor similar al obtenido en
este trabajo a esa concentracién. Batista-Gonzalez et al.,'
trabajando con fracciones polares de 4cidos fenolicos de H
monile obtuvieron una DO de 0.13 nm con 20 pg de polife-
noles totales, valores que convertidos en mg/mL también

son comparables a los resultados de este trabajo.

Al comparar los valores de absorbancia a una concen-
tracion de 128 mg/mlL, en el extracto de B. triquetrum se
obtuvo una DO de 2.798 nm mientras que con el extrac-
to de H.opuntia el valor fue de 0.800 nm, de manera que
B.triquetrum resulto 3,5 veces maés eficiente en la reduccion
de los iones Fe’* a Fe*" que H. opuntia. Este resultado pue-
de ser explicado por un mayor contenido de polifenoles en
este extracto (aproximadamente 2,5 veces mayor con res-
pecto a H. opuntia) y la estrecha relacion que existe entre
este parametro y la capacidad reductora de extractos natu-
rales. Kuda e Ikemori® observaron una buena correlacién
entre contenido de polifenoles y la capacidad reductora en

12 especies de algas.

Se empledé como control de actividad antioxidante el dcido
ascorbico en una concentracion de 1 mg/mlL, con una DO
de 2,824 nm, valor de absorbancia igual al observado con
el extracto de B. triquetrum y aproximadamente 3,5 veces
superior al extracto de H. opuntia pero a una concentracion
128 veces inferior. Sin embargo si consideramos que compa-
ramos un compuesto quimicamente puro (acido ascérbico)
con un extracto crudo podremos concluir que los extractos

presentan una actividad antioxidante relativamente alta.
Ensayo de actividad atrapadora de radicales DPPH"

Dentro de los mecanismos de accién antioxidante mas im-
portantes de las algas marinas se encuentra la capacidad
atrapadora radicales libres y por este motivo, el ensayo de
inactivacion del radical DPPH es una de las metodologias
mas utilizadas para estudiar sus propiedades antioxidan-

tes®. El DPPH es un radical estable coloreado que puede
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aceptar protones donados por entidades antioxidantes pre-
sentes en estos extractos convirtiéndose en su forma no ra-

dicalaria incolora.

Los extractos acuosos de ambas algas provocaron la decolo-
racion total, llegando a la méxima actividad de atrapamien-
to de radicales DPPH.. El extracto de B. triguetrum logré in-
hibir el 100 % del radical a la concentracién de 5 mg/mL
mientras que a esa concentracion el extracto de H. opuntia
produjo un 24% de inhibicion. Al comparar estadisticamen-
te los valores de CI obtenidos con esta metodologia (1,15
0,06 y 11,34+ 0.30 mg/mL para B. triquetrum y H. opuntia
respectivamente), observamos que el alga B. triquetrum re-
sulta aproximadamente cuatro veces mds potente que H.
opuntia, resultado que concuerda con lo obtenido en el ex-
perimento de la capacidad reductora. También Boonchum
et al., ¥ encontraron un valor de CI,; de 0.837 mg/mL para

un extracto acuoso de Halimeda macroloba

El valor obtenido con el extracto acuoso del alga B. trigue-
trum es superior al informado por Vidal et al., ® que ob-
tuvieron con 4 mg/mL un 38% de inhibicién del DPPH'y
también superior a lo reportado por Zubia et al., * con una
CI,, de 12.9 mg/mL para esta especie de alga. Los resulta-
dos de H. opuntia se corresponden con valores informados
por otros investigadores. Silva et al., ™' reportaron un 48%
de inhibicién con 7 mg/mL de extracto acuoso liofilizado

de H. opuntia.

En esta investigacion encontramos valores relativamente
altos de polifenoles para el alga B. triquetrum, por lo que
es de esperar que presente una capacidad atrapadora de
radicales libres mayor que H. opuntia. Adicionalmente es-
tos resultados evidencian que existe una relaciéon directa
entre el contenido de polifenoles de los extractos acuosos
y las propiedades antioxidantes en funcién de la capacidad
reductora y el atrapamiento de radicales libres, siendo B.

triqguetrum mas potente en estos sistemas que H. opuntia.

Zubia et al., ® estudiando las propiedades antioxidantes
con el ensayo de DPPH y poder reductor de 24 algas rod6-
fitas observaron una correlacion significativa entre la activi-
dad atrapadora del radical DPPH y el poder reductor en las
algas rojas evidenciado en que ambos ensayos se explican
porque se basan en la donacion de electrones/hidrégenos.

Las propiedades antioxidantes de un extracto vegetal estan
en dependencia al radical libre al que se enfrenta la molécu-
la antioxidante. Kaur et al., ® demostraron que la actividad
atrapadora de radiales libres de un extracto de flores de
Cassia siamea difieren en dependencia del radical al que se
enfrenta el extracto, para el radical DPPH:se obtuvo un 100
% de inhibicién a una concentracién que no fue tan eficaz

para otros radicales como O,*~y OH", lo que pudiera ser ex-
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plicado porque el mecanismo de atrapar DPPH: esta estre-
chamente relacionado al poder reductor, por la capacidad
de donar un protén, mientras para los otros radicales se
fundamenta en el atrapamiento. Este criterio podria corro-
borar los resultados de este trabajo, ya que la peroxidacion
lipidica espontdnea estd mediada principalmente por las
EROs y pudiera resultar que B. triguetrum, mas potente en
cuanto a mecanismo de donar protones, no sea tan eficiente
para atrapar radicales libres a diferencia de H. opuntia. Vi-
dal et al.,, ® demostraron que la actividad antioxidante de
B. triquetrum puede ser explicada en parte por la capacidad
atrapadora de radical OH" y la dismutacién de radicales

O,

2

Inhibicion de la lipoperoxidacién espontanea en homo-

genado de cerebro de rata

La peroxidacién lipidica es un evento de dano celular,
donde se afectan los lipidos poli-insaturados de las mem-
branas, formédndose productos citotdxicos como el trans-
4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y el malondialdehido (MDA),
compuestos que a su vez desencadenan un estrés oxidati-
vo a nivel de las biomembranas lo que puede conducir a
la despolarizacion y permeabilizacion no selectiva de las
mismas y cambios estructurales asi como alteraciones a las
proteinas embebidas en ella, de ahi que este constituya un

evento de efectos altamente deletéreos para la célula®.

Los resultados de este trabajo evidencian que ambos ex-
tractos de algas inhiben efectivamente la generacién de
TBARS con CI de 5,09 + 0,25 y 1,25 + 0,31 mg/mL para
B. triquetrum y H. opuntia respectivamente. Al comparar es-
tadisticamente los valores de CI, se hace evidente que el
alga H. opuntia es mucho mas efectiva que B. triguetrum.
Batista-Gonzalez et al., '° estudiando un extracto acuoso de
H opuntia encontraron un valor de CI, similar a lo obtenido
en este trabajo. Rivero ef al., # investigando las propiedades
antioxidantes de un extracto acuoso de Halimeda incrassata
reportaron valores de maxima efectividad en la inhibicién
de la peroxidacion lipidica espontanea en homogenados
de cerebro de rata a la concentraciéon de 5 mg/mL. En este
trabajo para el alga Halimeda opuntia se obtuvo a esa misma
concentracion aproximadamente un 75% de inhibiciéon de
la peroxidacion lipidica. Nuestros resultados también con-
cuerdan con Vidal et al., '* quienes investigando extractos
de B. triguetrum observaron una CI,; de inhibicién de la li-

poperoxidacion en cerebro de ratas de 6,46 mg/mL

Algunas moléculas pueden inhibir la lipoperoxidacion
por mecanismos como la prevencion de la iniciacion de
la oxidacién de cadenas de acidos grasos, enlazamiento
de iones metalicos de transicion cataliticos, y descompo-

sicién de peréxidos y ademas en adicién el atrapamiento
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de radicales libres. En los ensayos de capacidad reductora
y atrapamiento de radical libre DPPH,, el extracto acuoso
del alga B. triquetrum habia mostrado resultados superiores
con respecto al extracto de H. opuntia, sin embargo en este
ensayo se obtuvo mayor inhibicién de la lipoperxidacion
espontanea con el extracto acuoso de H. opuntia. Lim et al.,
¥ reportaron mayor valor de CI, para el ensayo de DPPH
con respecto a valor obtenido en el ensayo de inhibicion de
la lipoperoxidacion en homogenados de cerebro con un ex-
tracto de N. aculeate, lo que concuerdan con nuestros resul-
tados. Matsukawa et al., ** no encontraron correlacion entre
la inhibicién de lipo-oxigenasa y la actividad atrapadora de
DPPH, sugiriendo que estas actividades ocurren con meca-
nismos no relacionados. En el ensayo de atrapamiento del
radical DPPH, los extractos de algas acttian como donado-
res de electrones y/o hidrogeno mientras que en la inhibi-
cién de la lipo-oxigenasa se pudiera bloquear la adicién en-
zimética de oxigeno al acido graso (sustrato de la enzima)
y por tanto inhibir la formacién de hidroperéxido. En estu-
dios previos de estos autores, demostraron una correlacion
entre el consumo de oxigeno y la formacién de hidroperéxi-
dos durante el proceso de inhibicion de la lipo-oxigenasa.
Adicionalmente la diferencia en respuesta de acuerdo al
método empleado también se pudiera explicar por las di-
ferencias cuantitativitas en las composiciones quimicas y/o
en tipos de compuestos polifenélicos de estas algas por lo
que resulta 16gico que presenten diferentes propiedades
antioxidantes como por ejemplo algunos mecanismos entre
los que se comprenden la quelaciéon de hierro (en la etapa
de iniciacion) o un incremento sinérgico de la actividad an-
tioxidante de vitamina E en la etapa de propagacion. Este
criterio esta en concordancia con resultados obtenidos por
Yoshie et al., ? quienes demostraron que existian diferencias
en cuanto a la composicién de polifenoles y las cantidades
de estos en extractos naturales de algas incluso dentro del
mismo género. Otra explicacion pudiera ser, la presencia de
otros componentes en el extracto pudieran actuar de forma
sinérgica con los estos y potenciar la actividad inhibitoria
en la peroxidacion lipidica espontanea’.

En este trabajo se encontré una relacién directa entre la in-
hibicién de la lipoperoxidacién y el contenido de polifeno-
les para las dos algas. Otros autores® ' también han encon-
trado una relacion directa entre esta actividad antioxidante
y el contenido de polifenoles. Chakraborty et al., 3'sugieren
que la inhibicién de la peroxidacién lipidica de extractos de
Turbinaria spp puede ser debida a la presencia de compues-
tos polifendlicos que disrumpen la reaccién en cadena de
los radicales libres por donacién de un protén al radical aci-

do graso y de esa manera inhibir la peroxidacion lipidica..

Lim et al., * estudiando fracciones del alga Sargassum sili-

quastrum no encontraron una relacion directa entre el conte-
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nido de polifenoles y la actividad antioxidante sin embargo
encontraron una relacion estrecha entre la inhibicién de la
peroxidacion lipidica y la hemélisis de eritrocitos inducida
por AAPH, concluyendo que una de las fracciones estudia-
da probablemente contenia un potente antioxidante blo-

queador de la rupturas de cadenas no polares.

Capacidad inhibitoria de la hemélisis inducida por el
AAPH

AAPH es un radical peroxilo que inicia el proceso peroxida-
tivo, generando a la vez otros radicales libres para inducir
oxidacion de los acidos grasos y proteinas, ocasionando un
dafo sobre la organizacién de los eritrocitos y conduciendo
eventualmente a lisis de la membrana®. Adicionalmente la
liberacion del hierro desde los hematies puede aumentar el
efecto pro-oxidante de hidroperéxidos provenientes de la
reaccién del oxigeno y el AAPH, con un papel importante
como agente catalitico redox de acuerdo a la reaccién de

Fenton y de Haber-Weiss.

Los resultados de este trabajo (Figura 4A) evidencian que
ambos extractos protegen a los eritrocitos del efecto toxico
del radical AAPH sobre las biomembranas de una manera
dosis-dependiente. El extracto de H. opuntia resulta mas po-
tente ya que a bajas concentraciones (12.5 mg/mL) mostré6
un 82.2 % de inhibicién frente a un 35.1% con el extracto
de B. triguetrum. Estos resultados se encuentran en concor-
dancia con los resultados del ensayo de inhibicién de la pe-
roxidacién lipidica, lo que resulta 16gico si consideramos
que ambas metodologias estudian fundamentalmente las
propiedades antioxidantes de una molécula para prevenir
los efectos toxicos producidos por un radical libre sobre los
lipidos de las biomembranas. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Lim et al., *, quienes trabajando con
extractos del alga Sargassum siliquastrum encontraron una
excelente correlacion entre la inhibicién de la peroxida-
cién lipidica y la protecciéon contra hemdlisis de eritrocitos,
considerando como responsables de estas actividades a los

compuestos fenoélicos.

En la literatura existen pocos reportes de estudios de pro-
piedades antioxidantes de extractos vegetales mediante
este ensayo. Benites et al., * demostraron que concentracio-
nes superiores a 0,2% (p/v) de extractos de frutas inhibian
la hemolisis en aproximadamente un 40%. Sin embargo
para el extracto de H. opuntia a concentraciones superiores
a 25 mg/mL (Figura 4B) se comienza a observar una dismi-
nucién de la proteccion frente a la actividad hemolitica del
AAPH, a diferencia de lo que ocurre con el aumento de las
concentraciones de B. triquetrum, donde el incremento de
las concentraciones no disminuye sus propiedades antioxi-

dantes protectoras y/o incremento de efectos toxicos. Simi-
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lares resultados encontré Lim et al., **(2002) trabajando con
diferentes extractos del alga Sargassum siliquastrum, quie-
nes encontraron una satisfactoria actividad antihemolitica
de los eritrocitos de rata en las concentraciones de 0,2 a 10
pg/mL, sin embargo con la concentracion de 50 pg/mL la
protecciéon disminuia aproximadamente 9 veces. En deter-
minadas condiciones experimentales los compuestos poli-
fendlicos pueden actuar como pro-oxidantes en presencia
de Fe*, dada su habilidad para enlazarse y reducir el Fe**
via transferencia electrénica colateral, aspecto corroborado
por Puppo® quien observo un incremento en la producciéon
de *OH estudiando el efecto de los flavonoides sobre la for-
macién de radicales hidroxilicos por la reaccién de Fenton.
De manera que un factor a considerar seria la cantidad de
Fe, consecuentemente un incremento de la cantidad del ex-
tracto conlleva un incremento de polifenoles y a su vez del
Fe presente en este extracto. Adicionalmente es conocido
que el genero Halimeda contiene cantidades apreciables de
este mineral. Anantharaman et al., * investigaron la compo-
sicién de minerales y de metales trazas de 9 especies de al-
gas (incluidas H.macroloba y H.tuna), resultando el Fe como
el segundo mineral en contenido para todas las especies de
algas, con las mayores concentraciones en Halimeda macro-
loba. Otra explicacién acerca de la toxicidad observada en
las dosis altas de H. opuntia puede ser el aumento en las
concentraciones de determinados metabolitos secundarios
presentes en esta especie de alga, lo que generaria una ac-
tividad pro-oxidante tanto de los polifenoles, vitamina C
y la posible presencia de metales de transicion (Fe**, Cu®,
Zn*), que en presencia de radicales peroxilo inducido por
el AAPH aumentarian el dafio oxidativo por generacién de
radicales OH'.

En este sistema experimental (proteccion al eritrocito) ac-
tdan a la vez dos de los mecanismos de accion que explican
la actividad antioxidante de extractos de algas: la capacidad
de atrapar radicales libres y de inhibir la peroxidacion de li-
pidica. Hipotéticamente se podria postular otro mecanismo
de accion, la capacidad quelante de Fe, entonces los resul-
tados para cada extracto con este ensayo estaran en fun-
cién de la composicién quimica de moléculas que puedan
contribuir méds o menos a cada uno de estos mecanismos.
Al parecer, la mayor actividad antihemolitica de H. opuntia
con respecto a B. triquetrum se pudiera deber a mecanismos
de atrapamientos de radicales libres més eficientes y a la
inhibicién de la peroxidacién lipidica, independientemente
del contenido de polifenoles que presenta y ademas la que-

lacion de Fe™.
Ensayo de toxicidad aguda con Artemia salina
Dentro de los ensayos actuales de evaluaciones toxicol6gi-

cas con métodos alternativos se encuentra la toxicidad agu-
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da con Artemia salina, muy utilizado para evaluar extractos
vegetales. Con este método, diferentes autores'” consideran
valores de la CL,; superiores a 1000 pg/mL como extractos
no téxicos. Al comparar la toxicidad de estas algas se pue-
de observar que H. opuntia resulta mas toxica que B. trigue-
trum, en el intervalo de concentraciones evaluadas para las
dos algas (10-100 mg/mL). Solo se observé mortalidad con
el extracto de H. opuntia en la dosis méxima estudiada (100
mg/mL) lo que permite clasificar a estos extractos como
no téxicos. Los resultados de este trabajo coinciden con lo
reportado por Freile-Pelegrin et al., ¥ quienes estudiaron
diferentes especies de algas marinas mexicanas, entre ellas
Bryothamnion triquetrum, Halimeda tuna y Halimeda incras-
sata y encontraron valores de CL,; por encima de 1000 ng/
mL. Ara et al., *® evaluaron un extracto etanélico de Halime-
da tuna, y observaron una mortalidad de un 30% con 5 g/
mL, explicada por la presencia de metabolitos secundarios
utilizados por el alga como mecanismo de defensa frente a
depredadores.

En los estudios de toxicidad resulta importante considerar
el tipo de extraccion; generalmente los extractos acuosos de
las algas marinas resultan menos toxicos aunque exhiban
propiedades antioxidantes satisfactorias. Freile-Pelegrin et
al., ¥ estudiaron la toxicidad mediante el ensayo de A. salina
de 17 especies de algas con diferentes tipos de extracciones

y de todos, los menos téxicos eran los extractos acuosos.

Es importante resaltar que los extractos de B. triqguetrumy H
opuntia exhiben propiedades antioxidantes a concentracio-
nes por debajo de 20-30 mg/mL en los diferentes ensayos
estudiados, de manera que posibles efectos toxicos pudie-
ran ocurrir a concentraciones muy superiores a aquellas
donde acttia como antioxidantes.

CONCLUSIONES

Las algas marinas constituyen organismos con perspectivas
alentadoras como fuentes de bioactivos, con disimiles apli-
caciones tanto en la prevencién como en el tratamiento de
diversas enfermedades. Diferentes autores han comproba-
do que los extractos de algas marinas presentan propieda-
des antioxidantes explicadas por una amplia variedad de
moléculas, lo que a su vez determina que estos extractos
posean diferentes mecanismos de accién. En este trabajo se
comprob6 que las algas Bryothamnion triquetrum y Halimeda
opuntia poseen propiedades antioxidantes debidas al me-
nos en parte a su contenido de polifenoles, con mayor can-

tidad de compuestos polifendlicos en el alga B. triquetrum.

Al analizar detenidamente los resultados de los ensayos de
actividad antioxidante, se observa que el alga B triquetum
posee mayores potenciales como atrapadora de radicales
libres aunque pueden estar presentes otras moléculas con
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otros mecanismos de accién, sin embargo el alga H opuntia
ofrece mayores perspectivas como inhibidor de los proce-
sos lipoperoxidativos y en general en la proteccién de bio-
membranas. Adicionalmente resulta importante senalar

que las dos algas poseen una baja toxicidad.

En resumen, se puede concluir que las algas B triquetrum
y H opuntia resultan promisorias fuentes de antioxidantes
naturales con aplicaciones como fitofarmaco y/o nutracéu-
tico.
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