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Introduccion:

Las algas, al igual que otros organismos marinos, producen una increible diversidad de metabolitos
secundarios con disimiles estructuras quimicas que pueden encontrarse dentro de la biodiversidad bio-
I6gica de las especies marinas, y es que los organismos marinos necesitan desarrollarse y sobrevivir en
un medio muy competitivo por los recursos y los nutrientes, sin poseer un sistema inmunolégico por lo
que han tenido que desarrollar mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que les permita producir com-
puestos bioactivos capaces de protegerlos contra enfermedades virales, hongos patégenos y depredado-
res (Hay, 2009). La biodiversidad de las especies de algas marinas, junto a la diversidad quimica en-
contrada en cada especie, constituye un recurso practicamente ilimitado que es utilizado de forma be-
neficiosa, a través de la biotecnologia ya que incluyen sustancias con valor terapéutico (antibidticos,
antitumorales, antivirales, antibacterianos, antimicrobianos, inmunosupresores), citotdxicos, pesticidas,
insecticidas, compuestos promotores e inhibidores del crecimiento, repelentes sexuales y otros.

La produccién de metabolitos secundarios en las algas, esta influenciada por varios factores ecoldgicos,
por ejemplo, , la temperatura y profundidad del agua, los niveles nutrientes y la presencia de depreda-
dores. También factores internos, como el estadio de desarrollo y de reproduccion, etc. En algunos ma-
croorganismos marinos, la presencia y tipos de simbiontes dentro o fuera del tejido del huésped puede
ser de importancia, tanto en el almacenamiento como en la posterior modificacion de los metabolitos
secundarios. Debido a estos pardmetros cambiantes, el contenido quimico de las especies marinas a

menudo varia, dependiendo de cuando y dénde son recolectadas.

Las peculiaridades de la composicion quimica aproximada de las algas y que han sido estudiadas por
Bulkholer et al (1975) y Jiménez-Escrig y Gofii (1999) posibilitan su uso en regimenes especiales de
alimentacion. Sin embargo, los cambios operados en el presente siglo en el concepto de nutricion hacia
desde la "nutricion 6ptima", hacia la "nutricion adecuada” es el objetivo fundamental para desarrollar el
potencial de los alimentos como promotores del bienestar mental y fisico y como agentes que partici-

pen en la prevencion y reduccion del riesgo de contraer diversas enfermedades. Dentro de este nuevo
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concepto aparecen los denominados “alimentos funcionales”, del que forman parte diversos compo-
nentes de las algas marinas tales como; la fibra dietética, los acidos grasos poli-insaturados, los pépti-
dos y aminoéacidos y los fitoquimicos, los cuales se han encontrado involucrados no sélo, en la nutri-
cion propiamente dicha, sino también en el mejoramiento de la salud humana (Mercader et al, 2002).
Como ejemplo de estos alimentos, estan las algas marinas de las que se han demostrado su capacidad
antioxidante (Dunlap y Yamamoto, 1995), antiproliferativa (Yuang et al, 2005), y su probable efecto en
el retardo de los procesos de envejecimiento y la disminucion del estrés oxidativo (Hernandez et al,
2003), propiedades que le confieren a las algas un valor adicional como alimento, por su posible ac-
cion sobre procesos en que se encuentra involucrado el estrés oxidativo. Adicionalmente, estudios
anteriores han mostrado que extractos de algas presentes en nuestras costas poseen efectos anti-
inflamatorios, antioxidantes y a nivel del Sistema Nervioso Central (Garcia et al, 2003). A estos he-
chos se unen las posibilidades reales que ofrece nuestro archipiélago, puesto que la existencia en nues-
tros fondos marinos de alrededor de 473 especies consignadas de algas marinas (Suérez, 2005), le con-
fieren caracteristicas potencialmente atractivas para su empleo en la alimentacién humana.

Las algas del género Sargassum C. Agardh forman grandes mantos en aguas tropicales y subtropicales
alrededor del mundo, crecen en playas con sustrato rocoso, piedras y cantos rodados (Ganzon-Fortes et
al. 1993). En Cuba se les encuentra en forma muy abundante en todas sus costas; particularmente pro-
venientes de las arribazones con los frentes frios en la costa Norte de la isla grande de Cuba, se han

estimado 15 000 toneladas (peso humedo) cosechables (Moreiras et al, 2006)

La harina de Sargassum ha sido empleada como suplemento en dietas para gallinas ponedoras mejo-
rando la calidad del huevo y disminuyendo el contenido de colesterol (Meza 1998), recientemente Ma-
rin et al. (2003) la utilizaron en la alimentacion de ovejas con buenos resultados a nivel metabodlico y en
los parametros productivos de estos animales. Algunos estudios indican que estas algas son una buena
fuente de minerales, carbohidratos y de algunos aminoacidos esenciales como la arginina, triptofano y
fenilalanina; y no se le han detectado factores anti-nutricionales como glucésidos cianogénicos, sapo-

ninas y taninos (Carrillo et al. 1992).

El Objetivo de este Proyecto es:

Disponer de una(s) especie de alga marina que pueda ser de interés alimentario, avalado por la abun-
dancia de la fuente, su calidad quimico-bromatoldgica, sus propiedades farmacoldgicas y por la inocui-

dad de su consumo para su proposicion a las autoridades autorizadas para su Registro.



Obijetivos especificos:

1.

Conocer la disponibilidad biolégica del (o los) recursos (la (s) especies de algas seleccionadas
como resultado del estudio precedente.

Determinar la calidad microbiolégica de la(s) materia prima(s)

Evaluar las propiedades farmacoldgicas y la actividad antioxidante de la(s) especies incluidas
en el estudio.

Determinar la composicion bromatologica y la naturaleza quimica de los principios activos en
el producto final.

Proponer la metodologia de obtencion del nutracéutico a partir de algas marinas.

Evaluar el envase, el embalaje y las formas de presentacion del producto.



Materiales y Métodos:

1.1 Evaluacion de las arribazones:

Las especies Sargassum fluitans, Sargassum filipéndula (Ochrophyta, Fucales) y Ulva fasciata (Clo-
rophyta, Ulvales), constituyen las especies, que por su abundancia y propiedades nutricionales las mas
promisorias para su explotacion sostenida sin prejuicio para el medio ambiente ya que arriban o se
desprenden en cantidades elevadas a nuestras costas, perdiéndose toneladas cada afio. Estas especies
fueron incluidas en el estudio ademas de su abundancia relativa, por las propiedades nutricionales y
farmacoldgicas detectadas en el Proyecto precedente “Caracterizacion quimica y farmacoldgica de las
algas del archipiélago cubano con fines alimentarios”.

La evaluacion de las arribazones de las especies de macroalgas de género Sargassum, incluidas en este
Proyecto, se baso en las observaciones realizadas en recorridos por la zona costera de playa desde el
Rincon de Guanabo (23°10'48"N y 82°06'02"W) hasta Boca Ciega, (23°10'46"N y 82°09'97"W) y las
observaciones realizadas en la costa y mediante buceo en apnea, procediéndose a su identificacion ta-
xondmica y ubicacion en la coleccion Vaucher del Acuario Nacional de Cuba (ANC). El periodo de

evaluacion abarcé desde Septiembre 2006 hasta Agosto 2008

Con el muestreo realizado en enero del 2008, se realiz6 una prueba a escala Piloto en la Planta anexa al
Inst. de Investigaciones de Derivados de la Cafia de Azlcar (ICIDCA), a partir de la cual se pudieron

calcular los rendimientos por etapas: lavado y limpieza, secado y molinado.

1.2. Establecimiento de las zonas y fechas de colecta de Ulva fasciata

Para el establecimiento de las zonas de colecta se tomaron en consideracién las condiciones ambienta-
les en las que la contaminacion de origen antropogénico se hace palpable, pero que se puedan estable-
cer diferencias entre ellas en lo referente a encontrar diferentes niveles de eutrofizacion. En el estudio
se realizaron colectas en distintas épocas del afio (seca y lluvia) teniendo en cuenta las siguientes con-
sideraciones:

(a) Presencia de esta especie en la mayoria de las estaciones del afio;

(b) su reconocimiento y colecta deberan ocurrir de una manera facil y sencilla;

(c) Ausencia de epifitas que puedan hacer dificil su separacion y, por tanto, puedan provocar interfe-

rencias en los resultados a obtener.



Ademas, por caracteristicas propias del Centro, se debieron seleccionar zonas que por su ubicacién
geografica se encontraran cerca de la ciudad. De esta forma se decidio realizar la colecta en las siguien-

tes localidades:
- Desembocadura del rio QuibU, una zona de alta contaminacion.
- Zona costera del Malecon habanero, una zona con un nivel medio de contaminacion.

- Playa Bacuranao, una zona con bajo nivel de contaminacion ambiental.

Tabla Il. Estaciones y zonas de colecta de Ulva fasciata

Nombre de la| Fecha de colec-

Zona de colecta
Muestra ta
CBM23Q-I Diciembre/2004 | Desembocadura del
CBM23Q-II Mayo/2005 rio Quibu
CBM23M-I Diciembre/2004 | Malecon (a la altura
CBM23M-II Mayo/2005 de la calle M)
CBM23B-I Enero/2005

Playa Bacuranao
CBM23B-II Mayo/2005

Las etapas de cosecha se corresponden a las estaciones de lluvias, comprendida entre mayo y octubre, y
de seca, correspondiente a los meses de noviembre a abril, por lo que las colectas se realizaron en cada

una de estos periodos.

1.3 Evaluacion de la calidad microbioldgica

Las muestras frescas de S. fluitans y de S. filipéndula recién colectadas de la arribazon en las Playas del
Este de la Ciudad de La Habana, en la zona costera (23°10'48"N y 82°06'02"W) fueron evaluadas co-
mo materia prima para su posible uso como nutracéutico, las mismas fueron colectadas en los meses de
mayo/07, enero/08, y enero/09 . Con el objetivo de conocer su calidad higiénico sanitaria se realizd
una primera evaluacion de la calidad microbioldgica de la especie después de hacer una extraccion en

agua de peptona, posteriormente se congelaron sin sufrir tratamiento alguno.

1.3.1 Procesamiento y determinaciones



Las tres muestras fueron trituradas en Ultraturrax con solucion salina en la proporcion de 10g/90 mL
que fue la dilucion 1/10 a partir de la cual se realizaron dos diluciones mas. Dos réplicas de las tres
diluciones (1/10, 1/100, 1/1000) fueron sembradas en diferentes medios para la determinacion de la
presencia de:

1. Mesofilos totales.

2. Presencia de coliformes totales y fecales (Enterobacteriaceas).

3. Presencia presuntiva de Salmonella y Shigella
En éste trabajo se realizaron estas determinaciones con el objeto de seguir la evolucion de la composi-
cién microbiolégica en las diferentes etapas del procesamiento de las muestras.
Para esta evaluacion se realizé el conteo y la presencia de los géneros de mo: Coliformes totales (con el
uso del Medio Agar Violeta Bilis Rojo y el Agar Mc. Conkey a 37° C a profundidad), conteo de Stafi-
lococos sp (Placas Manitol Salado Superficie), presencia de Salmonella (Agar Salmonella- Shigella),

presencia de Hongos y Levaduras: Agar Dextrosa Saboroud en las algas secas y molidas.
Para esto se empled el siguiente Procedimiento empleado:
Muestra (10 g) — Se resuspendieron en 90 mL de agua destilada (D 1/10)

D110 —— D 1/100———— D 1/1000

! ! !

Siembra por duplicado en:

1. Agar MacConkey (siembra a profundidad) e incubacién a 37 °C de 18 a 24 h. Enterobacterié-
ceas: colonias de color rojo violeta, presuntos gérmenes entéricos.
Control + E. coli 25922
Control — S. aureus 25923

2. Agar Salmonella y Shigella modificado (siembra por estria). Determinacion presuntiva de Sal-
monella y/o Shigella, colonias incoloras y transparentes centro negro (lactosa -), colonias rojas
o0 rosadas (lactosa +).
Control + S. thyphimurium
Control - S. faecalis

Se utilizo el Caldo Tetrationato como medio de enriquecimiento a razén de 1 g de muestra por 9 mL de
caldo, se mantuvo en zaranda durante 24 h y luego se sembro por estria en el Agar Salmonella-
Shigella.



Evaluacion de la droga seca: Posterior al proceso de secado y molinado hasta polvo seca de las algas
recién colectadas, fueron determinados los siguientes indicadores microbiolégicos:

4. Presencia de hongos y levaduras.

5. Presencia de coliformes totales y fecales.

6. Presencia presuntiva de Salmonella y Shigella

Diagrama de Flujo de Trabajo
Muestra (10 g) — Se resuspendieron en 90 mL de agua destilada (D 1/10)

D110 ——— D 1/100——— D 1/1000

! ! !

Siembra por duplicado en:

3. Agar Sabouraud Dextrosa (siembra a profundidad) e incubacion a temperatura ambiente hasta 5
dias. Conteo total de hongos y levaduras.
Control + C. albicans 10231
Control — Medio sin inocular

4. Agar MacConkey (siembra a profundidad) e incubacion a 37 °C de 18 a 24 h. Enterobacteria-
ceas: colonias de color rojo violeta, presuntos gérmenes entéricos.
Control + E. coli 25922
Control — S. aureus 25923

5. Agar Salmonella y Shigella modificado (siembra por estria). Determinacion presuntiva de Sal-
monella y/o Shigella, colonias incoloras y transparentes centro negro (lactosa -), colonias rojas
o0 rosadas (lactosa +).
Control + S. thyphimurium
Control - S. faecalis

Se utilizo el Caldo Tetrationato como medio de enriquecimiento a razon de 1 g de muestra por 9 mL de

caldo, se mantuvo en zaranda durante 24 h y luego se sembro por estria en el Agar Salmonella-Shigela.

Muestras congeladas:
Las algas recién colectadas y lavadas con agua potable fueron sometidas a un proceso de congelacion
en freezer a una temperatura de -20 ° C por 7 dias. Para su evaluacién microbioldgica se determinaron

similares indicadores microbioldgicos a los empleados para las muestras secas.

1.4 Evaluacion del contenido de metales pesados en las muestras como posibles contaminantes:

Para conocer el contenido de metales pesados en las muestras colectadas en Playas del Este, se proce-

did a la incineracion de las muestras a 450° C para su conversion en cenizas, y después de diuluidas se
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cuantificaron por medio de un espectrofotometro de Absorcién Atdmica siguiendo el método descrito
por Alveal (1998). La concentracion de los metales en las muestras fue cuantificada contra las curvas
patrones de referencia de cada metal y con el empleo de las lamparas especificas para cada uno de los
siguientes metales: Cd, Pb, Ni, Al, Fe, Cu, Zn y Mn a partir de Sargassum fluitans y S. filipendula co-
lectados en la zona de Playas del Este y de Ulva fasciata, de tres zonas de colecta con diferentes niveles

de eutrofizacion.

1.5 Estudio de toxicidad aguda

Se emplearon ratas machos y hembras, no isogenicas, convencionales, de la linea Sprague Dawley (200
+ 20 gramos). EI método empleado fue el de las Clases Toxicas Agudas (CTA), se administro el extrac-

to hidro- alcohodlico y las algas secas por via oral.

Ambas muestras de las especies de Sargassum estudiadas y el extracto se suministraron a una dosis
méaxima de 2 000 mg de solidos totales/kg de peso corporal. EI grupo control recibid isovolumétrica-

mente agua destilada.

Se emplearon 6 animales por dosis (3 de cada sexo), los grupos fueron conformados de manera aleato-
ria. Los animales fueron observados constantemente durante las primeras 4 h, la evaluacion continud
diariamente durante 14 dias. El protocolo de estudio tenia previsto registrar las muertes en las primeras
24 hy cualquier signo clinico durante los 14 dias de observacion, el peso se controlo al inicio y al final

del ensayo. Al sacrificar a los animales, se realiz6 un estudio macroscopico de los érganos.

Las observaciones clinicas a los animales incluyeron: apreciacion del comportamiento y del estado
fisico general; de las mucosas nasales y oculares en busca de secreciones y de la piel y el pelaje, siste-
ma respiratorio, circulatorio, nervioso central y autbnomo, en busca de cambios. Se realizo, ademas, la
palpacion del abdomen, se evalu6 la actividad somato motora y se presto especial atencién a la posible
ocurrencia de signos como temblores, convulsiones, diarrea, letargo, salivacion, suefio y coma. Los

animales se pesaron al inicio del estudio y a los 7 y 14 dias.
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1.5.1 Estudio anatomopatoldgico

El estudio anatomopatoldgico se realiz6 a todos los animales al finalizar el tratamiento. La eutanasia se
realizd mediante sobre dosis de éter, para llevar a cabo las correspondientes observaciones macroscopi-

cas de los siguientes drganos: corazon, pulmones, rifiones, bazo, higado, estdmago e intestino.
1.5.2 Procedencia y atencién a los animales

Todos los animales empleados en este estudio, fueron suministrados por el Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) y mantenidos en cajas de poliuretano-T4 en el
bioterio del Laboratorio Central del Dpto. de Control Biologico del Inst. de Farmacia y Alimentos de la
Universidad de La Habana. Los pardmetros de temperatura y de humedad relativa fueron controlados
(23 °C y entre 50-60 % respectivamente) con periodos de luz-oscuridad de 12 h cada uno, libre acceso
a pienso para ratones y ratas ALYCO ® CMO 1000 y al agua. Se mantuvieron sin alimento, pero con
libre acceso al agua, durante las 12 h antes del estudio. Los estudios se realizaron cumpliendo las guias

de buenas précticas y para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

1.5.3.Procesamiento de los datos: Para el analisis estadistico de los resultados se sometieron a prueba
la hipdtesis de distribucion normal de las variables estudiadas, con este propdsito se utilizo el estadigra-
fo W y se encontrd que se distribuyen normalmente. Entonces se aplico el anélisis de varianza de una
via (ANOVA) para determinar si existian diferencias entre las medias de los grupos. El nivel de signi-
ficacion fue del 5 % (p < 0,05).

1.6 Evaluacién quimico bromatologica de las especies secas en estudio
Una primera fase del Proyecto, después de evaluadas microbioldgica y toxicologicamente las muestras,
fue la caracterizacién bromatoldgica de las especies secas y molidas, seguido de su procesamiento en el

laboratorio con vistas a la identificacion de los metabolitos secundarios.
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Todas las muestras fueron lavadas con agua de mar y separadas manualmente de epifitas y materias extra-

fias, conservandose una parte en congelacion a-20°Cy la otra secandose en estufa a 60°C.

Con las muestras congeladas se prepararon extractos hidroalcohdlicos en proporcion 1:10 a partir de Sar-
gassum fluitans y de Sargassus filipéndula, con etanol a 96° ppa. El extracto fue mantenido con agitacion
en zaranda por 3 dias a temperatura ambiente, pasado este tiempo fueron centrifugados, concentrados

por evaporacion rotatoria a 45°C.

1.6.1 Cuantificacion de los componentes quimicos mayoritarios:

Las algas secas fueron molinadas para su posterior analisis bromatol6gico y los extractos concentrados
fueron analizados mediante los siguientes métodos: Sdlidos totales (para los extractos liquidos) por
secado en estufa a 105 °C hasta peso constante asi como humedad para las algas secas segun BP(2007),
proteinas solubles por método de Lowry et al (1951) y proteinas totales por el método de Kjedhal, azu-
cares totales por el método de Fenol-Sulfirico (Dubois et al, 1956) y lipidos totales por extraccion con
solventes segln Bligh y Dyer (1959) y su cuantificacion colorimétrica por reaccion con dicromato de
potasio en medio &cido segun Craigiey Leigh (1978).

1.7 Determinacion de pigmentos:

1.7.1 Clorofilas a y b en las muestras de Ulva

La determinacion de clorofila total en plantas por colorometria se realizd segun el Método Oficial
940.03 del AOAC (2002). Las muestras previamente pesadas fueron ubicadas en tubos de ensayo con
acetona al 100 % (50 ml por gramo) y homogenizadas en homogenizador Ultra-Turrax T-25 a 1000
rpm por intervalo de 1 minuto. Posteriormente fueron centrifugadas utilizando una centrifuga a 2500

rpm por 10 minutos a 4 °C en centrifuga Janetzki MLW K26D.

Luego fue separado el sobrenadante y se procedio a la lectura de la Absorbancia a 662 nm para la Clo-
rofila a y a 646 nm para la Clorofila b en Espectrofotometro UV-Vis, Shimadzu UV-1201 La cantidad
de pigmentos fue calculado segun las ecuaciones de Lichtentaler y Wellburn (1985).

cl a=11.75 Aceo- 2.350 Aeus
Siendo cl 4: Clorofila a
El experimento se realiz6 por triplicado. Los resultados fueron analizados estadisticamente siguiendo la

prueba de t de Student.
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1.7.2 Determinacion de la presencia de Carotenoides en las tres especies evaluadas:

La determinacion de Carotenos y Xantofilas en plantas secas y mezcla de alimentos se realizd segun el
método espectrofotométrico descrito en Método Oficial 970.64 del AOAC (2000) en el que se utilizo:
Una solucion de extraccion compuesta por n- hexano—acetona—alcohol absoluto-tolueno (10:7: 6:7)

Un adsorbente I: Mezclar con agitador mecanico 1-2h, 1:1 (w/v) Silica gel G (Hidroxido de potasio
metanolico (40%): Disolver 40g de KOH en metanol frio y diluir hasta 100ml con metanol.

Solucion de Sulfato de Sodio anhidro al 10%.

Como eluyentes: (1) Carotenos: Hexano- Acetona (96:4); (2) Pigmentos Monohidroxilados (MHP):
Hexano- Acetona (90:10); (3) Pigmentos Dihidroxilados (DHP): Hexano- Acetona (80:20); (4) Xanto-
filas Totales (TX): Hexano- Acetona- Metanol (80:10:10).

Solucion Estandar de Carotenos a partir de Alcohol absoluto caliente. Secar los cristales hasta peso
constante a 70 °C en horno al vacio. Disolver 0.1241g en 500ml de una mezcla de acetona-Isopropanol
(2:1). (2) Soluciéon de trabajo: 0.04mM. Diluir 20ml de solucion Stock a 500ml con Acetona-
Isopropanol (1:1). Almacenar en lugar oscuro.

Preparacion de la muestra: Moler la muestra hasta que pase por un tamiz No. 40. Pesar exactamente la
porcién de prueba (2g demuestra) en un volumétrico de 100ml; pipetear 30ml de solucion de extraccion
dentro de un frasco, taponear, agitar por 1min.

Saponificacion caliente: (para extraccion rapida y muestras que contengan ésteres xantofilicos). Pipe-
tear 2ml (4ml para 4g de muestra) de KOH metanolico al 40% en un frasco, agitar por 1 min. y colocar
el frasco en un bafio de H,O a 56°C por 20 min. Mezclar en frio y dejar en reposo en la oscuridad 1h.
pipetear 30ml de hexano en el frasco, agitar con movimiento circular suavemente 1min, diluir al volu-
men con una solucién de Sulfato de Sodio 10% y agitar vigorosamente 1min, dejar en reposo en la os-
curidad 1h antes de cromatografiar.

Saponificacion Fria:_Pipetear 2ml de KOH metandlico al 40% dentro del frasco, mezclar y dejar en
reposo aproximadamente 16h. Continuar adicionando hexano como en (a)

Cromatografia: Preparar una columna con el adsorbente | y aplicar vacio al méximo y afadir mas
solvente para dar 7cm de capa. Ponga 2cm de una capa de adsorbente de Na2SO4 anhidro sobre el ad-
sorbente y presione firmemente. Pasar las muestras para la determinacion de Carotenos Totales, las
Xantofilas y para la separacion de pigmentos monohidroxilados de dihidroxilados

Determinacion:
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Medir la absorbancia rapidamente para minimizar la isomerizacion y autoxidacion. Chequear la cali-
bracion del espectrofotometro con la solucion estandar a intervalos de 1nm entre 469 y 479nm si el
valor méximo no es a 474nm, recalibrar el instrumento.

Calculos:
Conc. Carotenos (mg/Lb) = Auze X Agza X f 1196 X b x d x 2,2

Donde:

C.C.:A436X A454X 0,5/19 6 Xl)

(factor de desviacion Shimadzu =0,5, paso Optico=1cm

se partio de 4g de M, aplicacion = 5ml, 50 ml fue la extraccién x factor de dil.) x factor
de dil., para llevar a ug/g se multiplica por 2,2)

1.8 Tamizaje fitoquimico de los extractos

Luego de la preparacion de los extractos, se realizaron diferentes ensayos con reacciones quimicas de
identificacion, mediante cambios de color o formacion de precipitados, para determinar la presencia de
metabolitos secundarios: flavonoides (Shinoda), compuestos fendlicos (cloruro férrico), alcaloides
(Dragendorff y Mayer), saponinas (espuma), triterpenos y esteroides (Liebermann-Buchard), quinonas
(Bortrager), cumarinas (Baljet), aminoacidos (ninhidrina) y aztcares reductores (Fehling), presentes en

ambos extractos, todos referidos por Miranda y Cuellar(1992).

1.9 Alternativa para el aprovechamiento integral de las especies de Sargassum

Como alternativa se procesaron las especies en forma de extracto estandarizado para su validacién con
diferentes actividades farmacoldgicas que avalen su uso como un posible nutracéutico, asi como el
aprovechamiento del material vegetal residual en la obtencion de un polisacarido de la pared con pro-

piedades funcionales importantes como la fucosa. Con este fin se procedio6 segun el Diagrama No. 1.
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Alga Fresca

A 4

A 4 A 4

Secado Conaelacion
v 4
Molinado Extraccion
del Alga Etanol: H20

. Y

. } \

Hidrolisis :
Acida y calor Residuo Extracto
Solido crudo

(Alga seca)
\ 4

Extraccion de Evaluacion Fraccionamiento
Fucoidanos Bioquimica /\
. ., Fraccion Fraccion
con T. Fourier

Fraccionamiento Fraccionamiento
Columna Silica gel Sephadex G50
Act. HPLC SF1 SF2
antioxidante Fracciones
\ 4
Inh. de

proteasa asp.

Diagrama No. 1 Representacion del esquema de trabajo seguido en el procesamiento de las mues-
tras de algas del género Sargassum evaluadas.
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1.9.1 Preparacion de los extractos

Para la evaluacion de las especies de algas estudiadas y a partir de los resultados toxicoldgicos obteni-
dos (en cuanto al nivel de metales pesados y la calidad microbiolégica de las algas frescas y secas) se
prepararon extractos con solucion hidro-alcoholica al 50%, a partir del alga himeda en proporcion
(1:5) por 3 dias a 10 °C, con agitacion continua en zaranda. Los extractos fueron separados de la frac-
cion solida por filtracion con papel y centrifugacion a 1861,5 x g y sometidos a su concentracion por
evaporacion rotatoria al vacio a 45 °C. Por ultimo, secados por liofilizacion para su conservacion y
analisis.

A cada extracto liofilizado se le determin0 previamente el espectro de absorcion UV-visible

1.10 Determinacion de polifenoles en los extractos algales

El procedimiento seguido esta descrito en la Farmacopea Britanica (2007) con el uso del reactivo de
Folin-Ciocalteu en medio basico y la medicion de las sales de de tungsteno y molibdeno, con los anillos
polifendlicos, cuantificable en espectrofotometria UV- visible a 760 nm, referidos a la concentracion de

Pyrogallol como Standard.

1.11 Fraccionamiento de los extractos

Extractos de S. fluitans y S. filipendula:

Los extractos de ambas especies fueron fraccionados por particién con solventes obteniéndose dos
fracciones mayoritarias: una cloroférmica (apolar) y otra acuosa (polar), las cuales fueron concentradas
por evaporacion rotatoriaa e identificadas seguin sus maximos de absorcion en el UV-visible.

Las fracciones acuosas de los extractos de S. filipéndula y S. fluitans fueron sometidas a un fracciona-
miento mediante cromatografia de exclusion molecular previa centrifugacion de los mismos a 3500
rpm X 15min, utilizando las siguientes condiciones de corrida:

Columna de Sephadex G-50 (10*~10° Da) empleando como Fase Mévil el Acido Acético al 0.1M
Cantidad de Muestra aplicada: 20ml

Dimensiones de la columna: 85cm X 2.6cm

Velocidad de flujo: 3 ml/min

Volumen de columna: 451.29ml

Fase Movil: Acido Acético al 0.1 %

Vol. Fracciones: 6 ml/tubo (120 gotas)

Concentracion de la muestra antes de la corrida: 7.25mg/ml
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La absorbancia de las fracciones colectadas fueron leidas en espectrofotometro UV- visible a:675,403,
346y 260 nm

Las fracciones lipidicas de los extractos de las especies de Sargassum fueron caracterizadas por croma-
tografia en columna preparativa de Silica gel utilizando como solventes de elusion tolueno y la mezcla

de tolueno: acido acético 4:1.

Cada una de las sub- fracciones obtenidas se caracterizaron por Cromatografia Liquida de Alta Reso-
lucion (HPLC) en una Columna Phenyl Microsorb MV (Varian) C,g fase reversa de 210 x 2.0 mm a
25°C. Como sistema de solventes se emple6 metanol: agua: acido acético (66:30:4) pH 3-4 (isocratico)
con un flujo de 0.5 ml/min y con otro sistema de separacion con acetonitilo: agua: TFA con un progra-

ma de elusién de 70:30.

A la salida de la columna se detectaron los picos a una A igual a 338, 280, 254 y 210 nm. Como patron
de flavonoide se utilizé la Quercetina disuelta en metanol de acuerdo con lo referido por Greenham et
al (2003). De esta separacion se obtuvieron 4 fracciones actualmente en evaluacion por diferentes sis-
temas espectroscopicos, en dos de las cuales ha sido comprobada su pureza por re-cromatografia en

HPLC con detector de luz evaporativa (ELSD siglas en inglés).

1.12 Extraccidn y caracterizacion del polisacarido tipo fucoidano

Para caracterizar esta fraccion, se realizo la obtencion segun el método de Percival, (1968) y caracteri-
zacion polarimétrica segun Fajer et al, (2008) y por espectroscopia IR con Transformada de Fourier del
monosacarido L-fucosa, obtenido a partir de la pared celular de las especies del género Sargassum y
con importancia nutracéutica por sus propiedades terapéuticas y nutricionales formando parte de la

fibra dietética.
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1.13 Ensayo para determinar los efectos antioxidantes “in vitro”.

1.13.1 Capacidad capturadora del radical DPPH*,

El radical DPPH* (1,1-difenil-2-picrilhidracil es un radical estable con un maximo de absorcion espec-
trofotométrico a 517 nm, este radical puede aceptar protones donados por entidades antioxidantes y
convertirse en su forma no radicalaria que no absorbe a esa longitud de onda.

Este ensayo se realiza de acuerdo a la metodologia descrita por Goupy et al (1999). Los extractos liofi-
lizados fueron disueltos en H,O destilada y luego se agregan a igual volumen de una solucion de
DPPH* (60 uM) de manera tal que se alcance en el medio de incubacién concentraciones entre 1y 0,05
mg.mL™. A partir de este momento se mide la disminucion de la absorbancia continuamente hasta al-
canzar una lectura estable. Se determina el porcentaje de disminucién en comparacion con el valor
inicial y se construye una curva dosis respuesta a partir de la cual se calcula el valor de concentracion

inhibitoria media (Clsp) utilizando el paquete estadistico Origin version 6.0.

1.13.2 Determinacion de la inhibicion de la peroxidacidn lipidica espontanea en homogenato de
cerebro.

Para determinar el efecto del extracto crudo de Ulva fasciata sobre la inhibicion de la lipoperoxidacion
se empled el método de Ohkawa et al. (1979), a partir de un homogenato de cerebro usado como sus-
trato de la reaccion por contener una fraccion importante de lipidos susceptibles de peroxidarse espon-
taneamente, y obtenerse el malondialdehido (MDA) (un producto derivado de la reaccion oxidativa)
que puede ser medido en su forma libre por su reaccion con determinados croméforos como el acido
tiobarbitdrico (TBA), al reaccionar con el MDA en una relacion molar de 2:1 para formar un compues-
to de coloracion rosada con un maximo de absorcion entre 530 y 535 nm. El extracto crudo inhibira la
formacion de MDA en medida proporcional a su capacidad antioxidante y a la concentracion de forma
tal que se puede determinar la relacion matematica de esa dependencia y a partir de ella la concentra-
cion necesaria para alcanzar el poder antioxidante deseado segun la aplicacion prevista.

1.13.3 Medicidn de la actividad inhibitoria de proteasas

La actividad inhibitoria de proteasas se realizd segun el método de actividad enzimatica de Anson
utilizando como sustrato la hemoglobina bovina desnaturalizada y como enzima la pepsina para medir
el grado de inhibicion de su accion se realiz6 la cuantificacion de la proteina soluble residual por el

método colorimetrico de Lowry et al (1956)
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1.14 Ensayo para determinar los efectos farmacoldgicos*“in vivo™.

1.14.1 Evaluacion de los efectos neuroprotectores del extracto hidro-etanolico de Sargassum flui-
tans

Animales y tratamiento.

Los experimentos conductuales fueron realizados en 40 ratones de la linea OF;, machos y de (18-22) g
de peso corporal, provenientes del CENPALAB. Los animales se adaptaron a condiciones de laborato-
rio durante los 7 dias previos al inicio de experimento, con alimentacion estandar suministrada por el
CENPALAB, y ciclos de oscuridad/iluminacion de 12 h. Para evaluar el efecto del extracto de S flui-
tans (colecta de enero del 2007) se utilizaron 4 grupos experimentales de 10 animales cada uno, que
comprendian tres grupos tratados con el extracto a dosis de 40, 100 y 400 mg.kg™ respectivamente, y
un grupo control tratado con vehiculo. Los tratamientos se administraron por via intraperitoneal (ip), 1
hora antes de comenzar el experimento, a un volumen de 0.01 mL.g™* de peso corporal. El extracto fue
preparado en vehiculo Tween/agua al 10%. Los animales se mantuvieron, al menos 1 dia previo al ex-
perimento y durante el ensayo, en una habitacion aislada de ruidos externos y a temperatura controlada
de alrededor de 25 °C, con libre acceso al agua y a la comida. Dos horas antes del inicio del experimen-

to se les retir6 el agua y la comida. Todos los experimentos se realizaron entre las 8 a.m.y lal p.m.

Se empled la metodologia andloga a la descrita por Marcaida et al. (1992) y Kitano et al. (2004). Para
ello, cada animal fue administrado por via ip con una solucion de Cloruro de Amonio, de tal manera
que se garantizara la administracion de 12 mmol. kg™ a cada animal. Se determiné el tiempo de inicio
de la primera convulsién (latencia) y el nimero de muertes en cada grupo experimental, para lo cual se
observaron los animales durante un periodo méximo de 25 minutos posteriores a la administracion del

agente neurotoxico.

1.14.2 Evaluacion de los efectos analgésico y antiedematoso del extracto de Sargassum fluitans.

Se evaluaron los efectos analgésico y antiedematoso del extracto de Sargassum fluitans en un modelo

de dolor y un ensayo de edema de la oreja.

Modelos empleados:
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Contorsiones inducidas por 4cido acético en ratén: Se utilizé el modelo de Collier, et al. (1968). El

extracto se administrd intraperitonealmente en dosis de 10, 20 y 50 mg.kg™.

Edema de la oreja del raton inducido por aceite de croto: Se utiliz6 el modelo de Tubaro et al.

(1986). El extracto se administré via intraperitoneal a las dosis de 10, 20 y 50 mg.kg™.

Procesamiento estadistico:Para el célculo del porcentaje de inhibicidn en los modelos in vivo se utiliz6

la siguiente férmula

(Cr-Tr)
% de inhibicion = x 100
(Cr)
Cr: animales controles Tr: animales tratados
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2 Resultados y Discusion:

Tarea No. 2.1 Evaluacion de la disponibilidad biologica de la(s) especies de algas
seleccionadas como materia prima.

Las especies de Sargassum observadas y colectadas para herborizar fueron:

Especies pelagicas : Sargassum fluitans y Sargassum natans.

Especies bentdnicas (viven fijas al fondo): Sargassum pteopleuron, Sargassum polyceratum, Sargas-

sum filipéndula, Sargassum platycarpum y Sargassum vulgare.

Se observo que a partir de los cambios otofiales: revoltura, oleaje, primeros frentes frios débiles, co-
menzo6 a aparecer Sargassum en la linea de la costa de la playa. Primero las especies de Sargassum
bentdnicas, a partir de Octubre y que estuvo arribando hasta el mes de Agosto, en pequefias cantidades.
Primeramente mayoritaria la muestra esta compuesta por S. platycarpum, se vuelve muy abundante.
Esta especie prefiere aguas movidas y los oleajes fuertes las desprenden. Sargassum pteropleuron fue
observado de mayor talla y abundante viviendo en aguas calmas someras de la laguna arrecifal del R.
de Guanabo, sobre fondo duro.

A partir de Febrero 2007 comenzaron los reportes de las especies de Sargassum pelégicas, condiciona-
das a las variables meteoroldgicas. En la temporada invernal 2006-2007 los frentes frios fueron demo-
rados o tardios y no muy fuertes. Primero aparecid S. fluitans en la muestra, muy abundante y a partir
del mes de abril, S. natans en una abundancia entre el 10 al 20 % en la muestra.

De estas especies se colectaron alrededor de 100 kg por dia por 10 m lineal de costa en la época de

arribazon para su evaluacion quimica y bromatologica.

Los resultados de los rendimientos obtenidos a partir de cada etapa se calculan los rendimientos por
etapas tal y como aparece en la Tabla No. 1.

Tabla No. I: Rendimientos por etapas obtenidos a partir del procesamiento de 92,6 Kg. de algas del
género Sargassum sp de arribazon

Etapas Peso del alga Rendimiento Humedad de los
(Kg) productos (n=3)
Inicio(alga fresca) 92,60 100 % 88,26 + 0.8
Lavado y seleccién 78,80 (S. fluitans) 85,10 %
13,8 (S. flilipendula) 14,90 %
Secado (65 °C) 5,468 (S. fluitans) 6,94 % 8,42 + 0,03
Molinado (2,30 mm) 1,701 (S. flilipendula) 12,36 %
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Como se observa existe un rendimiento superior para la especie S. filipéndula posiblemente li-
gado a sus caracteristicas morfologicas con ramas mas frondosas y menos estructuras
flotadoras que S. fluitans, sin embargo estos datos posibilitan el conocimiento de un in-

dicador importante para la produccion de polvo de algas de ser posible su obtencion.

Tarea No. 2-Evaluacion de la calidad microbioldgica y toxicoldgica de la(s) mate-
rias primas.

En la Tabla Il aparecen los resultados obtenidos del analisis microbioldgico de las muestras frescas
reciéen colectadas como se observa los resultados obtenidos confirman la existencia de algunas colonias

de Salmonella sp, género de mo patdgeno, pero que pudiera desaparecer con la coccion del producto.

Tabla Il Comparacién entre los limites establecidos por la Norma chilena de alimentos frescos y los
resultados del procesamiento de las muestras de Sargassum sp.

Requisito Norma Resultados de los

Medio de cultivo Determinacion :
Alimentos muestreos

Agar Mac Conkey | Enterobacteriaceas | Ausenciade E.colienlg | 4565*10° UFCl/g

Agar SS modifica- | Salmonellay Shi-

Ausenciaen 25g Presencia
do gella

Tabla I11.
Comparacion entre los limites establecidos por la Norma chilena de alimentos y los resultados del
procesamiento de las muestras secas de Sargassum sp.

Medio de cultivo Determinacion Requisito Norma Resultados del
Alimentos muestreo
Agar Sabouraud Dextrosa | Hongos/Levaduras totales Méximo 10 ° UFC/g 9*10 > UFCl/g
Agar Mac Conkey Enterobacteriaceas Ausenciade E.colienlg | 4,5*10 . UFC/g
Agar SS modificado Salmonella y Shigella Ausenciaen 25g Ausencia

Como se aprecia en la Tabla Il las muestras secas de Sargassum sp. presentaron indices superiores de
hongos y levaduras totales asi como de Enterobacteriaceas respecto a lo que establece la norma consi-
derada. Los géneros Salmonella y Shigella no se manifestaron en las mismas. Dichas muestras no se
encontraron aptas para el consumo humano

En las muestras frescas de Sargassum sp. se encontraron contaminantes microbiol6gicos que no permi-

ten su consumo como alimento fresco a menos que se sometan a un proceso para su eliminacion .
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Las muestras frescas y las muestras secas de Sargassum sp. Colectadas en las Playas del Este, especifi-

camente en Guanabo, no se encuentran aptas para el consumo humano.

Tabla IV. Comparacion entre los limites establecidos por la Norma chilena de Alimentos y los
resultados del procesamiento de muestras de Sargassum fluitans y Sargassum filipendula congela-
das.

Resultados de las muestras

Medio de cul- o Requisito Norma Ali- Sargassum Sargassum fili-
. Determinacion .
tivo mentos Congelados fluitans pendula
Agar Conteo en | Mesofilos aerobios - 4 9 x 10° col/g 3
Placas totales Méaximo 10 “UFCl/g 6 x 10” col/g
2 )
Agar Mac Con- Enterobacteriaceas 10" de E. coli 3x10° col/g 2 x 10 col/g
key enlg
Agar SS modi- | Salmonellay Shi- Ausenciaen1g Ausentes Ausentes

ficado gella

Las muestras congeladas de S. fluitans y S. filipendula presentaron niveles aceptables de mesoéfilos ae-
robios, ausencia de los géneros Salmonella y Shigella y niveles superiores de Enterobacteriaceas res-
pecto a los limites establecidos por la norma. Aunque los indices fueron inferiores para la especie S.

filipendula, ninguna de las dos se encuentra apta para el consumo humano.

Se recomienda realizar el andlisis microbiologico en cada muestreo para confirmar los resultados obte-
nidos y sera un parametro de control higiénico- sanitario de esta especie. Someter a las muestras hu-
medas a un proceso de lavado y desinfeccidn riguroso ya que los beneficios del lavado y de la congela-
cién en el conteo microbiolégico, pudieron observarse en las especies sometidas a congelacion, se pier-

dan sus propiedades nutricionales.

Evaluacion microbioldgica de la especie Ulva fasciata
Las muestras de Ulva fasciata fueron colectadas en una zona aledafia al Rio Quibu en el mes de junio

del 2009 y fueron procesadas en fresco.

Tabla V. Comparacién entre los limites establecidos por la Norma chilena de Alimentos y los re-
sultados del procesamiento de la muestra fresca de Ulva fasciata.

. . L Requisito Norma Alimentos | Resultados de las mues-
Medio de cultivo Determinacion .
Frescos tras de Ulva fasciata
Agar Mac Conkey | Enterobacteriaceas 10%deE. colien 1 g 5 x 10° col/g
Agar SS modificado Salmogzllllgy Shi- Ausenciaen 1 g Ausentes
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Las muestras frescas de Ulva fasciata presentaron indices ligeramente superiores a los establecidos

para alimentos frescos por la norma chilena, sin embargo no fue detectada la presencia de los géneros

Salmonella y Shigella. De acuerdo a lo anteriormente explicado dichas muestras no se encuentran aptas

para el consumo humano.

Evaluacion de los metales pesados en las muestras evaluadas

En las Tablas VI y VII aparecen los niveles de metales pesados de las muestras es estudio. Como se
observa existen valores que estdn muy por encima de lo aceptado por la FAO para un alimento como

fue el caso del Pb en uno de los muestreos de Playas del Este

Tabla No. VI Niveles de metales pesados de S. fluitans y S. filipendula en base de cenizas de la colec-

ta de enero del 2007 y enero del 2008 en playas del Este (n=3)

S. fluitans (enero2007) |

S. filipéndula (enero 08)

Metales pesados

Conc. Media £ DS

Metales pesados

Conc. Media + DS

(ug/g) (ug/g)
Fe 32.895 + 1,07
Cu 6,301+ 0,33
Cd 0,627+ 0,14
Pb 0,228 £0,08 Pb 22,2
Zn 32,719+ 11,32
Mn 7,675+0,13
Ni 5.043 £ 0.68
Al 89,86 + 10,69
Cenizas (%) 81, 54

Tabla No. VII Concentracién de metales en las muestras de Ulva fasciata

Metal Estaciones de colecta
*t Playa Malecon Rio
Bacuranao Quibu
Mayo
Zn 18.95+9.20 41.56+16.8 50.70+10.79
Mn 426+0.78 1255+2.77 30.52+2.19
Ni 254+009 120+064 0.89+0.11
Al 18.00+1.75 35.89+7.10 91.95+4.23
Fe 0.95+ 0.61 71.86+£7.12 149.06 +7.92
Cd 042+024 060+£0.06 0.92+0.10
Pb 0.12+006 0.60+0.23 0.87 +0.07
Cu 020+£0.05 6.30+£0.72 9.16+1.62
Diciembre

Zn 9.65+226 37.49+3.94 50.49+12.42
Mn 1.05+021 7.75+393 20.73%+1.23
Ni 025+001 031+021 0.65+0.13
Al 1891+3.36 3156+3.13 44.85+7.68
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Fe 0.60+0.14  45.95+8.48 87.36+4.94
Cd 031+£018 042%+0.02 0.76 £0.02
Pb 005+£0.03 0.34+015 0.74+0.29
Cu 0.03+£0.02 4.84+095 5.52+0.03
* Valores expresados como media £ ds de 3 analisis
T Valores expresados como pg.g™* en cenizas

Se ha demostrado que las algas responden a la presencia de metales pesados con la induccion de nume-
rosos antioxidantes, incluyendo varias enzimas tales como son: stperoxido dismutasa, catalasa, gluta-
tion peroxidasa y ascorbato peroxidasa, asi como con la sintesis de compuestos de bajo peso molecular
tales como los carotenoides y el glutation. Como se observa en la Tabla No. VI existen diferencias en el
contenido de Pb para las especies de arribazon colectadas en dos afios de colecta lo que se observa
también en U. fasciata, donde el contenido de Pb de las muestras de rio Quibu son superiores en ambas
épocas de colecta.

Para altos niveles de contaminacion metalica el dafio celular en las algas se produce debido a que los
niveles de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) exceden la capacidad de la célula a sobrellevar el
estrés. A niveles bajos de contaminacion metalica las algas pueden acumular los metales pesados y
pasarlos a organismos con otro nivel de eutrofizacion, tal como moluscos, crustaceos y peces. Las célu-
las de dichas algas han desarrollado una serie de mecanismos de proteccion en presencia de las ERO,
que sirven para removerlos. Estos mecanismos se relacionan con la formacion de compuestos antioxi-
dantes que pueden ser de bajo peso molecular, tales como los compuestos fenolicos, ascorbato, flavo-
noides, tocoferoles y carotenoides, asi como enzimas catalizadoras de alto peso molecular.

El efecto de los metales pesados en el metabolismo de las ERO en las algas es variado, en algunos ca-
sos los metales pesados causan un incremento de la oxidacion de las proteinas y los lipidos, incremen-
tando los niveles de superdxido dismutasa y carotenos y disminuyendo los niveles de glutation reduci-
do (Contreras et al, 2005)

Estudio de toxicidad aguda

Los extractos y el alga seca (2 000 mg de solidos totales/kg p.0.) no causaron muerte, signos clinicos,
ni dafios macroscopicos en el estudio de Clases Tdxicas Agudas en los animales. EI aumento de peso
fue el esperado para las ratas y no hubo diferencia significativa entre los tratados con ninguno de los 2
extractos en relacion con los controles (figuras 5-8). No existen guias establecidas para evaluar la toxi-
cidad aguda de las plantas medicinales y de los posibles nutraceutico sin embargo, la empleada en este
trabajo establece que la dosis maxima debe ser 2 g/kg para los principios activos y se dice que no clasi-

fica como toxico (ATCO) cuando no causa muertes. (Schlede et al, 1992).
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A partir de los resultados obtenidos en el cumplimiento de este Objetivo se decidi6 procesar las espe-
cies de Sargassum sp. para la obtencidn de extractos hidro- alcohdlicos y de fucosa

Tarea 3- Evaluacion de la composicion bromatoldgica y de la naturaleza quimica
de los principios activos en la(s) materias primas y en el producto final

Tabla No. VIII Composicién bromatolégica de S. fluitans y S. filipéndula y de los extractos corres-
pondientes.

Especies Sargassum  Sargassum fili-

fluitans péndula

SETERERCEIEE  geom 6 Es 23.86

(%)

0

AU (705 6.30 + 0.11 10.0+0.01

DS)

Rango de los Lipi-

dos (%) 0.46 - 0.92 0. 32-0.42

Rango de Proteinas 7 14 739 7.24-8.15

(%)

Hidratos de Car- 65.26- 70.32

bono (%) 66.21-67.87

Caracterizacion de los extractos

Proteinas solubles

%) 6.64 + 0.6 7.06 +0.14
Carbohidratos (%) 31.00 + 1.25 35.12+0.1
Lipidos (%) 2.77+0.1 2.45+0.15
Polifenoles (mg %)  23.38+1.35 28.12+0.1

Tabla No. IX Contenido de proteinas, carbohidratos, polifenoles y clorofila a en los extracto de Ulva
fasciata

Estaciones Proteinas Azlcares Relacion Polifenoles Clorofilaa

de colecta Soluble Totales Proteina: (ug.gH+SD (ng.gh)+SD

(mg.g™t) + (m.g')£SD  Carbohidratos
SD
Mayo

Bacuranao 1.30 +0.04 29.66 = 0.02 0,044 a 3.80+0.24 17.35+0.68

Malecén 3.71+£0.13 22.20 £ 0.05 0,167 b 5.17 £ 0.07 9.63+£0.33
Rio Quibu 11.45+0.12 17.42 +£0.07 0,543 ¢ 5.25+0.09 6.22 £0.25

Diciembre

Bacuranao 0.90+0.08 28.36 = 0.08 0,032d 0.91 +0.07 13.66 + 0.67

Malecon 2.17+£0.12 27.50 £ 0.07 0,079 e 1.30 £ 0.01 8.35+0.13
Rio Quibu 7.45+0.29 23.85+0.02 0,312 f 1.32 +0.03 4,75+ 0.38
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El estudio bromatoldgico de las especies secas muestra el predominio de la fraccion polisacaridica por
sobre el resto de las fracciones como se observa en la Tabla VIII, mientras que en los extractos debido

al sistema de extraccién empleado se obtiene también esta fraccion como mayoritaria.

En U. fasciata se observa similar comportamiento pero el predominio de la fraccion proteica en las
muestras colectadas en las orillas del rio Quibu zona con alto grado de eutrofizacion debido al aporte
de nutrientes de esta zona. La caracterizacion hidroquimica en el area cercana al rio Quibu referida por
Montalvo et al (1998) y Montalvo et al (2001) confirman la contaminacion por materia organica pro-

cedente del rio, sobre todo en época de lluvia.

Estos resultados infieren que la disponibilidad de nutrientes influye en la cantidad de biomasa existen-
te, porque es probable que también dependa de otros factores como la disponibilidad de sustrato y el
movimiento del agua, o la interaccion de todos, confirmado en el estudio realizado por Cano et al
(1999) y Cano (2008), cuando al evaluar la abundancia relativa (porcentaje de cobertura) de Ulva fas-

ciata demuestra que el porcentaje de cobertura tiene una correlacién significativa con el sustrato.

Tamizaje fitoquimico de los extractos:

En la Tabla No. X aparece la composicion fitoquimica de las especies de Sargassum comprendidas en
este estudio.

Tabla No.X Caracterizacion fitoquimica de los metabolitos secundarios

Sargassum. Sargassum. Sargassum Sargassum Sargassum
Metabolitos fluitans filipéndula filipendula filipendula  filipéndula.
secundarios Enero07 Enero08 Fraccion Fracciéon Fraccion

Acuosa Etandlica Apolar

Alcaloides
(Dragendorff) ) () () (*) )
Saponinas
eooum) () (+++) (+++) (++) (nd)
Fenoles
(Fe Cl.) (++) (+++) (+++) () (nd)
Aminoacidos
(Ninhidrina) ) (nd) (nd) (nd) (nd)
Flavonoides
(Shinouda) (++) (+++) (+++) (') (nd)
Triterpenos ) (+) (nd) (nd) (++)
Carotenoides (+) (+) (nd) (nd) (+)
Aceites esencia- () () (nd) (nd) ()
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les

g;lrg;””as (nd) ©) (nd) () )
Azucares reduc-

fores (nd) ) ) () (nd)
Quinonas (nd) Q) (nd) ) (nd)
Clicosidos Car- (nd) ® (nd) 0 (nd)
Mucilagos (nd) (+) (+) (nd) (nd)

El estudio fitoquimico mostr6 diferencia entre los grupos quimicos de metabolitos secundarios presen-

tes en los extractos hidro-alcoholico de S. filipendula en diferentes fechas y sus fracciones.

En el extracto fluido etanolico al 50 %, fueron detectados tres grupos de compuestos: flavonoides, los
polifenoles y las saponinas en el extracto total y en las fracciones polares mientras que en la fraccion
apolar son predominantes los carotenoides y los triterpenos. Esta diferencia pudiera explicarse, princi-

palmente por la desigualdad de polaridad del etanol al 50 % respecto al agua.

En la se observa el perfil fitoquimico del extracto y las fracciones de la especie S. filipendula. Es pre-
dominante la presencia de saponinas, fenoles y flavonoides en ambas especies, y la proporcién mayori-
taria de la fraccion polisacaridica en esta especie, lo que le confiere importancia desde el punto de vista

dietético.
Evaluacion de los pigmentos antioxidantes: Clorofilas y Carotenoides

Las clorofilas al igual que los carotenoides son pigmentos fotosintéticos con actividad antioxidante.
Los carotenos como precursores de la vitamina A, son indispensables para el crecimiento, la vista y la
piel. Entre ellos se destacan los carotenoides los B, a, y - carotenos. Su mecanismo de accién como
agente protector de la célula se basa en su capacidad para actuar como agente fotoprotector frente a los
efectos perjudiciales de la luz, oxigeno y pigmentos fotosensibles , y en su actuacion como compuestos
reactivos frente a los radicales libres de oxigeno (RLO) responsables del estrés oxidativo celular . EI -
caroteno es un potente antioxidante que al contrario que la vitamina A no presenta toxicidad conocida
en altas concentraciones. Los - carotenos tienen un efecto protector frente a ciertos tipos de cancer y
enfermedades cardiovasculares. En la Tabla No. XI aparecen los resultados obtenidos en la cuantifica-
cién de los carotenos en las especies en estudio lo que le confiere un lato valor nutricional y explica en

parte su comportamiento como antioxidante.
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Los resultados de otras investigaciones sugieren también el efecto protector de los B-carotenos sobre el
desarrollo de tumores cutaneos inducidos por carcindgenos quimicos o por radiacion UV, el tratamien-
to de la psoriasis con la vitamina A asi como el efecto beneficioso de la vitamina C, Ay E en el proce-
so de reparacion de tejidos (cicatrizacién de heridas).

Estas vitaminas antioxidantes (en forma de suplementos) pueden suponer una estrategia terapéutica
para tratar los trastornos dermatologicos relacionados con el estrés oxidativo (Entrala Bueno, 1999).

http://www.biomarine.co.za/mainsea.htm

Tabla No. XI Concentracion de Carotenoides en las muestras estudiadas:

Con Silica gel como adsorbente Carot. (ug/g) MHP(ug/g) DHP(ug/g) XT ug/g
Sargassum fluitans (seca y pulverizada) 0.917 0.889 1.439 8.398
Sargassum filipéndula (seca y pulverizada) 7.764 1.717 1.280 10.909
Sargassum fluitans (muestra himeda) 0.000 0.000 1.820 5.524
Ulva fasciata (muestra seca) 2.225

Abs.

1.6 4

14 ]

5. fluitans seco
B3 filipendula seco

| @5 fluitansfresco

0,8 1T L
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N | % =
615 536

666

e

409 333
mn

Fig. No. 1 Maximos de absorcion UV-visible de los extractos apolares de las muestras de Sargassum sp en
estudio

En la Fig. No. 1 se observan los compuestos mayoritarios de las fracciones apolares de las dos especies
en estudio donde se pudo comprobar el predominio de sefiales a 432 y 409 nm en altas concentraciones
en los extractos que se prepararon a partir de las especies secas, ambas sefiales son caracteristicas de
estructuras polinucleadas del tipo de los terpenos, lo que concuerda con el resultado del tamizaje fito-

quimico.
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Determinacion de la concentracion de polifenoles en los extractos algales

Tabla No. X1l Concentracion de polifenoles en los diferentes extractos preparados con S. fluitans

Conc Conc de Polifenoles

Muestras DO 760nm Conc.mg/ml | Dilucién | mg/ml (mg %)
Extracto S. flui- |0.189 0.048 |0.047 01:50 2.35 7.05
tans (enero/07) ]0.181 0.046
Extracto 0.115 | 0.029 0.031 01:50 1.55 4.65
S. fluitans (seca- | 0.125 | 0.032
do por spray)
S. fluitans-
Metanol 0.367 | 0.0466 0.046 1:2 0.62
Sargassum flui-
tans (enero/08) 0.127 | 0.137 51.9 50 1.038 14.14

Fig. No 2 Resultados de la cromatografia de las sub-fracciones de la fraccion apolar de S. fluitans por
HPLC, sistema de solventes acetonitrilo: agua —TFA isocratico, lectura de la DO a 338 nm
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Fig. 3 Cromatograma obtenido de la separacion por HPLC de la fraccion apolar F2-5 de S. fluitans.
Utilizando metanol como solvente de corrida y las siguientes condiciones: Volumen de Inyeccion:
20.00 ul Tiempo de Corrida: 60.0 min.Channel: PDA 210.0 nm; ELSD PDA 210.0 nm

Channel: PDA 254.0 nm; ELSD PDA 254.0 nm Channel: PDA 280.0 nm; ELSD PDA 280.0 nm

DO

2.5 1

1.5 1

0.5 1

0
FraccioneslO

346nm =#%=303nm

——280nm —®-254nm

50 60 70 80 90

i‘l’::;EJ\"Oerf|I‘ﬁ,"lf‘:;’r’n’::::;raflco de

Fracciones

Sephadex G-50, FM: Acido Acético 1%.

100 116 126 141 151 162 172

la Fraccion gcuosa del 5! Ens en co Lnna de

31



En la Tabla XII aparecen los resultados del contenido de polifenoles totales de la especie S. fluitans,
como se puede observar hay diferencias en su concentracion con relacion a | método de secado y de
extraccion no obstante su presencia es confirmada en el cromatograma de las Fig. 2 donde se obtu-

VO un pico con alto grado de pureza y otro pequefio de menor concentracion que por su absorbancia

a 338 nm pueden ser identificados como flavonoides. El resultado del cromatograma de la Fig. 3,
coincide con el obtenido en la Fig. 2, ya que aparece una sefial a los 20 min de tiempo de retencion

y otra sefial a los 45 min. Que absorben a las 3 A (210, 254 y 280 nm) absorcion caracteristica de
anillos aromaticos.

Entre los polifenoles, los flavonoides constituyen el grupo mas importante, e incluye a mas de 5000
compuestos bien identificados (Harbourne, 1986). Todos los flavonoides poseen una estructura de
tres anillos consistentes en dos centros aromaticos (Anillos A 'y B) y un heterociclo oxigenado cen-
tral (anillo C), y estan tipicamente conjugados a azlcares (Gee y Johnson; 2001) . Han sido clasifi-
cados en seis subgrupos: flavonoles, flavonas, flavononas, isoflavonas, antocianinas y catequinas .

Esta estructura bésica de los flavonoides es compartida por los tocoferoles (vitamina E), los anti-
oxidantes naturales de mayor potencia reconocida, y parece ser requerida por su actividad, tanto
antioxidante como antiproliferativa (Middleton y Kandaswami , 2000).

Los flavonoides estan presentes principalmente en alimentos de origen vegetal y han atraido mucho la
atencion en relacion con su capacidad de prevenir enfermedades. Su capacidad antioxidante, al menos
parcialmente, es responsable de su efecto potencial beneficioso a la salud, pues el estrés oxidativo con-

duce a una variedad de condiciones

En la Fig. 4 se muestra el cromatograma obtenido de la separacion de la fraccion acuosa de S. fluitans,
como se observa aparecen dos fracciones predominantes y otras mas pequefias que difieren en sus pe-
sos moleculares mas que en su composicion quimica formada por proteinas solubles y carbohidratos

Lo que aparece reflejadoen la Tabla No. XIII.

En el Fig. No. 5 aparece el cromatograma obtenido a partir de la fraccion acuosa de S. filipéndula, muy
similar al de S. fluitans, con la presencia de 2 fracciones bien identificadas con similitud de voliumenes
de salida de la columna lo que implica semejanza en sus pesos moleculares. Ambas especies de igual
género y que forman parte importante de las arribazones que llegan a las costas cubanas manifiestan
igualdad en la mayoria de sus componentes lo que da idea de las posibilidades de su utilizacion conjun-

ta.
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Fig. No.5. Cromatograma obtenido de la separacion en columna de Sephadez G-59 de la fraccion acuo-
sa de S. filipéndula

Tabla No. XII Caracterizacion de las fracciones de S. fluitans obtenidas por Sephadex G-50

Fraccion Conc.proteina soluble Conc. Pesos Molecular aproximado
(ng/ml) carbohidratos (kDa)
(mg/ml)
| 6.20 4.24 32.05
I 1.30 2.24 6.21
Il 71.0 2.74 4.38
v 8.80 3.74 1.39
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Cuantificacion del contenido de fucosa.

Se aislaron y purificaron 23.269 de fucosa identificada como tal por la reaccion con Resorcinol se de-

termind el por ciento real de fucosa en la muestra aislada que fue de 48.4% como promedio, con un

rendimiento de 11.26% y su identificacion por IRTF.
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Fig. No.6 Espectro IR con Transformada de Fourier del mono sacarido tipo fucosa extraido de S. fili-
péndulay S. fluitans
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Fig. No. 7 Evaluacion polarimétrica de la fucosa extraida de S. fluitans a partir del residuo de la produccién del
extracto (se observa su caracter levogiro)Se conoce ahora que los compuestos glico-conjugados de fucosa
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(como glicoprotenas y glicolipidos) es una parte esencial de eliminar o invertir los tales procesos de la
enfermedad como el cancer, inflamacion, e inmunidad. Se encuentran las concentraciones de fucosa en
zonas del organismo humano como:

a) En las uniones entre los nervios, implicando que una deficiencia pudiera afectar las transmisiones
sinapticas.

b) En los microtubulos del rifion humano, indicando la necesidad vital por este monosacarido para el
funcionamiento apropiado del rifidn.

c) En los testiculos, sugiriendo que juega un papel importante en la reproduccion;

d) En la capa exterior de piel donde esta involucrado en la hidratacion superficial.

La fucosa esta involucrada en la transmision neuronal en el cerebro. Segun los estudios realizados,
(Berteau y Mulloy, 2003) es conocida la influencia de la fucosa en el desarrollo del cerebro y su parti-
cipacion en el mejoramiento de la habilidad del cerebro de crear los recuerdos a largo plazo. Varios
estudios han mostrado que, inhibiendo la proteina enlazada a la Fucosa, se desarrolla amnesia en los
animales. También es un poderoso inmuno-modulador. Esta distribuida en macrofagos que son extre-
mamente importantes en la actividad inmune. Ha habido numerosos beneficios bien documentados para
su necesidad en la funcion inmune, sobre todo el de un sistema inmunoldgico hiperactivo, la causa de
desordenes auto inmunes. La fucosa es particularmente activa en las enfermedades inflamatorias y tiene
la habilidad de suprimir las llamadas reacciones superficiales alérgicas como la dermatitis por contacto.
Asi mismo, la fucosa y otro azlcar esencial, la manosa, tienen la habilidad de eliminar bacterias y
ayuda en la fortificacion de la resistencia a la infeccion. Esto es particularmente evidente en las células
respiratorias. Investigadores que inyectaron fucosa en animales del laboratorio encontraron un posible
tratamiento para el cancer de mama. U-fucoidano, un polisacarido complejo encontrado en el alga ma-
rina parda, pudo matar las células de cancer in vitro dentro de 72 horas. Es interesante sefialar que la
destruccion era auto-inducida (por apoptosis), sugiriendo que los azlcares pudieron dafiar el ADN den-
tro de cada célula de cancer a través de accion enzimatica. También la fucosa puede encontrarse en los

antigenos de células de la sangre que estan involucrados en la determinacion del grupo sanguineo.
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Tarea No. 4 Evaluacion de las propiedades farmacoldgicas y la actividad antioxidante de la(s)
especies incluidas en el estudio.

En la Tabla No. XIV se observa el comportamiento de la actividad antioxidante de los extractos de
U.fasciata de las difernetes zonas y épocas de colecta por dos sistemas diferentes, tal y como se puede
observar el poder antioxidante de las algas del rio Quibu es superior a las algas de las restantes zonas lo
que se explica tambien por el nivel de los metales pesados y de polifenoles detectados en esta especie

colectada de esta zona.

Tabla No.XIV Actividad antioxidante de los extractos de U. fasciata de diferentes procedencias

Estationes Inhibicion de la per- DPPH
De colecta oxidacion lipidica en  Scavenged
homogenado de ce-
rebro
ICso ECso
(ng.mlI™) (ng.mlI™)
Mayo
Bacuranao 290 62.0
Malecon 124 132.0
Quibu 19 50.60
Diciembre
Bacuranao 360 nd
Malecon 129 nd
Quibu 25 nd

Los radicales libres (RL) son especies quimicas altamente reactivas que contienen uno o mas electro-
nes no pareados en su orbital mas externo. En los sistemas vivos atacan a moléculas estables de la
célula para atraer hacia si un electron, generando un nuevo radical libre. Estas estructuras circulan por
el organismo y tienen acceso a todos los 6rganos y tejidos de ahi que constituyan un peligro potencial.
Las Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) incluyen a los radicales libres y a moléculas derivadas del
oxigeno con una elevada reactividad. Las EROs mas comunes y de mayor importancia biolégica son
las siguientes: Oxigeno singlete (*O5), hidroxilo (HO®), peroxilo (RO®), anién superéxido (0,"), peré-
xido de hidrogeno (H.0O>) y el acido hipocloroso (HOCI).

Esta actividad del extracto de S. filipéndula se observa en la Tabla XV y en la Fig. 8 como se puede
apreciar el alto contenido de polifenoles en esta especie asi como de Pb ya referido pudieron contribuir

al desarrollo de esta capacidad en el extracto de esta especie con una IC50 de 25.8 mg /ml.
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Tabla No. XV Contenido de polifenoles y actividad antioxidante expresada como habilidad de cap-
tura del radical DPPH del extracto crudo de Sargassum filipendula.

Contenido de ICsp ECsg Tecso AE
polifenoles | (mg/ml) (mgDPPH/mg ex- (min) (min **
(%) tracto) MQext/MJ pppH)
28.75 25.802 10.85 140 6.58
50 4
45
2
5
T
8 35
(@)
30 - o
25 T T T T T T T T T T 1
0.5 1.0 15 20 25 30
Conc. extracto(mg/ml)

Fig. 8 Representacion grafica del consumo de DPPH del extracto de S. filipendula a varias
concentraciones

Andlisis de la actividad inhibitoria de proteasas de los extractos y fracciones de S. fluitans y S.
filipendula

Las fracciones obtenidas (SF1 y SF2), el extracto total, la fraccién acuosa y la fraccion apolar fueron
sometidas a un ensayo actividad proteolitica utilizando el método de Anson, con objeto de estudiar la

posibilidad de inhibidores de proteasas presentes en el extracto.

Los resultados aparecen en la Tabla No. XVI
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Tabla No.XVI Resultados del anélisis de la actividad inhibitoria de proteasas del tipo aspartico

Muestra Abs 650nm | Abs.(sin sust.) | % inhibicion | Promedio.
Ext. total S. filipendula 0.212 0.028 -127.96

Fraccion acuosa.l 0.248 0.147 77.42

Fraccion acuosa.2 0.237 0.147 89.25 83.33
fracciéonl.l 0.172 0.062 67.74

fraccionl.2 0.149 0.062 92.47 80.11
Fraccion2.1 0.3 0.099 -30.11

Fraccion2.2 0.33 0.099 -62.37

Apolar 0.164 0.05 63.44 63.44
Ac-polarl 0.169 0.194 212.90

Ac-polar2 0.171 0.194 210.75

Frac. 1.1(S fluitans) 0.163 0.107 125.81

Frac.1.2(S fluitans) 0.172 0.107 116.13

Frac.1.3 (S fluitans) 0.176 0.107 111.83

Frac. 2.1(S fluitans) 0.147 0.117 153.76

Frac. 2.2(S fluitans) 0.172 0.117 126.88

Control 0.173| - 0.00

Blanco 0.08

Los resultados de la aplicacion del método de Anson, muestran que tanto la fraccion acuosa antes de la
corrida como la fraccion 1 colectada muestran un porcentaje de inhibicion similar analizados mediante
un test t de Student el cual muestra que no existen diferencias significativas entre ellas, la fraccion
apolar también muestra actividad inhibidora de proteasas con diferencias significativas respecto a las
anteriores con una probabilidad de un 99%. Los resultados se muestran en la Tabla.No. XVI .

Los valores negativos de inhibicion en los extractos crudos y la fraccion 2 se presume que se deban a la
concentracion de proteina (observada en el perfil cromatogréfico por la elevada absorbancia a 280nm)
que constituye una interferencia debido a la especificidad de la pepsina por lo grupos aromaticos.

La accidn inhibitoria de proteasas pudiera implicar el uso o no de un compuesto como nutraceutico ya
que sin dudas un posible aditivo nutricional puede tener efectos beneficiosos y también efectos adver-
sos como la inhibicion de una enzima digestiva como la pepasina. (Palau, 2006)
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Evaluaciones farmacoldgicas “in vivo”

Evaluacion de los efectos neuroprotectores del extracto hidro-etandlico de Sargassum fluitans
sobre el modelo de convulsiones inducidas por amonio en ratones OF-1.

Los aminoacidos aspartato y glutamato son los neurotransmisores excitadores (AAE) mas comunes del
SNC (Daw et al., 1993). Se ha observado que los AAE actian como potentes neurotoxinas cuando se
acumulan en el espacio intercelular, situacion que puede ocurrir bien porque sean liberados en exceso o
porque fallen los mecanismos de recaptacion de los mismos (Choi, 1988, Choi y Rothman, 1990). El
receptor NMDA ha sido implicado como responsable del disparo del proceso de toxicidad, el cual trae
aparejado el dafo neuronal. Por ende la busqueda de agentes neuroprotectores involucra dentro de los
diversos mecanismos que pueden poseer estos agentes, determinar si ejerce su accién a través de la

interaccion con este tipo de receptor.

Estudios previos muestran que el extracto hidroalcohdlico de Sargassum fluitans inhibe las convulsio-
nes inducidas por schok eléctrico en ratones OF-1 tras su administracion intraperitoneal (ip) a dosis
Gnicas (40 — 1000 mg.kg™), lo cual sugiere componentes neuroactivos de dicho extracto ejercen efectos

neuroprotectores.

En consecuencia, estos experimentos tienen como objetivo investigar si dicho extracto antagoniza las
convulsiones inducidas por amonio, con el fin de determinar sus posibles efectos sobre los receptores al
NMDA.

Tabla No. XVII_. Efecto del extracto hidro-etandlico de Sargassum fluitans administrado a dosis uni-
cas por via ip (40, 100 y 400 mg-kg™) sobre las muertes y latencia para el inicio de las convulsiones
inducidas por la administracion ip de amonio (11 mmol-kg™). El extracto fue administrado 1 h antes de
la administracion del cloruro de amonio.

Grupos Experi- Muertes Porcentaje Tiempo Incremento
mentales de muertes (min)
(n=10)
No Si
Control 2 8 80 % 7.88+£0.75
40 mg-kg™ 2 8 80 % 8.56 + 0.67 8.6 %
200 mg-kg™ 6 4 40 % 9.83+157* 24.7 %
400 mg-kg™ 6 4 40 % 13.33 +1.52 ** 69.2 %

*P <0.05, **p<0.01, Comparacion vs el grupo control. Prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 1. Incremento (% relativo al control) de la latencia para el inicio de las convulsiones inducidas
por amonio en ratones OF, tras la administracion por via ip del extracto hidro-etanélico de Sargassum
fluitans a dosis de 40, 100 y 400 mg-kg™.

La tabla XVII muestra los resultados de estas experiencias. Como puede apreciarse, la administracion
del extracto disminuye el numero de animales muertos en los grupos tratados con las dosis de 200 y
400 mg.kg™, sin embargo, esta disminucién no alcanza niveles significativos estadisticamente. Por otro
lado, todas las dosis incrementan el tiempo para el inicio de las convulsiones, aunque sélo la dosis ma-
xima ensayada incrementa significativamente este parametro, de tal forma que este incremento equiva-
le aun 69.7 % en relacion al grupo control. La figura 1 muestra graficamente este hecho, observandose
el incremento es gradual y dependiente de la dosis administrada, que alcanza significacion estadistica a

la dosis maxima ensayada.

Los resultados del presente trabajo sugieren que el extracto hidroétandlico de Sargassum fluitans, ad-
ministrado por via ip a dosis Unicas, ejerce una proteccion moderada ante la neurotoxicidad por amo-
nio, puesto que aungue no protegid de las muertes, si incrementd de forma significativa el tiempo de
inicio de las convulsiones (latencia). La mayoria de los estudios realizados con antagonistas del
NMDA demuestran su efecto neuroprotector al disminuir la incidencia de muertes (Marcaida et al.,
1992, Hermenegildo et al., 1996). Sin embargo, la aplicacion de antagonistas del NMDA también pue-
de aumentar la latencia de las convulsiones (Kitano et al., 2004). Los resultados de los trabajos anterio-

res parecen sugerir que el tipo de efecto podria estar determinado por las dosis de antagonistas emplea-
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das. De acuerdo a nuestros resultados, son comprensible entonces las siguientes hip6tesis alternativas:
primero, que tras la administracion aguda no se alcanzan concentraciones lo suficientemente elevadas
de los componentes activos que sean capaces de bloguear al receptor en una magnitud tal, que permitan
revertir los efectos convulsivantes de altas cantidades de amonio en el cerebro, y que solo enlentezcan
su aparicion; segundo, el efecto del BM-21 se manifiesta sobre otros mecanismos, diferentes al bloqueo
especifico de los receptores NMDA. De cualquier manera, ambas hipotesis necesitan de ulteriores in-
vestigaciones, sobre todo porque estamos en presencia de un extracto de composicidén heterogénea,
cuyos efectos farmacoldgicos pueden ser el resultado de varios mecanismos de acciéon que se desenca-
denan al unisono. Ademas, considerando que en nuestras experiencias solo un 80% de los animales
del grupo control murieron después de la administracion de cloruro de amonio y que se incluyeron solo
10 animales por grupo, resulta l6gico pensar que con el incremento del nimero de animales en los gru-
pos experimentales puedan encontrarse resultados mas definitorios sobre el efecto del extracto a las
dosis sefialadas. Por ello estimamos que una segunda etapa de este estudio, comprenderia desarrollar

nuevos experimentos con un tamafio de muestra mayor en cada grupo experimental.

En resumen, la administracion ip del extracto hidro-etandlico de Sargassum fluitans ejerce efectos mo-
deradamente neuroprotectores, lo cual se evidencia por un incremento en el tiempo de latencia para el
inicio de las convulsiones inducidas por amonio. Este hecho en conjunto con los efectos anticonvulsi-
vantes mostrados por este extracto en esta especie, sugiere el interés en continuar los estudios con el
fin de investigar el posible impacto de dicho extracto y/o sus componentes en el manejo terapéutico en

el dafio neuronal agudo y retardado.
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Evaluacion de los efectos analgésico y antiedematoso del extracto de Sargassum fluitans.

En la Fig. 9 se observan los efectos del extracto de Sargassum fluitans sobre las contorsiones inducidas
por acido acético.
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Fig. 9. Efecto del extracto Sargassum fluitans en el modelo de contorsiones inducidas por acido acéti-
co. (n=10) (* p<0.05).

Como se puede observar el extracto manifiesta un potente efecto analgésico en este modelo, lo que se
pone de manifiesto al inhibir casi totalmente las contorsiones a la dosis de 20 mg.kg™.

El modelo de contorsiones inducidas por acido acético nos permite conocer la actividad analgésica que
manifiestan los extractos. EI mecanismo de accidn de este ensayo no se encuentra completamente dilu-
cidado, no obstante se conoce que los compuestos inhibidores de la formacion y/o liberacién de prosta-
glandinas también manifiestan actividad analgésica (Neves et al,1993), planteandose recientemente que
las prostaglandinas formadas por la via de la ciclooxigenasa-1 tienen relevancia como mediadores del
dolor ya que su formacion ocurre en menos tiempo (30 minutos) que las formadas por la ciclooxigena-

sa-2 que requieren no menos de 3 horas (Torres-Lopez y Granados-Soto, 2001).

En la fig. 2 se observan los efectos del extracto de Sargassum fluitans sobre el edema de la oreja
inducido por aceite de croto. A diferencia del modelo anterior, el extracto no tiene efecto significativo
en las dosis de 10 y 20 mg.kg™, y solo manifesté un discreto efecto significativo en la dosis de 50

mg.kg™. Este modelo nos permite suponer que los compuestos que manifiestan disminucién del edema
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provocado por el aceite de croto pueden estar inhibiendo la formacion y/o liberacion de

prostaglandinas, lo que no ocurre con este extracto como se puso de manifiesto en los resultados.

El extracto obtenido de Sargassum fluitans manifiesta efecto analgésico en todas las dosis ensayadas y

s6lo manifiesta un ligero efecto antiedematoso a la dosis de 50 mg.kg™.
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Fig. 2 Efecto del extracto Sargassum fluitans en el modelo de edema de la oreja inducido por aceite de

croto. (n=10) (* p<0.05).
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Logros y alcance cientifico del Proyecto con relacion a los objetivos planteados:

- Se obtuvo la caracterizacion de la calidad microbioldgica de las especies y su dependencia con las
zonas de colecta. La zona cercana al rio Guanabo donde fueron colectadas las arribazones presentan
elevados valores de mo. que impiden el consumo de las especies colectadas en esta zona, funda-
mentalmente Shigella y Salmonella.

- La presencia de metales pesados en las especies en concentraciones superiores a las estipuladas por
la FAO para vegetales de consumo humano impiden su administracion como en forma de polvo se-
co a pesar de que son fuente de micronutrientes y de otros metales que actan como cofactores en-
zimaticos.

- Lapresencia de pigmentos como los carotenoides y las clorofilas en concentraciones notables en las
especies estudiadas valorizan su empleo.

- La presencia de metabolitos secundarios como los polifenoles entre ellos los flavonoides, las sapo-
ninas y los alcaloides en los extractos de estas especies posibilitarian su uso en esta forma de prepa-
racion como un nutraceutico.

- La identificacion de la actividad antioxidante de los extractos de estas especies en relacion con el
contenido de polifenoles.

- La identificacion de la actividad inhibitoria sobre pepsina de los extractos y fracciones de S. fili-
pendula.

- Laidentificacion y cuantificacion del rendimiento de un valioso monosacérido como la fucosa.

- Las potencialidades de los extractos de las tres especies como nutraceuticos.

A partir de los objetivos especificos planteados en el Proyecto se seleccionaron tres especies de macro-
fitas marinas que por su disponibilidad y la estabilidad, fueran capaces de admitir una explotacion sos-
tenible, y por sus caracteristicas bromatoldgicas y nutricionales sirvieran como materia prima para un

producto nutracéutico, con propiedades farmacoldgicas, con vistas a su uso en dietoterapias,
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Recomendaciones:
1. Se recomienda realizar el analisis microbioldgico en cada muestreo para confirmar los resulta-

dos obtenidos e implementar los pardmetros de control higiénico- sanitario de estas especies.
2. Someter a las muestras himedas a un proceso de lavado y desinfeccion riguroso ya que los be-
neficios del lavado y de la congelacion en el conteo microbioldgico, pudieron observarse en las

especies sometidas a congelacidn, sin que se pierdan sus propiedades nutricionales.

A- Publicaciones:

“Componentes quimicos mayoritarios de Ulva fasciata delile y el fendmeno de eutroficacidn en un
sector de la costa norte de la isla de Cuba”. Revista Hidrobiologica, Enero2007, México

“Actividad antioxidante de algas y plantas marinas de la plataforma insular cubana”. Revista de
Ciencias Farmacéuticas, Universidad de San Antonio Abad del Cusco (publicada).

Actividad antioxidante del alga Ulva fasciata Delile sometida a distintos niveles de contaminacion
marina” .Revista de Ciencias Farmacéuticas, Universidad de San Antonio Abad del Cusco (Pu-
blicada). Revista no Indexada

“Effects of the heavy metal concentrations on the nutritional value of Ulva fasciata Delile” , envia-

da para su publicacion a la Revista: Archives of Environment Contamination and Toxicology
(11:1.6) ..
1) Ademas se presentaron en el Férum de Ciencia y Técnica de la Facultad de Biologia de la UH

con el Titulo: “Estudio preliminar de Sargassum filipendula como materia prima en la industria
alimentaria”

B- Presentaciéon en eventos
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1) FAPRONATURA 2006 First International Symposia about Pharmacology of Natural Products
and BLACPMA:

“Preliminary study of the in vivo anti-tumoral and anticonvulsive effects of an hydro-ethanolic extract

from the tropical specie of seaweed of Sargassum genus”.

2) Mar Cuba 2006, VII Congreso de Ciencias del Mar (4-8 Diciembre 2006):

- “Busqueda de efectos anticonvulsivantes en extractos de algas marinas”.

- “Chemical and pharmacological perspectives of the use of a tropical seaweed: Sargassum sp as
potential source of bioactive substances” .

- “Biotecnologia Marina”. Panel tematico

1. Evaluacion de la calidad toxicoldgica que incluye:
e Composicion y cuantificacion de los metales pesados de la(s) materias primas en varios perio-
dos de colecta.
e Comportamiento toxicoldgico por administracion reiterada del producto.
2. Busqueda de las variantes tecnolégicas para el procesamiento adecuado del alga seleccionada.

3. Evaluacion de las condiciones de envasado del producto con la variante establecida y su estabili-
dad (conservacién en anaquel) al menos 6 meses.

Por razones economicas como de estrategia del Centro no se podra dar cumplimiento a estos Objetivos
del Proyecto, lo que se acordd en el Consejo Cientifico del CEBIMAR del dia 5 de marzo del 2009,
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	Nombre de la Muestra
	Zona de colecta
	Todas las muestras fueron lavadas con agua de mar y separadas manualmente de epifitas y materias extrañas,  conservándose una parte en congelación  a –20°C y la otra secándose en estufa a 60°C. 
	Con las muestras congeladas se prepararon  extractos hidroalcohólicos en  proporción 1:10 a partir de Sargassum fluitans y de Sargassus filipéndula, con etanol a 96° ppa. El extracto fue mantenido con agitación en zaranda por 3 días  a  temperatura ambiente, pasado este tiempo fueron centrifugados,  concentrados por evaporación rotatoria a 45°C.

	La determinación de clorofila total en plantas por colorometria se realizó según el Método Oficial 940.03 del AOAC (2002). Las muestras previamente pesadas fueron ubicadas en tubos de ensayo con acetona al 100 % (50 ml por gramo) y homogenizadas en homogenizador Ultra-Turrax T-25 a 1000 rpm por intervalo de 1 minuto. Posteriormente fueron centrifugadas utilizando una centrifuga a 2500 rpm por 10 minutos a 4 ºC en centrífuga Janetzki MLW K26D. 
	Luego fue separado el sobrenadante y se procedió a la lectura de la Absorbancia a 662 nm para la Clorofila a y a 646 nm para la Clorofila b en Espectrofotómetro UV-Vis, Shimadzu UV-1201 La cantidad de pigmentos fue calculado según las ecuaciones de Lichtentaler y Wellburn (1985). 
	- “Chemical and pharmacological perspectives of the use of a tropical seaweed: Sargassum sp as potential source of bioactive substances” .

