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Introduccién

La industria de los cosméticos mantiene como centro de atencidn, para sus producciones e
investigaciones, la utilizacion de los productos naturales tanto de origen terrestre como
marinos. El blanco de accion de las formulaciones cosméticas es la piel y sus estructuras, la
que constituye la barrera protectora entre el organismo y el medio ambiente, por lo que se
mantiene constantemente expuesta a agentes bioldgicos, compuestos quimicos y fenémenos
fisicos como la radiacién solar ultravioleta (UV). La disminucion del ozono estratosférico en
las Gltimas décadas ha provocado un incremento en la intensidad de la radiacién UV *, y por
tanto un riesgo para la conservacion de la piel que se ha reflejado en el aumento de las
patologias fotosensibles. Este hecho ha despertado un interés progresivo sobre los efectos
perniciosos de la radiacion UV en la piel, que se acentlan en las regiones geogréficas donde
la incidencia de la luz solar es mayor, como es el caso de nuestro pais 2

Estudios han demostrado que algas como Laminaria digitata se emplea en tratamientos para
pieles y cabellos grasos y en productos anticeluliticos por su actividad como reductor de la
grasa corporal, ®*. El alga Rhodymenia palmate es una gran fuente de vitaminas y se utiliza
en el desarrollo de productos antiperspirantes. Ulva lactuca tiene propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes, también estimula la produccion de colageno y elastina. Por
otra parte, el extracto del alga Phaeodactylum tricornutum favorece la protecciéon de las
células de la epidermis contra los dafios que provocan en esta las radiaciones ultravioletas
(UV) °. La Palmaria palmata es un alga roja que contiene abundantes minerales (cloro,
potasio, calcio, sodio, magnesio, fosforo), mucilagos y aminoacidos, elementos que le
confieren accién reequilibrante, hidratante y vasodilatadora. Normalmente se incluye en los
productos de tratamiento de la celulitis y de las piernas pesadas °.

Otras especies como Chondrus crispus, Asparagopsis armata, Ascophyllum nodosum,
Hymanthalia elongata, Sargassum sagamianum han sido objeto de estudio y consideradas de
utilidad para los cuidados de la piel. "2 °

La talasoterapia es un método que emplea el agua de mar en diversas terapias pero también es
cierto que determinados vegetales del mar tienen una gran importancia terapéutica, y en
algunos centros a los pacientes se les frota el cuerpo con algas marinas con fines terapéuticos,
lo que se viene a denominar como algoterapia. En el tratamiento de la seborrea y la celulitis,
las algas como el Sargassum sp y distintas especies de Laminaria desempefian un papel muy

importante *°



La gran diversidad bioldgica en nuestros fondos marinos constituye una fuente importante
para el hallazgo de nuevas sustancias activas; las posibilidades de utilizacion de las mismas
en la industria le han permitido a nuestro Centro dirigir parte de la atencion hacia los
organismos marinos como fuente de bioactivos para el desarrollo de formulaciones
cosmeceuticas. Existen antecedentes de estudios y resultados obtenidos en CEBIMAR con los

extracto del alga Ulva lactuca y la planta Thalassia testudinum, que tienen accion

antiiflamatoria, antioxidante y dermorregeneradora ™ ** **: ademas se aislé la Thalassiolina

B uno de los principios  activos del extracto de Thalassia actividad antioxidante y
dermorregeneradora demostrada'®. Todos estos resultados motivaron a ampliar el
conocimiento sobre nuevas especies teniendo en cuenta las posibilidades de explotacion

sostenible sin afectar el medio donde se desarrollan las mismas.

Objetivo General
Obtencidn, caracterizacion y evaluacion bioldgica de extractos de algas marinas para ser
utilizados en la industria del cosmético de nuestro pais.

Objetivos Especificos

1. Obtencién de los extractos de las siguientes algas marinas: Sargassum sp,
Kappaphycus alvarezii y Gracilaria domingensis.

2. Evaluar desde el punto de vista bioldgico estos extractos para valorar su posible
utilizacion en la industria de cosméticos.

3. Caracterizar desde el punto de vista quimico de los extractos que presenten una
actividad bioldgica promisoria.

4. Realizar los estudios toxicoldgicos y microbiolégicos de los extractos que presenten
una actividad biologica promisoria, los que son necesarios para cumplimentar las
exigencias de un posible Registro Sanitario.



Materiales y Métodos

1. Colecta y obtencion de extractos de algas y plantas marinas

1.1. Colectay procesamiento del material bioldgico

Alga Gracilaria Domingensis: los muestreos se realizaron en la Playa
Jaimanita. Toda la biomasa se lavd bien con agua de mar, se coloco en bolsas de
nylon y se traslado al laboratorio donde fue limpiada de epifitas y lavada con
agua potable, escurrida y conservada en congelacién a — 20 ° C hasta su empleo
en la obtencidn de los extractos. Para preparar el extracto se seco el material en
estufaa 60 °C.

Alga Kappaphycus alvarezii: fue colectada, en la Playa Viriato. Las muestras
colectadas fueron lavadas con agua de mar y separadas manualmente de epifitas
y materias extrafias. Secado al aire

Alga Parda Sargassum fluitans y Sargassum filipéndula: Fueron colectada en
el Rincon de Guanabo. El material fue enjuagado con agua potable y se separ6
todo el material extrafio que lo acompafiaba luego se sometié a secado en estufa
a60°C

La planta Siringodium filiforme: fue colectada en el Rincon de Guanabo a 3-4
metros de profundidad, una vez colectada se separa del material extrafio (otras

plantas o algas, pequefios crustaceos y otros), se somete a secado en estufa a 40

°C por 48 horas y se conserva en bolsas de nylon.

1.2. Caracterizacion de la materia prima seca

Incluyo la determinacion de los siguientes parametros:

» Humedad inicial
Materia seca
Cenizas

Nitrégeno proteico

Metales pesados

VvV V VYV V V

Fibra cruda



Estas técnicas estan referidas en el AOAC *°.
> Polisacaridos segtin el método de fenol sulfdrico™.

> Lipidos totales por extraccién con solventes'” y cuantificacion con

dicromato *

Todas estas determinaciones se expresaron con relacién al peso seco.

1.3. Obtencion de extractos
La maceracion fue el método de eleccion para la obtencion de los extractos ya que es

econdémico y factible en nuestras condiciones de trabajo para los estudios de pesquizaje

de organismos marinos con una actividad farmacol6gica determinada.

X/
L X4

o Gracilaria: Se prepar6 un extracto fluido en solucion hidroetanolica al
50%, a partir del alga himeda en proporcion (1:3 alga: solucion hidroetanolica)
por 5 dias a 10 ° C, con agitacion a intervalos. Posteriormente, fue separado de
la fraccion solida por filtracion y centrifugacion a 1861,5 x g. Posteriormente el
extracto fue sometido a su concentracion por evaporacion rotatoria al vacio a 45

° Cy por ultimo, secados por liofilizacion para su conservacion y analisis.

o Kappaphycus: Para la obtencion del extracto por maceracion, se utilizo el
material hdimedo y se procedi6 como se describe para Sargassum y
Syringodium.

o Sargassum fluitans, filipéndula y Syringodium: Las algas y la planta seca
se trituraron, se sometieron a maceracion a temperatura ambiente de 40 a 48
horas con agitacion, utilizando como disolvente una mezcla que contiene etanol
(90-95 %) agua a partes iguales, con una relacion material solido/disolvente de
50-60 g.L™. El liquido obtenido (menstruo) se adiciond a una masa de hojas
cuya relacién masa/volumen fue de 60-75 g.L™ y fue macerado nuevamente en
iguales condiciones. Seguidamente se someti¢ a filtracion y fue obtenido un
extracto liquido coloreado que se caracterizd quimicamente y se sometio a

evaluaciones bioldgica.
Caracterizacion de los extractos
Los extractos obtenidos se caracterizaron quimica y fisicamente teniendo en

cuenta:

Analisis de la absorcion en el espectro UV visible.



% Concentracion de proteinas solubles™.
% Concentracion de azlcares totales segtin del método del fenol- sulfarico®®.
% Concentracion de lipidos extraidos con solventes'’ y cuantificados por el método

del dicromato®®.

>

< Determinacion de fenoles totales, referidos a la concentracion de taninos®.

L)

2. Evaluaciones farmacoldgicas de los extractos

2.1 Determinacion “In Vitro” de la inhibicion de la peroxidacion lipidica

en un homogenato de cerebro de rata®

2.1.1. Soluciones necesarias

e Solucion tampdn de fosfato 0.05M pH 7.4 en NaCl 0.9%.
e Solucion de acido tiobarbitarico al 0.5% en agua destilada.
e Solucion al 2% de butilhidroxi tolueno (BHT) en etanol.

e Solucion de acido tricloroacético al 20% en agua destilada.
e Homogenato de tejido (cerebro) de rata.

2.1.2 Preparacion del homogenato

Se tom6 una rata de 200-300g de peso corporal y se sacrificd utilizando métodos
adecuados para no producir sufrimiento al animal. Inmediatamente se extrajo el cerebro
por diseccion y se pesd. Posteriormente se lavd con la solucion tampon de fosfato pH
7.4 gaseada con nitrégeno durante 20 minutos para eliminar residuos de sangre y se le
agregaron 2mL de la misma solucién tampdn gaseada por gramo de tejido. Se
homogeniz6 a 2500rpm durante 2 minutos y se centrifugd a 2000rpm durante 3 a 5
minutos. Inmediatamente se guardd en congelacion a —-20°C o menos para su
conservacion. Todas las operaciones se realizaron rapidamente para evitar la oxidacién

del tejido.
2.1.3. Preparacion de la dilucion de la muestra
Se realiz6 en la solucion tampon de fosfato a una concentracién de 2mg.mL™

2.1.4. Proceder analitico



Determinacion del 0% de peroxidacion (nivel basal de peroxidacion del homogenato):
En tubos de ensayo con tapa de rosca se tomaron 1mL de solucion tampén de fosfato se
le adicion6 en este orden 100uL de homogenato, 100uL de BHT, 1mL de TCA 'y 0.5mL
de TBA. Se incuba a 100°C durante una hora.

Determinacion del 100% de peroxidacion (nivel maximo de peroxidacion en las
condiciones establecidas): En tubos de ensayo con tapa de rosca se tomé 1mL de
solucién tampon de fosfato, se le adiciond 100uL de homogenato y se incub6 durante
una hora a 37°C. Posteriormente se le agregaron en este orden 100uL de BHT, 1mL de
TCA y 0.5mL de TBA. Se incubd a 100°C durante una hora.

Determinacion del porciento de inhibicion de las muestras: En tubos de ensayo con tapa
de rosca se adicionaron cantidades variables de la dilucion de la muestra completandose
el volumen a 1mL con la solucion tampdn de fosfato. Posteriormente se procedié como
en Determinacion del 100% de peroxidacion. Se comienza con 10, 50, 100 y 500 uL de
muestra.

Todos los puntos se realizaron por duplicado o triplicado, se dejaron enfriar bien
después de la incubacion a 100°C y se ley6 su DO a 531nm.

Calculo de los % de inhibicion y de la concentracién inhibitoria al % de inhibicién

deseado.

El % de inhibicion se calculd por la relacion:

%inh.; = [(DO100 — DOy) - (DOM; — DOg)]/ (DO100 — DOy)

Donde: DOy es la densidad 6ptica promedio del 0% de peroxidacion.
DO €s la densidad Optica promedio del 100% de peroxidacion.

DOM,; es la densidad 6ptica de la iésima muestra.

2.2. Ensayos en animales para demostrar accion dermorregeneradoray
efecto sobre el crecimiento del pelo.

2.2.1. Modelo de fotodafio™
Se utilizaron ratones perteneciente a la linea Balb/C, machos, con pesos entre los 22 y 24 g,

procedentes del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB). Los animales fueron depilados 48 horas antes de la relizacién del ensayo en la

region dorsal (2 x 2 cm) en el area comprendida entre la region sacra la cruz, con una crema



depilatoria (Veet). Posteriormente, los animales fueron divididos en grupos experimentales y

colocados en jaulas individuales. La distribucidn se describe en la siguiente tabla.

Tabla 1. Grupos de trabajo del ensayo

GRUPQOS DESCRIPCION

Irradiados Depilados, irradiados. Piel con dafios causados por las radiaciones UVB.

Placebo Depilados, irradiados y tratados con Placebo.
UF Depilados, irradiados y tratados con una crema comercial antienvejecimiento
Ultra Facial.

Experimentales | Depilados, irradiados y tratados con las diferentes dosis de los extractos que

fueron evaluados.

Para producir el fotodafio, el primer dia de ensayo se aplicé radiacion ultravioleta tipo B
(UVB) para esto se utilizé una lampara Spectroline® UVA-B. Los animales fueron
previamente anestesiados con la administracion intraperitoneal de pentobarbital sodico
(83.3 ug:g™ de peso), para lograr la inmovilizacién y una irradiacion homogénea en el
area de interés, luego se colocaron a 15 cm de la lampara, por un intervalo de 6
minutos y se les suministré una dosis de 121.10° Jcm? en el 4rea depilada.
Inmediatamente después se comenzO el tratamiento con los diferentes productos,
objetos de estudio, los cuales se aplicaron topicamente (60mg.cm.-2) en las pieles
irradiadas una vez al dia durante siete dias. Los extractos se prepararon en forma de
crema utilizando el mismo vehiculo para todos y variando las concentraciones de
extracto para estudiar diferentes dosis. Antes de cada tratamiento, se realizaron
observaciones a los animales, detectando la presencia o no de alteraciones dérmicas
macroscopicas De esta forma y en dependencia de la aparicion de estas lesiones se
establecié un rango de dafio de 1 a 4 en dependencia de lo observado de la siguiente

forma:

1. Piel completamente sana, comparable con el grupo control sano.

2. Piel completamente sana con diferencia en la coloracion, como muestra de que
estuvo afectada.

3. Piel sana donde aun existen marcas de costra y coloracion rojo amarillenta.

4. Piel que aun no esté sana donde aparecen costras.



Con el objetivo de eliminar la variabilidad experimental dentro de cada experimento, las
observaciones y calificaciones eran otorgadas por el mismo observador.

Los resultados se analizaron estadisticamente comparando las medianas de cada grupo con el
test U de Mann Whitney con una p< 0.05. (Paquete estadistico SPSS V.10.0. 2000).

2.2.2. Efectos sobre el crecimiento del pelo™
Se utilizaron 10 ratones Balb/C machos de peso entre 22 a 24 gramos por grupo y fueron

distribuidos aleatoriamente en los diferentes grupos de trabajo (tabla 2).

Tabla 2. Descripcion de los grupos de trabajo

GRUPO TRATAMIENTO
Control Sin tratamiento
Placebo Vehiculo

Con un producto de placenta que estimula el

Control positivo | crecimiento del pelo.

Tratado Formulacion con extracto en estudio

A los animales se les aplicé una crema depilatoria Veet sobre el area comprendida entre la
regién sacra y la cruz pasadas cuarenta y ocho horas, se comenzd el ensayo, aplicando
diariamente los diferentes productos (60 mg.cm-2) por via topica, extendiéndolos sobre la piel

con un aplicador a razén de una aplicacién por dia durante 7 dias.

Antes de aplicar el tratamiento se realizaron observaciones macroscépicas y se compararon los
diferentes grupos recogiendo las observaciones individuales en los modelos correspondientes,
teniendo en cuenta la aparicion o no del pelo (si, no). Las observaciones fueron siempre
realizadas por la misma persona. La duracion del ensayo fue de 15 dias, tiempo en que los
controles ya tienen el area cubierta de pelos completamente.

3. Determinar la calidad microbiologica de los extractos

3.1. Caracteristicas de las muestras
Las muestras analizadas fueron los extracto hidroetandlicos obtenidos de: Gracilaria

dominensis, Sargassum fluitans, Sargassum filipéndula y Syringodium filiforme

3.2. Método para el analisis microbiolégico.
Las muestras se resuspendieron en solucién salina al 0.85%. Posteriormente se
realizaron diluciones y de estas se realizaron las siembras en placas Petri por duplicado

utilizando para cada microorganismo el método que corresponde?:



D110 —— D 1/100 —— D 1/1000.

D 1/10 D 1/100 D 1/1000

| | '

e Mesofilos aerobios
Medio: Agar para conteo en placa®, se realiz siembra a profundidad y la
incubacion fue a 37 °C hasta 72 h. este método se utilizé para Conteo total de
mesofilos aerobios

Control Positivo: Escherichia coli ATCC 25922

Control Negativo: Medio sin inocular

e Hongosy levaduras:
Medio: Agar Sabouraud Dextrosa®®, se sembré a profundidad, la incubacion se
realizd a temperatura ambiente hasta 5 dias. Se utilizé para Conteo total de hongos
y levaduras:

Control Positivo: Candida albicans ATCC 10231

Control Negativo: Medio sin inocular

e Enterobacteriaceas
Medio: Agar Mac Conkey?, se realiz6 siembra a profundidad y la incubacién a 37
°C de 18 a 24 h. Se utiliza para Enterobacteriaceas: presencia de colonias de color
rojo violeta, presuntos gérmenes entéricos.

Control Positivo: E. coli ATCC 25922

Control Negativo: S. aureus ATCC 25923

e Staphylococcus. Aureus
Medio: Agar Manitol Salado®, se sembré en superficie por espatula. Se incub6 a
35-37 °C de 24 a 48 h.La presencia de colonias amarillo brillante, Se utilizé para
aislamiento presuntivo de S. aureus.

Control Positivo: S. aureus ATCC 25923.

Control Negativo: E. coli ATCC 25922

e Salmonellay Shigella
Medio: Agar Salmonella y Shigella modificado®. Se realizé siembra por estria. El
proceso de incubacion fue a 37 °C durante 48 h., colonias incoloras y transparentes
centro negro (lactosa -), colonias rojas o rosadas (lactosa +). Se utiliza para
determinacion presuntiva de Salmonella y/o Shigella.

Control Positivo: Staphylococcus thyphimurium ATCC 14028

Control Negativo: Staphylococcus faecalis ATCC 29212
Se utilizé el Caldo Tetrationato como medio de enriquecimiento a razon de 1 g de
muestra por 9 mL de caldo y se mantuvo en zaranda durante 24 h, luego se sembro.



4. Estudios Toxicologicos realizados a los extractos de Sargassum
fluitans, S. filipéndula y Syringodiun.
Siguiendo los procedimientos descritos por la OECD?* 2> %

Determinacion de Irritabilidad Dérmica

Empleando como modelo de experimentacion ratas. La dosis tdpica utilizada fue de
2000mg/Kg de peso corporal.

Determinacion de Irritabilidad Oftalmica

Empleando como modelo de experimentacion conejos. La dosis de ensayo fue de
0,1 g de la sustancia segun lo reportado para esta prueba. Se utiliz6 ademas la escala
Draize para las mediciones®’.

Determinacion del efecto Sensibilizante

En el ensayo se emplearon curieles. Se hicieron 6 aplicaciones topicas de 0,5 g de

la sustancia. Se utilizé ademas la escala Draize para las mediciones?’.



Resultados y discusion
1. Colecta y obtencidn de extractos de algas y plantas marinas

1.1. Colectay procesamiento del material bioldgico

Se colectaron cuatro especies de algas marinas: Gracilaria domingensis, Kappaphycus

alvarezii, Sargassum fluitans y Sargassum filipéndula y la faner6gama o planta marina,

Syringodium filiforme. Del procesamiento de esas especies se consiguid la materia primas

secas que utilizd en la obtencién de los extractos.

1.2. Caracterizacion de la materia prima seca

En la tabla 3 se reporta la informacion obtenida del material bioldgico que se utilizé para la

elaboracion de los extractos de las algas y planta marinas. EI mayor por ciento de cenizas se

reporta para Kappaphycus a., asi como el mayor por ciento de hidratos de carbonos

caracteriza a Sargassum fluitans y filipéndula, los demas componentes evaluados mantienen

valores aproximados.

Tabla 3 Caracterizacion, de las materias primas secas utilizadas para la obtencién de
los extractos.

Especies Gracilaria  Kappaphycus Sargassum  Sargassum  Syringodium
domingensis. alvarezii. fluitans filipéndula  filiforme.
Clasificacion Rhodophyta
haggpaf;yta (Variedad Oc(r;;orggglta Oc(f;;orpégglta Fanerograma
) Verde Parda)
Composicion de la materia prima seca
Rango de 20.45-27.60  49.31-51.23  15.76- 16.56 nd Nd
Cenizas (%)
o)
gg;“‘*dad %t 58440014 853+013 6304011  10.04001 10,75
Rango de los 089-099  1.98-211  046-092  0.32-0.42 Nd
Lipidos (%)
Rango de 7.30-13.13  11.96-12.05 7.14-7.30  7.24-8.15 Nd
Proteinas (%)
Hidratos de 58.37-60.89  35.79-41.40  66.21-67.87 65.26- 70.32 Nd

Carbono (%)

1.3. Obtencion de extractos
Se obtuvieron cinco extractos para el estudio comparativo objeto de este trabajo.

1.4. Caracterizacion de los extractos

Como se puede observar en la tabla 4 los cinco extractos se pudo cuantificar la presencia de

polifenoles para el caso de Kappaphycus fue el extracto mostr6 la menor cantidad de este metabolito.



En la misma tabla se puede encontrar el tamizaje fitoquimico de los extractos lo permitié conocer

algunos de los metabolitos secundarios que estan presentes en los mismos,

Tabla 4 Caracterizacion quimica de los extractos

Gracilaria Kappaphycus  Sargassum Sargassum  Syringodium
domingensis. alvarezii. fluitans filipéndula filiforme.

Caracterizacion quimica

Proteinas solubles (%) 557 +5.21 5.74+1.25 6.64 + 0.6 7.25+0.14 Nd
Carbohidratos (%) 4920+ 17.18 34.04+326 31.00+1.25 3512+0.1 Nd
Lipidos (%) 2.54 £1.02 6.36 £ 0.16 2.77+0.1 2.45+0.15 Nd
Polifenoles (mg %) 21.16 + 2.58 10.23+0.48 23.38+1.35 28.12+0.1 25.08
Tamizaje Fitoquimico
Alcaloides Si +++ No No No +++
Esteroides/ Terpenos + + ++ ++ +++
Fenoles Si+ +++ +++ +++
Flavonoides ++ +++ +++
Azlcares ++ + +++
Aminas y aminoacidos + + + + No

Nuestra atencion se centro en la cantidad de polifenoles ya que existen resultados que
demuestran la vinculacion de los compuestos fendlicos con acciones farmacoldgicas de
utilidad para nuestro centro de ahi nuestro interés en buscar moléculas de esta naturaleza en
los extractos de las especies estudiadas.

Se sabe que compuestos fenolicos, como cafeina, acidos ferulicos, quercetina y apigenina,
presentes en plantas terrestres, pueden reducir el dafio provocado por las radiaciones
ultravioleta (UV) #2331 También existen referencias de extractos de algas y plantas
marinas que tienen accion antioxidante y ademas protegen la piel de la radiacion
UV32’11’12'13'33.

Mas recientemente se reporto la accion regeneradora de la thalassiolina B, compuesto de
naturaleza fendlica, sobre el dafio ocasionado por radiacién UVB en pieles de ratones™*

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de
poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas.>. Su
papel en la naturaleza es contribuir a la resistencia de las plantas terrestres al ataque de los
microorganismos e insectos y ayudar a preservar su integridad debido a su continua
exposicion a estresantes ambientales, que incluyen radiaciones ultravioletas (UV) y
temperaturas relativamente altas®.

Entre los polifenoles, los flavonoides constituyen el grupo mas importante, e incluye a mas de

5000 compuestos bien identificados®. Todos los flavonoides poseen una estructura de tres



anillos consistentes en dos centros aromaticos (Anillos A 'y B) y un heterociclo oxigenado
central (anillo C), y estan tipicamente conjugados a azlicares®’. Esta estructura bésica de los
flavonoides es compartida por los tocoferoles (vitamina E), los antioxidantes naturales de
mayor potencia reconocida, y parece ser requerida por su actividad, tanto antioxidante como
antiproliferativa®. Son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la
contaminacion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. ElI organismo
humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse

mediante la alimentacion o en forma de suplementos.
2. Evaluaciones farmacoldgica de los extractos

2.1 Determinacion “In Vitro” de la inhibicion de la peroxidacion lipidica en
un homogenato de cerebro de rata.

Durante las ultimas décadas, la incidencia de los problemas de piel relacionados con la
radiacion UVB, ha estado aumentando. Se relacionan estos dafios con mutaciones que
ocurren como resultado de dafio de ADN directo y/o la produccion de las especies reactivas.
de oxigeno (EROs)*® Los dafios estructurales y celulares producidos por las EROs pueden
devenir en fendmenos inflamatorios, cancer, inmunosupresion, entre otros. La generacion de
las especies de oxigeno reactivo (ROS) inducidas por radiacion ultravioleta acelera el

40 18 por tanto

envejecimiento de la piel, lo que es conocido como fotoenvejecimiento
resultaba significativo para nuestro trabajo conocer la actividad antioxidante que poseian los
extractos que se aplicarian en pieles fotodafiadas por la radiacion UV. Para ello se empled la
determinacion de la inhibicién de la peroxidacion lipidica, una de las técnicas clasicas en
estos estudios. La tabla 5 se exponen los resultados obtenidos al determinar la inhibicion de
la peroxidacion lipidica que produjo cada uno de los extractos se incluye ademas la cantidad
de polifenoles presentes en cada uno de los extracto lo que permite un mejor analisis de los
resultados.

Debido a que el hierro cutaneo cataliza la generacion de ROS, se piensa que secuestrando
hierro por agentes de la estructura es un acercamiento eficaz hacia prevenir
fotoenvejecimiento. Los derivados de Serina actuan como antioxidante inhibiendo la
generacion de EROs por su capacidad de secuestrar el hierro; asi PYSer disminuyé la

formacion de arrugas inducidas por irradiacion crénica de UVB. por lo que se mostré como



antioxidante para la prevencion fotoenvejecimiento cronico, por su actividad secuestradora
de hierro*.

Tabla 5. Resultados de la determinacion de la actividad antioxidante de los cinco
extractos estudiados mediante la técnica de inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Gracilaria | Kappaphycus | Sargassum | Syringodium

domingensis. alvarezii. fluitans filiforme.
Inhib Perox Lipidica
(Clso mg /mL ) 0,07 1,88 0,03 0,008
Polifenoles (mg %) 21.16 £ 2.58 10.23+0.48 | 23.38+1.35 25.08

Por otra parte la radiacionUV-B induce peroxidacion lipidica en queratinocitos por
incremento de la cantidad de malondialdehido (MDA). Estos fendmenos pueden ser
explicados por la produccion de EROs inducidos por radiacion de UV-B. Un ejemplo lo
constituye el 2-SeCD (de origen sintético) que inhibe la peroxidacién lipidica de
queratinocitos ya que remueve las ROS*. Es conocido también que el aceite de almendra
redujo el efecto de fotoenvejecimiento inducido por UV en la piel esto fue respaldado por los
resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas de estimacion del glutation, y peroxidacion
lipidica **

La accion de los flavonoides es retirar el oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones
superdxidos, radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o hidroperdxidos. De esta manera
bloguean la accién deletérea de dichas sustancias sobre las células. Sus efectos citoprotectores
son, por ejemplo, bien patentes en fibroblastos de la piel humana, queratinocitos, células
endoteliales y ganglios sensoriales cultivados en presencia de sulfoxina-butionina, un
inhibidor irreversible de la glutation sintetasa.

Diversos flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacién
lipidica del &cido linoleico o de los fosfolipidos de las membranas, la peroxidacion de los
glébulos rojos o la autooxidacion de los homogeneizados de cerebro. Entre ellos la rutina y la
quercetina, ham demostrado su actividad como protectores solares en preparaciones
emulsionadas y concentraciones entre el 2 y el 12 %*.

Los resultados obtenidos y mostrados en la tabla 5 demuestran una relacion directa entre la
concentracion de polifenoles y la inhibicién de la peroxidacion lipidica de los extractos
estudiados, asi Sargassum y Syringodium exhiben la mayor cantidad de polifenoles y la

mayor actividad antioxidante



2.2. Ensayos en animales para demostrar accion dermorregeneradoray
efecto sobre el crecimiento del pelo.

2.2.1. Modelo de fotodafo

La piel constituye la barrera protectora entre el organismo y el medio ambiente, por lo que
estd expuesta constantemente a afectaciones por agentes bioldgicos, compuestos quimicos y
fendmenos fisicos como la radiacion solar ultravioleta (UV). En los animales sometidos a la
radiacion UV-B la piel se caracteriza por la presencia acantosis (engrosamiento de la
epidermis) hiperqueratosis (hipertrofia de la capa cornea), lo que aparece entre las 48 a 72
horas después de la irradiacion, ademas hay ruptura de las fibras colagenas y las fibras
elasticas, también esta presente el aumento del nimero de fibroblastos, células encargadas de
sintetizar ambas fibras. La hiperqueratosis, es producida por la proliferacion de las capas de
queratina, entre otros factores impide el paso normal de agua a través de la piel. Este déficit
de agua va dando a la piel una apariencia seca, arrugada y escamosa**. Sin embargo en
estudios anteriores realizados en nuestro Centro, después de un tratamiento durante siete dias
con los extractos de BM21, sus fracciones y la Thalassiolina B obtenida de este extracto ,
cambia lo expresado anteriormente, hay disminucion del engrosamiento de la epidermis y
regeneracion de las fibras y aungque pueda quedar alguna lesion es considerable la
transformacion'! 12 1314,

En el presente proyecto cinco extractos fueron evaluadas con el modelo de fotodafio en
ratones, obteniéndose los resultados que aparecenen laFigural, 2,3,4y5

Como se observa en la Figura 3 y 5 los extractos mas activos fueron los obtenido de
Sargassum fluitans y de Siringodium filiforme, ya que estos posibilitaron la regeneracion total
de la piel del 90y 100 % de animales (tabla 6), de forma similar al grupo Control Positivo
(crema comercial antienvejecimiento UF). Los extractos de Gracilaria y S. filipéndula (fig.1ly

4) mostraron también la referida actividad.
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Fig. 1. Efectos de 3 dosis extracto hidro-etanélico de Gracilaria
domingensis sobre las pieles fotodafiadas por radiaciones UVB.

Gd1: 0.03 mg.cm?; Gd2: 0.06 mg.cm™; Gd3: 0.12 mg.cm™. Se comparan
las medianas de 10S grupos: s
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Fig. 2: Efectos de 3 dosis extracto hidro-etandlico de Kappaphycus
alvarezii sobre las pieles fotodafiadas por radiaciones UVB. Kappal: 0.03
mg.cm’?; Kappa2: 0.06 mg.cm?; Kappa3 0.12 mg.cm™. Se comparan las
medianas de los grupos:
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Fig. 3: Efectos de 3 dosis extracto hidro-etanolico de Sargassum fluitans
sobre las pieles fotodafiadas por radiaciones UVB. S. fluitansl: 0.03
mg/cm?; S. fluitans2: 0.06 mg.cm™?; S. fluitans3: 0.12 mg.cm™® y S.
fluitans4: 0.24 mg.cm™. Se comparan las medianas de l0s grupos: s
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Fig. 4: Efectos de 3 dosis extracto hidro-etandlico de Sargassum
filipéndula sobre las pieles fotodafiadas por radiaciones UVB. S. filipl:
0.03 mg.cm?; S. filip2: 0.06 mg.cm? S. filip3: 0.12 mg.cm?, y S.
filip4: 0.24 mg.cm™. Se comparan las medianas de 10s grupos: s



Grado de Dafio en la Piel
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Fig. 5: Efectos de 3 dosis

extracto hidro-etanélico de Syringodium

filiforme sobre las pieles fotodafiadas por radiaciones UVB. Siringl: 0.03
mg.cm?;  Siring2: 0.06 mg.cm? Se comparan las medianas de los
grupos: s

Tabla 6. Comparacion de los resultados obtenidos al aplicar la dosis de 0.12mg.cm™ de
los diferentes extractos estudiados en pieles dafiadas por radiaciones UVB. Se expresa el

por ciento de animales en cada rango de dafio.

Grupos Experimentales

Grado . ] i
de Irradiado | Placebo . C Sra(':llarla. KapJIpaphygus Sa;lrg.assum 1%zla{rg,asds.ulm Syfrlllr)fgodlu
Dafio (%) (%) ositivo | domingensis alvarezii uitans ilipéndula | m filiforme
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1-2 20 10 100 60 40 100 80 90
3-4 80 90 40 60 20 10

La tabla 7 muestra los resultados del analisis estadistico al comparar las diferentes extractos

obtenidos utilizando la prueba U de Mann Whitney con grado de confianza del 95%; se

puede observar,

que los grupos tratados con los extractos Gracilaria, S. fluitans, S.

filipéndula y Syringodium son significativamente diferentes del grupo Irradiado (animales que




no recibieron tratamiento) al igual difieren del grupo Placebo (que fueron tratados con el
vehiculo) con excepcion de las dos primeras dosis de Gracilaria, lo que habla de la eficacia
del producto que es menor. Por otra parte los resultados de cuatro de estos extractos no
difieren del grupo Control Positivo (tratados con UF), en el caso de Gracilaria las dos dosis
menores difieren y reafirma lo planteado con relacion a su eficacia. En el caso de
Kappaphycus, se comporta de modo diferente a los demas extractos; teniendo en cuenta
ademas que solo el 40% de los animales de este grupo se recuperd totalmente (Tabla 6),
decimos que este extracto no mostro actividad dermorregeneradora al menos detectable con el
modelo empleado. Esto apoya los resultados que se observa en las figuras (1, 2, 3, 4,5) y
confirma que cuatro de los extractos tienen efecto dermorregenerador y asimismo el extracto

de Sargassum fluitans, es el que muestra los mejores resultados.

Tabla7. Comparacion estadistica de los diferentes grupos trabajado con la prueba U de
Mann Whitney, p < 0.05.

Placeho Coqtrol Gracila.ria Kappaph.ycus S.quitgns S.fluitgns Syringodium
Positivo 3 dosis 3 dosis 3 dosis 3 dosis 2 dosis
D1:0.006 D1:0.165 D1:0.043 [ D1:0.052 D1:0.001
Irradiado 0.730 0.001 D1:0.006 D2:0.247 D2:0.001 [ D2:0.015 D2:0.000
D3:0.003 D3:0.075 D3:0.000 [ D3:0.009
D1:0.156 D1:0.436 D1:0.005 [ D1:0.043 D1:0.009
Placeho 0.002 D2:0.095 D2:0.247 D2:0.000 | D2:0.011 D2:0.000
D3:0.043 D3:0.067 D3:0.000 [ D3:0.009
D1:0.023 D1:0.011 D1:0.063 [ D1:0.015 D1:0.436
EO"S”ntirVOO' D2:0.043 | D2:0.023 | D2:0.739 | D2:0.165 | D2:0.971
D3:0.528 | p3:0.043 | D3:0.968 | D3:0.436
D: dosis utilizadas.
Se conoce que las metaloproteinasas (MMPs) son importantes enzimas de la matriz

extracelular de la piel, y que existen varios tipos de ellas (MMPL, 2, 3, 7, 9 y 12). La
radiacion ultravioleta (UV) solar induce la produccion de metaloproteinas (MMPS) por
activacion de la transduccién. Las MMPs son responsables de la degradacion y/o inhibicion
de sintesis de colageno en tejidos conjuntivos. Se ha demostrado que los queratinocitos
irradiados con UVB promueven indirectamente la produccion de MMP-1 que puede jugar un
papel importante en el comienzo de la degradacion excesiva del colageno dérmico en el
fotoenvejecimiento. Y se ha demostrado ademas que el uso de formulaciones para prevenir el
paso de la UV dafiinas esta bien establecido pero no es suficiente porque no protegen al
100%. *.



En este trabajo en los animales irradiados con UVB y no tratados es constante la presencia de
zonas con ruptura y/o desorganizacion de las fibras colagenas, una de las causas de este
desorden pudiera estar explicada por lo referido anteriormente. En los animales tratados con
los extractos, las fibras coldgenas aparecen recuperadas en cuanto a su distribucion y
organizacion, ademas aparecid incremento en namero de los fibroblastos lo que habla a favor
del incremento y reorganizacion de las fibras colagena que se observa ya que son los
fibroblastos los productores de esta proteina abundante en la piel.

La basqueda de compuestos que inhiban la accion de las MMPs y/o capturen los radicales
libres se convierte en un claro objetivo de investigacion. Ploretin es un polifenol que inhibe
la MMP-1 vy la elastasa, enzimas que degradan el tejido conectivo y son consideradas como
importantes en el fotoenvejecimiento “.

El contacto prolongado de la piel con la radiacion UV genera especies reactivas de oxigeno
(EROs), los las cuales pueden reaccionar con el ADN y/o proteinas provocando un dafio
oxidativo. Este dafio se manifiesta a través de heridas en la piel, que traen como resultado un
determinado numero de efectos, tales como: cambios morfologicos y estructurales en el
metabolismo celular, alteraciones en la diferenciacion, proliferacion y apoptosis de las células
epiteliales, todos estos procesos pueden conllevar al fotoenvejecimiento e incluso en el peor
de los casos al desarrollo de cancer 748 4%

Para contrarrestar estos procesos, en la actualidad, se recomienda el empleo de compuesto
antioxidantes como fotoprotectores. Estudios recientes reportan que los compuestos fenolicos
y polifendlicos de bajo o alto peso molecular han ganado una atencion considerable en su
empleo como agentes fotoprotectores®.

Por otra parte los flavonoides, particularmente los flavonoles, a los que confiere propiedades
antioxidante, pueden prevenir dafio del colageno inhibiendo la colagenasa en la piel
fotoenvejecida™.

Teniendo en todo cuenta lo anterior y si, los extractos tienen maximos UV que coinciden con
los reportados para los flavonoides®, ademés en los extractos estan presente polifenoles,
flavonoides y se ha demostrado que posee actividad antioxidante resulta 16gico pensar que
componentes de esta naturaleza quimica pudieran estar involucradas en la recuperacion de las
pieles fotodafiadas de nuestros experimentos, ya que en los cortes de piel se observa al
microscopio recuperacién de la capa cornea, incremento de fibroblasto y reorganizacién de

las fibras colagenas y esto pudiera estar vinculado a la dermorregeneracién reportada.



2.2.2. Efectos sobre el crecimiento del pelo

Por estudios anteriores realizados en el CEBIMAR se Conoce que el Extracto BM21
obtenido de una planta marina favorece el crecimiento del pelo en ratones previamente
depilados®?. Por eso se sometieron los extractos obtenidos a este tipo de evaluacién. A
manera de resumen los resultados se muestran en la figura 6. Como se aprecia, después de
doce dias de tratamiento se observd que los extractos obtenidos de Kappaphycus (Kappa) y
Syringodium (Syf), mostraron un efecto comparativamente similar al del control positivo.
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Fig 6: Resultados del efecto sobre el crecimiento del pelo de los extractos

de Gd: Gracilaria domingensis; Kappa: Kappaphycus alvarezii y Syr f:

Syringodium filiforme a los 10 dias de tratamiento, dosis: 0.12 mg.cm™.
El analisis estadistico muestra las diferencias significativas (Tabla 8) al comparar los grupos
con el grupo Control (animales a los que no se le aplicd ningun producto) y con el grupo
Placebo (que sélo recibid el vehiculo). Los resultados evidencian que los extractos antes
mencionados (Kappa y Syring) favorecen el proceso de crecimiento del pelo, de forma similar
al Control Positivo (producto obtenido de placenta). La depilacion que se aplica en nuestras
condiciones experimentales no elimina totalmente el pelo sino que lo trunca a nivel de la
epidermis, quedando una parte dentro del foliculo piloso. Es conocido que el pelo tiene un
crecimiento continuo al cabo de los dias vuelve a ser visualizado en la superficie externa, por

lo que al parecer los extractos estudiados aceleran de alguna manera este proceso trayendo



como consecuencia que en los animales tratados se cubra mas rapidamente toda el area

depilada.

Tabla 8 Resultados del andlisis estadistico utilizando la U de Mann Whitney (p<0.05)

Placebo C.Positivo Gd Kappa Sy f

Control 1.00 0.007 0.481 0.002 0.023
Placebo 0.007 0.481 0.02 0.023
C.Positivo 0.063 0.739 0.739
Gd 0.023 0.143
kappa 0.481

Kamimura® utilizé un modelo similar al nuestro para investigar el Procyanidin B3 que fue
aislado del extracto de cebada y analiz6 que algunos productos naturales tienen efecto
antioxidante, y promueven la circulacién de la piel, lo que podria estimular el crecimiento del
pelo. No hay que olvidar que el pelo no es mas que una modificacién de la piel.
Recientemente, corroboraron sus resultados en el cultivo de células epiteliales del pelo donde
Procyanidin B2 y B3 ejercieron un efecto promotor del crecimiento de dichas células™.

Esfandiari®® encontré que el tratamiento con polifenoles extraidos de té verde y administrado
por via oral a ratones, provoco en estos, la recuperacion del pelo en las &reas afectadas con
perdida de esta estructura. Es por ello, que la composicién de los extractos objeto de estudio
en este proyecto y los resultados de su actividad antioxidantes nos inclina, al menos por
ahora, a pensar que esta pueda ser una ruta para la explicacion de los efectos observados con

este modelo.

3. Determinar la calidad microbiologica de los extractos

Segln se aprecia en la Tabla 9, las cuatro muestras superaron la concentracion de mesofilos
aerobios totales, de hongos y levaduras totales y de S. aureus, a excepcion de la muestra 4 en
la que no se observaron colonias de S. aureus respecto a lo establecido por la norma, sin
embargo las enterobacterias estuvieron ausentes en las mismas. Adicionalmente auque la
norma no lo exige, se realiz6 la determinaciéon de la presencia de Salmonella que estuvo
ausente en las cuatro muestras. A causa de los contaminantes aparecidos los extractos que se
emplearian como materias primas, sugerimos que deberan sufrir algin proceso para que

disminuyan los indices, una posibilidad de esterilizacion recomendada es la filtracion.



Tabla 9. Comparacion entre los limites establecidos por la Norma de Cosméticos para
materias primas y los resultados del procesamiento de las muestras.

et _ 5 Requisito Norma Cosméticos Presencia de microorganismos en los extractos
eterminacion M.Pp.58 (Gd) (S fluit) (S. Filip) (Syn)
Mesofilos aerobios ) 2 , 4 4 4 3
totales Maximo 10° UFC/g 6 mL >10'col/lg | >10"col/g >10"col/g > 10"col/g
4 4 2
Hongos/Levad. totales 10 hongos/g o mL 4,2x10 col/g[4,0x 10° col/g| 1,1x 10 col/g| 2x 10" col/g
Enterobacterias Ausencia en 0,19 60,1 mL Ausentes en Ausentes en Ausentes en |Ausentes en 0,1
01lg 01lg 01g g9
A ia . aur n0,1g 6 4
S. aureus usencia S. aureus en 0,19 0 3.7x10 30 col/0,1g Ausencia Ausencia
0,1 mL col/0,1g

4. Estudios Toxicologicos realizados a los extractos de Sargassum fluitans,
Sargassum. filipéndula y Syringodiun filiforme.

Ademas de las evaluaciones farmacoldgicas es muy importante la realizacion de los estudios
toxicoldgicos a los productos que pueden ser incluidos como componente de formulaciones que se
aplicarian en humanos. Los resultados del estudio realizado a los extractos con mejor comportamiento
farmacoldgicos son los siguientes:

4.1. Determinacién de Irritabilidad Dérmica de Sargassum fluitans, Sargassum.
filipéndula y Syringodiun filiforme.
Los productos estudiado no produjeron toxicidad observable en los animales de
experimentacion cuando se emplea la dosis de 2000mg/ Kg., 0 sea, segun la clasificacion de
la Unién Europea se encuentra en la categoria de sin clasificar, por lo que Se considera
potencialmente NO toxico para el humano. (Informes de los Laboratorios LIORAD

acreditado para estos fines).

4.2. Determinacion de Irritabilidad Oftadlmica de Sargassum fluitans, Sargassum.
filipéndula y Syringodiun filiforme.
Los productos producen una irritacion ligera en la conjuntiva en el modelo ensayado por lo
que clasifican como NO irritante. (Informes de los Laboratorios LIORAD acreditado para
estos fines).

4.3. Determinacion del efecto Sensibilizante de Syringodium filiforme.
El producto no es alérgeno potencial de acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo por lo
que PASA SATISFACTORIAMENTE el ensayo de sensibilizacion (Informes de los



Laboratorios LIORAD acreditado para estos fines). Solo pudo realizarse a Syringodium, por

la carencia de animales (curieles) necesarios para el ensayo.

Conclusiones

1. Se obtuvieron extractos de cinco especies de algas y plantas marinas que fueron
caracterizados quimicay famacoldgicamente.

2. Se demostrd que los extractos S. fluitans, S. filipéndula y Syringodium no son téxico
para su uso en humanos.

3. Por la actividad antioxidante, la accion dermorregeneradora, por no ser toxico para el
uso humanos y por la factibilidad de explotacion sostenible que lo caracterizan,
Sargassum fluitans resultd ser el producto mas promisorio para formulaciones
cosmeéticas de aplicacion en esta industria,

Recomendacion
o Completar las tareas que faltan para cumplir los requerimientos exigidos para
la obtencion del Registro Sanitario. Cuando las condiciones materiales lo

posibiliten.
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