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Las algas constituyen el punto de partida de cada vez mas estudios en relacién a
la Salud y el Medio Ambiente. Esto cobra ain mayor importancia en aquellos
lugares en donde el mar forma parte de la vida cotidiana, como ocurre en nuestra
ciudad de Comodoro Rivadavia en donde se emplaza la Sede de la FCNyCS,
UNPSJB, en que se desarrolld este trabajo de tesis.

Desde la antigiiedad, las algas marinas han sido utilizadas por el hombre para el
tratamiento de enfermedades y como alimento. Desde una perspectiva industrial,
biosintetizan compuestos gelificantes utilizados en alimentos, medicamentos,
cosméticos, productos quimicos. Actualmente los usos se han expandido hacia los
sectores agropecuarios y en la restauracion medioambiental.

La importancia de las algas en Salud se relaciona con los metabolitos que
biosintetizan, los cuales ejercen diversas actividades bioldgicas. La biosintesis
guarda relacién con factores internos (especie, ciclo de vida) y externos (estacién
del afio, momento del dia de la colecta, condiciones ambientales, ecosistema). De
esta forma, estos recursos naturales constituyen fuentes potenciales de productos
con distintas aplicaciones, destacandose las farmacéuticas como antioxidantes,
antitumorales, antivirales, antiparasitarios, entre otras.

Las costas del Golfo San Jorge (Patagonia Argentina) y en particular las que
conforman la region central del golfo, destacan una gran biodiversidad algal. De
las algas pardas nativas, en nuestro grupo de investigaciéon se han estudiado
Adenocystis utricularis (Adenocystaceae), Scytosiphon lomentaria
(Scytosiphonaceae) y Lessonia vadosa (Lessoniaceae).

En la presente Tesis de Doctorado se planteé demostrar el potencial de una
especie aléctona de alga marina parda de origen oriental, altamente invasora de
diversas costas del mundo, incluyendo las costas patagobnicas argentinas,
Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar (Alariaceae), Laminariales, conocida como
“wakame”. Para ello se planific6 y realiz6 un estudio que integrdé aspectos
farmacognosticos y bioquimicos aplicados, priorizando la investigacion de

metabolitos con posible aplicacién farmacéutica.
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En nuestro pais, esta especie se detecté por primera vez en 1992 en las costas de
Puerto Madryn (Chubut), donde su ingreso fue atribuido al transporte por medio
del agua de lastre de buques internacionales. Con el correr del tiempo se instald y
crecid en forma indiscriminada en el Golfo Nuevo, generando cambios progresivos
importantes en el ecosistema marino, continuando su dispersiéon a otras
localidades portuarias hacia el sur de la provincia de Chubut, habiendo alcanzado
Comodoro Rivadavia y otras playas del Golfo San Jorge (de Chubut y Santa
Cruz).

Teniendo en cuenta tales aspectos, como investigadores en el area de la Salud,
consideramos de interés desarrollar una investigacién de los metabolitos de
Undaria pinnatifida colectada en el Golfo San Jorge, con vista a una posible
aplicaciéon farmacéutica. Para ello se planific6 esta propuesta de Tesis de
Doctorado en Farmacia, a fin de lograr un recurso humano altamente calificado y
con grado académico maximo en la tematica de estudio.

Desde el punto de visto ambiental, dadas las respuestas ecolégicas que
desencadenan las especies invasoras como el alga en estudio, y considerando que
la erradicacién resulta inviable, es de esperar que futuras aplicaciones sobre la
base de un conocimiento cientifico sélido, permitan contribuir a la disminucién de
su propagacion sin perjudicar el ecosistema marino autoctono.

La hipétesis planteada en esta tesis fue clara: las algas marinas pardas, grupo al
que pertenece Undaria pinnatifida, son una fuente potencial de metabolitos que
nativos y/o modificados poseen una notable acciéon biolégica y que por lo tanto
pueden ser aprovechados para la obtenciéon de productos de alto valor agregado,
destacandose nuevas formulaciones farmacéuticas. A partir de ello, el control de

la dispersion y el crecimiento deberia ser una consecuencia de la explotacion.

En este contexto, se alcanzaron y superaron los Objetivos propuestos:

- se efectué un estudio integral de Undaria pinnatifida colectada en la region
central del Golfo San Jorge, abarcando aspectos farmacognosticos y bioquimicos,
incluyendo macro y microscopia, histoquimica, metodologias extractivas, analisis

quimicos cuali y cuantitativos, perfiles cromatograficos.
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- Se caracterizaron los principales grupos quimicos a partir de la optimizacion de
metodologias de extraccion, purificacion y analisis de los metabolitos,
determinacién de perfiles metabdlicos mediante H-RMN, empleo de FSC y
cromatografia instrumental.

- Se efectuaron los primeros estudios de la porcién fibrilar de la pared celular,
optimizando su obtencién, extraccion, fraccionamiento y analisis, obteniéndose
resultados inéditos para la especie.

- Se investigd la potencialidad terapéutica de la especie, mediante ensayos de
actividad biofarmacolégica, especialmente citotoxicidad, antitumoral, lineas
celulares tumorales, antioxidante, antileishmania, antimicrobiana; estudios de
toxicidad mediante el test del A//ium cepa (siendo esto novedoso para estudios
con algas) y estudios de alelopatia.

- Se aplicaron productos obtenidos del alga a formulaciones farmacéuticas,

particularmente a la preparacién de microparticulas.

Ademas, cabe destacar la importancia de la formacion de nuevos recursos
humanos capacitados en el estudio de recursos naturales regionales de las costas
del Golfo San Jorge, Patagonia Argentina. Asi, la formacién alcanzada por la
tesista, continta la linea de trabajo del Dr. Osvaldo Leén Coérdoba, Director de
este trabajo de tesis y la Dra. Maria Lujan Flores, Codirectora de esta tesis,
constituyendo un nuevo logro en el marco del grupo, area y centro de

investigacién involucrado, GQ BMRNP, AAI — CRIDECIT (FCNyCS, UNPSJB).
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1.1. Algas

1.1.1. Caracteristicas generales

Las algas comprenden organismos microscopicos que van de 10 hasta 100 pm
(microalgas) que forman parte del fitoplancton, y macroscépicos de 100 pm hasta
metros (macroalgas). Incluyen representantes procariotas y eucariotas y una
importante diversidad de niveles de organizaciéon, abarcando desde formas
unicelulares hasta talos constituidos por verdaderos tejidos (Senties, 2011).

Las microalgas realizan la mayor parte de la fotosintesis siendo el primer eslabén
de las cadenas troficas y viven libres en la masa de agua. En cambio, las
macroalgas viven fijas a un sustrato (algas benténicas) por lo que su distribucién
queda limitada por la extensién de la plataforma continental y desempenan
funciones ecoldgicas de importancia dentro del ecosistema costero. Por ejemplo,
las macroalgas pardas, ademas de cumplir la funcién de amortiguar el oleaje en
la linea de costa, sirven frecuentemente como habitat, zona de asentamiento
larval y refugio contra la depredacién para diversos invertebrados (esponjas,
hidrozoos y briozoos de vida sésil y otros méviles, poliquetos, moluscos, crustaceos
y equinodermos), asi como algunos tunicados y peces (Llera-Gonzalez y Alvarez-
Raboso 2007). Las macroalgas estdn condicionadas por su habitat, en donde los
factores abidticos ejercen un efecto importante. La luz solar, es un factor esencial
en su vida y no todas las macroalgas necesitan la misma intensidad luminica, ya
que esto depende de los pigmentos que posean. Asi, las macroalgas verdes,
capaces de absorber mucha energia luminica, abundan en los primeros tramos de
la costa, mientras que a profundidades mayores, donde la penetracion de la luz es

menor, predominan las macroalgas rojas y pardas (Mendoza, 1991).

1.1.2. Sistemas de Clasificacién

La observaciéon y colecta de macroalgas presentes en su habitat es el primer paso

para su conocimiento; si los ejemplares se conservan en Optimas condiciones
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pueden aportar informaciéon cientifica en cuanto a estudios taxondémicos,
sistematicos, evolutivos, ecoldgicos, biogeograficos, moleculares, entre otros. Por
tal motivo se constituyen las colecciones biolégicas, y suponen en si mismas, un
registro permanente de la biodiversidad (Florez et al., 2010).

En 1836 Harvey fue el primero en clasificar a las macroalgas empiricamente
sobre la base del color del talo, agrupandolas en tres grandes grupos:
Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas) y Rhodophyta (algas
rojas) (citado en Etcheverry, 1973).

En 1965, Carl R. Woese dejé atras las comparaciones anatomicas o fisiologicas y
desde entonces sus iInvestigaciones se centraron en el estudio del material
genético, sobre todo en los ARN ribosomales (16S rARN o 16S rADN) de
organismos procariotas y eucariotas. A partir de alli, la comparacion de las
secuencias de 16S rARN se ha convertido en un medio para reconstruir arboles
filogenéticos y reflejar relaciones evolutivas entre organismos, ya que pueden
hacerse ensayos cuantitativos a partir de cambios discretos entre secuencias
homologas alineadas, esto es entre las secuencias que comparten un mismo
ancestro (Boraso, 2013).

En la actualidad la clasificacion de las especies varia de acuerdo al autor citado
de referencia. En forma sintética, para clasificar a las algas bentdnicas se
presentan dos propuestas actuales para un sistema de seis reinos, considerando
este nimero como la solucién mas simple para los hallazgos sistematicos mas
recientes: una, derivada de los trabajos de Carl Woese (1990), y la otra, propuesta
de Cavalier-Smith (2013) en la que divide al Reino Protista en Reino Protozoa y
Reino Chromista. Sin embargo, ninguna de las propuestas ha sido descartada

completamente por los ficdlogos. La Figura 1.1 resume ambas propuestas.
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Figura 1.1. Comparacion de dos propuestas para un sistema de 6 reinos. A,
basada en los trabajos de Woese (1999); B, derivada de los trabajos de Cavalier-

Smith (2013).

1.1.8. Arbol filogenético

El 4rbol filogenético propuesto por Cavalier-Smith (Figura 1.2), se basa en la
evidencia molecular; es una clasificacién taxonémica mas reciente en donde dicho
arbol coloca a las macroalgas en ramas evolutivas separadas. Se puede observar
que las algas verdes (Chlorophyta) y las algas rojas (Rhodophyta) se encuentran
en la misma rama evolutiva que las plantas terrestres debido a que se consideran
grupos que fueron ancestros de las plantas; en cambio las algas pardas
(Phaeophyta) se encuentran en otra rama evolutiva y pertenecen al grupo de los
Heterokontophyta, Cromophyta o Chromista, que junto con los Alveolados
constituyen el subgrupo de Cromalveolados. El grupo es extremadamente diverso
conformado por organismos fotosintéticos y no fotosintéticos, parasitos, protistas

de vida libres y hongos.
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Figura 1.2. Arbol filogenético propuesto por Cavalier-Smith (2010a, 2010b, 2009),
en donde se destaca la ubicacién de las macroalgas (Fuente: Cavalier-Smith

2009).

Las algas con cloroplastos derivan de un proceso de endosimbiosis (Figura 1.3)
entre un hospedador eucariota y una cianobacteria, generandose una unién
estable que dio lugar a la aparicién de los plastidos (Keeling, 2010). Por lo tanto
la endosimbiosis primaria marcé el origen de los primeros organismos eucariotas
fotosintéticos (Leliaert et al., 2012), también conocidos como Archaeplastido.

La subsecuente diversificacion de estos eucariotas con plastidos dio origen a tres

linajes: algas verdes, algas rojas y glaucofitas.
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Figura 1.3. Sucesivos procesos de endosimbiosis que ocurrieron en la

diversificacién de los distintos grupos de algas (Fuente: Keeling, 2010).

Una vez establecidos, los plastidos primarios se distribuyeron en otros eucariotas
mediante nuevos fendmenos de endosimbiosis secundarias y terciarias, los cuales
implicaron la incorporacion de algas verdes y rojas en el interior de protistas no
fotosintéticos (Keeling, 2010).

Estos eventos contribuyeron a generar la gran diversidad actual de organismos
que contienen plastidos en su interior.

Gran parte de esto ha sido revelado por analisis genémicos, pero algunos puntos
particulares siguen aun sin resolver, en particular los relacionados con plastidos
rojos secundarios de los cromalveolados, especialmente de las Cryptophyta,
quienes son capaces de obtener energia metabdlica tanto de la fotosintesis como

de otros seres vivos (Keeling, 2013).
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1.2. Algas pardas

Las algas pardas bentdnicas pertenecen a la Clase Phaeophyceae, Division
Heterokontophyta, Cromophyta o Chromista segin Cavalier-Smith (2009).
Agrupa a unas 2000 especies, en 265 géneros (Van den Hoek et al., 1995).

Este grupo se caracteriza por la presencia de clorofilas a, ¢I y c¢2, B-caroteno,
violaxantina, diatoxantina y grandes cantidades de fucoxantina, asi como de
sustancias de reserva, fundamentalmente laminarina y manitol (Pueschel y
Stein, 1983; Boraso, 2013). También pueden acumular compuestos polifenélicos
en vesiculas dentro de los cloroplastos; estas vesiculas son expulsadas del
feoplasto y permanecen en el citoplasma para formar los cuerpos llamados
fisodes, muy visibles en algunos géneros (Boraso, 2013).

Los cloroplastos se caracterizan principalmente por su forma y ntimero, por su
posicién parietal o axial en la célula, por el grado y tipo de agregacion y por la
presencia y tipo de pirenoide (Boraso, 2013).

La pared celular esta formada por un esqueleto fibrilar, constituido
principalmente por celulosa, el cual se encuentra inmerso en una matriz amorfa
de acido alginico o sus sales, junto con polisacaridos sulfatados llamados fucanos
o fucoidanos (Davis et al., 2003; Ponce, 2007).

Poseen uno o varios cloroplastos por célula los que ademas pueden presentar
varias formas, estrellados, cilindricos o denticulados. El nimero de ellos que se
encuentran en el interior de las células, es utilizado como criterio de clasificacién
dentro del grupo (Mansilla y Alveal, 2004).

Los tipos de células flageladas en las Phaeophyceae comprenden zoosporas
asexuales, isogametas, anisogametas y espermatozoides. Comunmente poseen
dos flagelos heterocontas, uno anterior con pelos y uno posterior liso. La mayoria
lleva una mancha ocular y un engrosamiento asociado a la base del flagelo
posterior. El cuerpo basal flagelar esta conectado con el nucleo y asociado
espacialmente al feoplasto. Cuando las gametas poseen varios feoplastos, el
estigma y la conexiéon a la base del flagelo se observan en uno solo o en ninguno

de ellos (Boraso, 2013).
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La organizacion del talo puede ser filamentosa, pseudoparenquimatosa o
parenquimatosa (Mansilla y Alveal, 2004).

Las algas pardas muestran una gran plasticidad morfolégica, respondiendo a
restricciones ambientales especificas, como las corrientes marinas, la
disponibilidad reducida de luz, la desecaciéon y la exposicién a los rayos UV
(Charrier et al., 2012).

La ausencia de dano oxidativo en los componentes estructurales de las algas y la
estabilidad que presentan estos organismos frente a condiciones tan adversas
como el entorno marino, se deben, entre otras razones, a la presencia de
metabolitos antioxidantes efectivos (Burritt et al., 2002).

Entre las algas pardas, existen géneros de marcado interés industrial
considerando los metabolitos que biosintetizan y que determinan aplicaciones en
salud, alimentacién, entre otras. Se destacan extractos de Sargassum sp.,
Dictyota sp. y Laurencia sp. que por su alto contenido de compuestos
antioxidantes, pueden aportar una nueva fuente natural de antioxidantes a la
industria tanto alimentaria como farmacéutica (Echavarria et al., 2009). Ademas
metabolitos aislados de diversas especies han demostrado un potencial
importante para su aplicaciéon en la industria farmacéutica; la Tabla 1.1 presenta

algunos ejemplos.

Tabla 1.1. Algunas especies de algas pardas que biosintetizan metabolitos
bioactivos.

Alga Metabolitos Bioactividad Referencia
Fucus fucoidano En dermatitis atopica Fitton et al.,
vesiculosus  florotaninos Anticoagulante 2015
Undaria Fucoidano En dermatitis atopica

pinnatifida

Adenocystis  galactofucanos Inhibicion del Herpes Ponce, 2007
utricularis virus simplex
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1.2.1. Sobre el género Undaria

El género Undaria (Alariaceae, Orden Laminariales) incluye tres especies: U.
pinnatifida (Harvey) Suringar, U. undarioides (Yendo) Okamura y U.
peterseniana (Kjellman) Okamura (Figura 1.4; Uwai et al., 2007). Estudios
genéticos de las mitocondrias sugieren que las tres podrian ser variaciones
morfolégicas de una misma especie (Uwai et al., 2007).

Este género es nativo de las regiones templadas de Japén, China y Corea en el
noroeste del Pacifico (Ohno y Matsuoka, 1993). Todas las especies se utilizan

frescas o secas para la alimentacién en Asia (Saito, 1975).

Figura 1.4. Especies de Undaria: 1. U. pinnatifida, 2. U. undarioides, 3. U.

peterseniana (Uwai et al., 2007).

U. pinnatifida es la especie mas abundante del género y la de mayor valor
comercial (Saito, 1975). Su habitat nativo es a lo largo de las costas de Japén,
China, Corea y sureste de Rusia (Kim y Lee 1995; Kitayama et al., 1995), y es la
Unica que se ha dispersado a otras regiones constituyéndose en una especie

altamente invasora a nivel mundial (Akiyama y Kurogi, 1982).

10
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1.2.2. Sobre la especie Undaria pinnatifida

Nombres comunes
Chino: qun dai cai.
Inglés: sea mustard, precious sea grass, wakame.
Japonés: wakame.

Koreano: miyok, miyeouk.

Undaria pinnatifida es un alga de tamano importante, cuyo esporofito puede
medir hasta 30 m de longitud (Plana et al., 2007). Habita en aguas cuyas
temperaturas van desde los 3,5 a los 24 °C (Zhang, 1984; Sanderson, 1990).

Se fija en general sobre fondos rocosos entre 6 a 20 m de profundidad, formando
densos bosques submareales (Zertuche et al., 1995). Estos bosques son
importantes en el ecosistema marino ya que constituyen habitat, refugio y
alimento de gran diversidad de especies de invertebrados y peces; también son
sustrato de otras especies de algas (Plana et al., 2007).

El talo consta de un rizoide o grampon, que se adhiere al sustrato duro
(generalmente rocas, aunque también puede adherirse a valvas de moluscos y a
casi cualquier sustrato duro artificial); un estipe que separa al grampén de la
lamina y en el cual se desarrollan los esporofilos al alcanzar la madurez
reproductiva. La lamina posee una nervadura central que es la continuacién del
estipe y lobulos laterales que se proyectan en el mismo plano de la lamina
(Zertuche et al., 1995).

La Figura 1.5 muestra un ejemplar del alga destacando las principales partes; la
fotografia fue tomada luego de una de las colectas efectuadas durante este

trabajo de tesis.

11
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Figura 1.5. Ejemplar de Undaria pinnatifida en donde se distinguen las partes

fundamentales.

1.2.3. Variaciones morfologicas

Para describir la gran variacion morfolégica que los esporofitos de U. pinnatifida
muestran a lo largo de su desarrollo, se toma como referencia la clasificaciéon de
Cremades-Ugarte et al. (2006).

En la Tabla 1.2 y en la Figura 1.6 se presentan las caracteristicas de cada uno de

los individuos agrupados para su clasificacion.

12
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Tabla 1.2. Clasificacion de las variaciones morfologicas de los esporofitos de U.

pinnatifida a lo largo de su desarrollo (Cremades-Ugarte, 2006).

Clasificacion Caracteristicas generales
Clase 1 Lamina entera, nervio medio solo definido en
la base de la lamina, menor a 1 g en peso
himedo.
Clase 2 Lamina entera o algo lobulada en el tercio

inferior y con nervio medio solo claramente
definido en su mitad basal, entre 1 y 5 g.

Clase 3 Laminas lobuladas en su mitad inferior y con
nitido nervio medio en toda la lamina, entre 5
y 10 g.

Clase 4 Ejemplares claramente pinnatifidos en todo

su contorno y que empiezan a manifestar el
desarrollo de los futuros esporofilos, entre 10 y
50 g.

Clase 5 Ejemplares que ya muestran claramente el
desarrollo de los esporofilos, entre 50 y 100 g.

Una vez alcanzada la madurez, las laminas de los ejemplares empiezan a
degradarse apicalmente a la vez que concentran sus energias en el desarrollo y
maduraciéon de los esporofilos, hasta desaparecer casi totalmente en los meses de
verano, época en que esta especie se refugia en el infralitoral a mayor
profundidad (hasta 25 m), donde se pueden encontrar esporofitos durante todo el

afio (Cremades et al., 1997).
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Figura 1.6. Representacion grafica de los esporofitos de Undaria pinnatifida a lo

largo de su desarrollo: a-f, clases 1-6, respectivamente. (Fuente: Cremades-

Ugarte et al., 2006).

Aunque las diferentes formas tienen una base genética (Saito, 1975), la expresién
de estas diferencias genéticas puede estar fuertemente modulada por factores
ambientales como el grado de exposicién a la hidrodindmica (Taniguchi et al.,

1981; Nanba et al., 2010), o por factores endégenos, como la tasa de crecimiento

(Stuart et al. 1999).

1.2.4. Ciclo de vida

U. pinnatifida es un género heteromoérfico, alternando entre una fase

gametofitica microscépica y una fase esporofitica macroscépica (Figura 1.7). Es
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marcadamente anual en su rango nativo de distribucién (Akiyama y Kurogi
1982), aunque en algunas regiones donde ha invadido, como las costas del norte
de la Patagonia Argentina o las de Nueva Zelanda, el ciclo parece ser menos
definido, y el reclutamiento y posterior desarrollo de los esporofitos puede ocurrir
durante todo el ano (Stuart et al., 1999; Casas et al., 2008).

Los esporofitos maduros liberan zoosporas moviles, que se asientan y se
convierten en gametofitos microscépicos (Figura 1.7). La etapa de gametofito de
esta especie puede tener un periodo de latencia mientras se esperan condiciones
6ptimas para madurar (Thornber et al., 2004; Hewitt et al., 2005). El desarrollo
de gametofitos ocurre una vez que la temperatura del agua disminuye por debajo
de 20 °C, con un rango 6ptimo entre 10 y 15 °C (Morita et al., 2003a). Los
gametofitos maduros se reproducen sexualmente para producir esporofitos
embrionarios, los que posteriormente se convierten en individuos macroscopicos
(Figura 1.7). Se ha informado que los gametofitos microscépicos pueden
sobrevivir a una temperatura que varia de -1 a 30 °C (Saito, 1975). El rango total
6ptimo para el desarrollo de esporofitos se encuentra entre 4-5 y 25 °C (Akiyama
y Kurogi, 1982; Morita et al., 2003b).

En el Golfo Nuevo (Chubut, Patagonia Argentina), aunque el reclutamiento
ocurre durante todo el afo (Casas, 2005; Casas et al.,, 2008), el ciclo de
crecimiento es claramente estacional, al igual que en la Ria de Puerto Deseado
(Santa Cruz, Patagonia Argentina; Martin y Bastida, 2008).

Los esporofitos comienzan a crecer en periodos de invierno y se desarrollan
durante los meses mas frios (junio-julio), madurando durante la primavera.

A medida que aumenta la temperatura del mar, la actividad fotosintética
disminuye y las frondas comienzan a deteriorarse. Este proceso se inicia a fines
de primavera y ocurre primero en zonas menos profundas y luego a mayores
profundidades. A fines del verano, los esporofitos se desintegran casi por
completo, permaneciendo en algunos casos los grampones y parte del esporofilo y

el estipe (Irigoyen, 2010).
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Figura 1.7. Desarrollo del ciclo digenético de Undaria pinnatifida. A, seccién
transversal en un soro, en el que se observan numerosos esporocistos y parafisis;
B, grupo de =zoosporas maduras; C, esporas germinando y fijandose a
microcristales de fosfato de calcio; D, gametofitos jovenes; E, gametofito femenino
maduro; F, gametofito masculino maduro; G, gametofito femenino reproducido;
H, gametofitos masculinos liberando gametas; I-K, crecimiento de plantulas
viviendo a expensas del gametofito; L y M, secuencia del desarrollo de esporofitos
independizados del gametofito; N, esporofito maduro con esporofilo. (Fuente:

Pérez-Cirera, 1997).

1.2.5. Habitat y ecologia

La Figura 1.8 muestra como a partir de la década de 1970, U. pinnatifida ha
invadido con éxito zonas costeras de todo el mundo (Baez et al., 2010), excepto los

continentes de Africa y la Antartida (CABI, 2018), encontrandose actualmente en
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las costas francesas del Mediterraneo (Floch et al., 1991; Castric-Fey et al.,
1993), costas del Atldntico de Espafia (Peteiro y Freire, 2011), Inglaterra
(Fletcher y Manfredi, 1995), costas australianas (Campbell et al., 1999; James et
al., 2014), costas del Pacifico Norte, Estados Unidos y México, (Aguilar-Rosas et
al., 2004) y costas del Atlantico sur de Argentina (Casas y Piriz, 1996).

Figura 1.8. Paises en la que U. pinnatifida ha colonizado sus costas desde su
hébitat nativo (circulo amarillo), destacando los afios del inicio de su invasién en

los paises del continente americano (Fuente: modificado de CABI, 2018).

Los posibles vectores responsables de la introduccion y dispersion accidental los
constituyen los cultivos de ostras importadas de Japén (Ohno y Matsuoka, 1993),
el agua de lastre, la contaminacion de buques de carga o de pesca provenientes
principalmente de Japén y Corea (Piriz y Casas, 1994), el trafico maritimo
((Martin y Bastida, 2008), entre otros.

La capacidad de las especies invasoras para competir con comunidades nativas y
expandirse a lo largo de las costas, depende de la interaccién de su ciclo de vida
con factores ambientales locales. Es decir, la consolidacion del ciclo y el desarrollo
de nuevas poblaciones esta condicionada en primer término por sus limites de
tolerancia fisioldogica a parametros ambientales como temperatura, salinidad,
intensidad y régimen luminico, corrientes y grado de exposicion al oleaje de su

nuevo hébitat (Epstein y Smale, 2017).
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Los estudios realizados por Thornber et al. (2004) en California, sugieren que las
temperaturas por debajo de los 15 °C pueden aumentar el potencial de U.
pinnatifida para formar poblaciones con reclutamiento continuo y generaciones
superpuestas, como se ha observado previamente en Nueva Zelanda (Hay y
Villouta, 1993) y Argentina (Martin y Bastida, 2008). Es decir, los factores fisicos
locales pueden influir en la fenologia y la demografia de esta especie.

En Argentina fue detectada por primera vez en 1992 en el Golfo Nuevo (Chubut,
Patagonia Argentina), donde su ingreso fue atribuido al transporte por medio del
agua de lastre de buques internacionales (Piriz y Casas, 1994).

Desde el momento de su introduccién en las costas patagoénicas, U. pinnatifida se
dispersé relativamente rapido a una velocidad de expansiéon natural del orden de
0,5-1,5 km/afio, magnitud sefialada por Piriz y Casas (2001), recorriendo 172 km
en diez afios (Casas y Schwindt, 2008). Paralelamente a su dispersién dentro de
los limites del Golfo Nuevo, las poblaciones aumentaron su densidad y esto podria
haber generado un area ‘donante’ desde la cual la especie se pudiera propagar
(Casas y Schwindt, 2008) a otras localidades portuarias hacia el sur y norte del
drea de introduccién (Figura 1.9). Para fines del afio 2000 se informé su aparicién
en Bahia Camarones (Casas, 2005). Posteriormente llegdé a Puerto Deseado en la
provincia de Santa Cruz, distante unos 760 km hacia el sur (Martin y Cuevas,
2006), y en la primavera de 2008 fue detectada en Comodoro Rivadavia, centro
del Golfo San Jorge, a 439 km al sur del Golfo Nuevo, observandose los primeros
ejemplares maduros, de escasa poblacién (experiencia personal en investigaciones
previas al trabajo de tesis).

También se registréo un desplazamiento hacia el norte de la zona de introduccion,
como el Golfo San José (Casas y Schwindt, 2008) y costas de Mar del Plata, en la
provincia de Buenos Aires, a 1300 km hacia el norte del Golfo Nuevo (Meretta et

al., 2012).
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Figura 1.9. Expansién progresiva de U. pinnatifida en la costa atlantica de
Argentina, destacando los afos y localidades en donde fueron detectados los

primeros ejemplares macroscopicos desde su invasion.

La temperatura es uno de los factores ambientales que esta relacionado con el
desarrollo de las diferentes fases de su ciclo de vida. En Japon, U. pinnatifida se
desarrolla entre 4 y 25 °C (Akiyama y Kurogi, 1982; Morita et al., 2003b); este
amplio rango hace que la especie presente un comportamiento estrictamente
anual, con una marcada estacionalidad en el reclutamiento de ejemplares
jovenes. Fuera de su area nativa, los estudios sobre la ecologia del alga han
mostrado que si bien hay desarrollo a temperaturas bajas de 0 a 27 °C (Hay,
1990; Castric-Fey et al., 1999), el éptimo ocurre entre 10 y 15 °C (Morita et al.,
2003a).

Las temperaturas registradas a lo largo de las costas de Argentina (Tabla 1.3)
indican que la especie presenta un reclutamiento constante a lo largo del afio
(Martin y Bastida, 2008; Casas, 2005), sugiriendo que a diferencia de lo que
ocurre en Japoén, incluso en los meses mas frios del ano podria haber esporas

viables en la columna de agua (Casas y Schwindt, 2008).
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Tabla 1.3. Rango de temperatura del agua de mar en las distintas localidades

habitadas por Undaria pinnatifida, a lo largo de las costas de Argentina.

Localizacién Rango de Referencia
temperatura (°C)
Golfo Nuevo 8,7-18 Casas y Piriz, 1996
Golfo San Jorge 8,39-9,76 Fernandez et al., 2007
Puerto Deseado 4,5-13,5 Martin y Bastida, 2008
Mar del Plata 7-21 Meretta et al., 2012

Con respecto al impacto ambiental en el Golfo Nuevo, Casas et al. (2004)
encontraron que la presencia de U. pinnatifida generé un impacto negativo en la
biodiversidad de las algas nativas, mientras que Irigoyen et al. (2011) observaron
una mayor riqueza y diversidad de invertebrados benténicos.

En el Golfo San Jorge sin embargo, se deben continuar con investigaciones para
comprender la evolucién de la invasion y evaluar el impacto en la comunidad
bentdnica nativa.

A lo largo de este trabajo de tesis, se abordaran aspectos relacionados con la
potencialidad de la especie a fin de contribuir, a partir de un conocimiento
integral, a la comprension de los efectos ambientales actuales y posibles, a pesar
de que no existan investigaciones previas que permitan una comparacion con

aspectos ecoldgicos previos a la invasion del alga.
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1.3. Clasificacién taxonémica

La Figura 1.10 presenta la ubicacién taxonémica de Undaria pinnatifida

(Harvey) Suringar 1873 (Alariaceae) segiin Cavalier-Smith (2009).

Familia

Alariaceae

Genero
Undaria

Figura 1.10. Esquema de la clasificacién taxonémica de Undaria pinnatifida,

segun Cavalier-Smith, 2009.

En la actualidad, algunos estudios se han centrado en la aplicacién y la
transcripcién de genomas de plastidos; esto llevo al estudio del genoma completo
de U. pinnatifida. De tal estudio se pudo concluir que en la clase Phaeophyceae
de la division Heterokontophyta, U. pinnatifida muestra una relacidon estrecha
con Fucus vesiculosus, lo cual es consistente con el analisis colineal de sus genes

(Figura 1.11; Zhang et al., 2015).
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Figura 1.11. Arbol filogenético de plastidos mitocondriales de Undaria
pinnatifida. (Fuente: Zhang et al., 2015).

En el arbol, la rama A incluye plantas terrestres, Charophyta,
Chlorarachniophyta y algas verdes. Las ramas B y C formaron los otros clados
principales. Todas las algas rojas se agruparon en la rama C.

Por otra parte, la rama B comprende a los clados B1, Heterokontophyta, en donde
se ubica Undaria pinnatifida, y B2, correspondiente a algas marinas unicelulares

Haptophyta y Cryptophyta.
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2.1. Introduccion

Las especies de algas benténicas habitan en zonas donde existe una gran
diversidad de organismos; esto genera competencia por nutrientes, espacio y luz,
a la vez que desencadena en cada organismo una serie de estrategias quimicas
que le aseguren su propio desarrollo (Blunt et al., 2006). Tal situacién no sélo
sucede con especies propias del lugar, sino también con organismos invasores que
presentan una gran capacidad de colonizacién y asentamiento (Uhrich et al.,
2016).

Para las algas pardas se han informado como responsables de parte de tales
estrategias, a los hidratos de carbono, fundamentalmente alginatos, laminaranos,
fucoidanos y manitol (Casas, 2009). Tanto el manitol como los laminaranos
constituyen metabolitos de reserva, mientras que el resto son polisacaridos
estructurales que forman parte de la pared celular tipica de estas algas, la cual
consiste en al menos dos regiones diferentes, esto es un esqueleto fibrilar, “inner
coré’, que le brinda rigidez y una matriz amorfa que se proyecta embebiendo
ademas los espacios intercelulares. El polisacarido fibrilar mas abundante es de
tipo celulosa, constituyendo alrededor del 5 % del peso seco, mientras que en la
regiéon matricial, el constituyente dominante es el acido alginico, y en una menor
proporcién, polisacaridos sulfatados como los fucoidanos (Davis, 2003; Lodeiro et
al., 2006).

El contenido de lipidos en las algas es bajo, entre 1 a 5 % de su peso seco
(Jurkovic et al., 1995). Sin embargo, éstos tienen una mayor proporcién de acidos
grasos insaturados en comparacién con las plantas terrestres (Jiménez-Escrig y
Goni-Cambrodon, 1999).

La actividad antioxidante evidenciada por las algas pardas puede deberse a la
presencia de diferentes metabolitos, destacandose fucoxantina, aminoacidos,
carotenoides, terpenos, polifenoles, florotaninos y flavonoides (Cornish y Garbary,

2010).

33



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 2 - METABOLITOS DE ALGAS MARINAS

2.2. Polisacaridos de algas pardas

2.2.1. Laminarano / laminarina

Es el principal polisacarido de reserva de las algas pardas, representa hasta un
35 % calculado con respecto al peso seco del alga (O’Sullivan et al., 2010).
Presenta una estructura principalmente lineal, constituida por 25 a 50 unidades
de glucosa unidas por enlaces glicosidicos B-(1—3), tal como se muestra en la
Figura 2.1, conteniendo en algunos casos enlaces glicosidicos B-(1—6) a modo de
ramificaciones (Chizhov et al., 1998; Rioux et al., 2007).

Se encuentra en especies del orden Laminariales, entre ellas en los géneros
Laminaria y Undaria; también en especies del orden Fucales, en géneros tales
como Fucusy Ascophyllum (Holdat y Kraan, 2011).

Los laminaranos tienen un peso molecular promedio de 5 kDa, pero pueden
diferir en el extremo reductor terminal correspondiente a un residuo de glucosa
en el laminarano de tipo G, y a un residuo de manitol en el laminarano de tipo M
(Chizhov et al., 1998; Rioux et al., 2007). Por lo tanto, las proporciones de los dos
tipos de laminaranos, junto con sus configuraciones estructurales, son variables
que dependen de la especie de donde fueron aislados, asi como de los factores
ambientales, lo cual puede afectar directamente las propiedades bioldgicas del

polisacarido (Chizhov et al., 1998; Rioux et al., 2009).
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Figura 2.1. Estructura quimica de la secuencia lineal del laminarano.
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Los laminaranos se sintetizan durante la fotosintesis y exhiben una gran

actividad antiviral y baja toxicidad in vivo (O’Doherty et al., 2010).

2.2.2. Alginatos

El término "alginato" generalmente es usado para las sales de acido alginico, pero
también puede referirse aunque incorrectamente, a distintos derivados del acido
alginico y al 4cido alginico en si mismo (McHugh, 2003).

En el presente trabajo de tesis se empleara, tal como corresponde, el término
alginato para referirse a las sales del acido alginico. Este ultimo es un
polisacarido anidnico lineal que se encuentra mayoritariamente en las paredes
celulares de algas pardas (Phaeophyceae), como se mencioné en péarrafos
anteriores, y como exopolisacarido de algunas bacterias como Pseudomonas
aeruginosa 'y Azotobacter vinelandii (Draget y Taylor, 2011).

En su estado natural, el acido alginico se encuentra localizado en la matriz
amorfa de la pared celular y a nivel intercelular formando geles con iones Ca*2
Nat, Mg*2, Srt2 y Ba*2 (Haug, 1964).

El alginato es en parte responsable de la flexibilidad de las algas pardas. En
consecuencia, las algas que crecen en condiciones mas turbulentas suelen tener
un contenido de alginato mas alto que aquellas que habitan en aguas tranquilas.
Si bien cualquier alga parda podria usarse como fuente de alginato, la estructura
quimica del polisacarido varia de un género a otro, e incluso entre los diferentes
tejidos del mismo ejemplar (McHugh, 2003).

Comercialmente, a nivel mundial se extrae de especies como Ascophyllum
nodosum, Undaria pinnatifida, Fucus vesiculosus, Laminaria sp, Sargassum sp,
entre otras, pudiendo alcanzar entre 40 y 47 % del peso seco. Estos rendimientos
sufren variaciones a lo largo del afo y de la estacién, alcanzando en general
valores maximos en primavera y minimos en invierno (Holdt y Kraan, 2011).

Con respecto al contenido de alginatos de Undaria pinnatifida, colectada en
Rusia, varia estacionalmente entre 35 y 45 % (Skriptsova et al., 2004) lo cual
sugiere que la especie tiene un buen potencial para la extraccion comercial de

estos compuestos.
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El alginato est4 compuesto por bloques de 4dcido B-D-manurénico (M) y su epimero
(C-5), el acido a-L-gulurénico (G) (Figura 2.2.a). Estos se agrupan en bloques de
secuencias homopoliméricas (MM, GG) y heteropoliméricas (MG), unidos los
acidos manurénicos por enlaces glicosidicos p-(1—4) y los 4cidos gulurénicos por
enlaces glicosidicos a-(1—4) (Espin et al., 2000).

Los bloques MM, GG y MG coexisten, mostrando la cantidad relativa de los
mondémeros, asi como su disposicion secuencial a lo largo de la cadena del
polimero, amplias variaciones dependiendo del origen del alginato. En los bloques
MM, los residuos de acido manurdnico se enlazan mediante enlace ecuatorial
formando una estructura plana tipo cinta, mientras que en los bloques GG, los
enlaces entre dos unidades de acido gulurénico se dan en forma axial y por lo
tanto son mas cortos, generando una estructura mas unida y menos flexible
(Figura 2.2.b). En cambio, los bloques MG contienen ambos enlaces ecuatorial-
axial y axial-ecuatorial; con ellos obtienen una mayor flexibilidad (Figura 2.2.c).
De esta forma, la rigidez en los bloques de la cadena del polisacarido va en
incremento en el orden MG<MM<GG (Morch, 2008).

Cuando dos cadenas de bloques GG se alinean lado a lado, se genera un hueco en
forma de diamante, el cual tiene la dimensién ideal para acomodar en su interior
un 16n calcio, formandose una estructura dimérica. Este modelo denominado
"caja de huevos", fue propuesto por Grant en 1973 para explicar las propiedades
gelificantes de los alginatos al reaccionar con sales de calcio. La fuerza de los
geles de los alginatos dependen del numero de enlaces cruzados formados, del
tipo de reticulacién idnica y de la longitud y la rigidez de los bloques entre los
enlaces (Mancini et al., 1999).

La Figura 2.3 presenta el modelo descripto.
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Figura 2.2. Estructura quimica del alginato. a, formulas de los dos monémeros, M
(4cido B-D-manurénico) y G (dcido a-L-gulurénico); b, estructura de los bloques

homopoliméricos; ¢, bloque heteropolimérico.
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Figura 2.3. Modelo de “caja de huevos” que explica la interaccién entre unidades
GG y un catién metdlico divalente representado en rojo. (Fuente: Fernandez-

d’Arlas, 2015).

Por otra parte, la solubilidad del alginato en un medio acido depende de una
mayor proporcion de los bloques MG presentes en el polimero. En este sentido,
segun las proporciones de regiones de bloques GG y MM, que varian segun la
especie, seran las caracteristicas de los geles de alginatos, siendo el indice M/G
un parametro comunmente utilizado para conocer la naturaleza de los geles
formados (Haug et al., 1967).

En general, alginatos con un indice M/G bajo forman geles mas fuertes y rigidos,
mientras que alginatos con un alto indice M/G forman geles mas elasticos y
blandos (Draget et al., 2006; Becerra, 2016).

Este indice no sélo varia con las especies sino también con la edad, momento en el
ciclo de vida y la estacién del afio (Haug et al., 1976).

Entre las sales de alginato mas empleadas se destaca la de sodio debido a su alta
solubilidad en agua fria y a la transicion caracteristica sol-gel de forma
instantdnea e irreversible ante el i6n calcio (Funami et al., 2009). También, se
han desarrollado alginatos modificados quimicamente tales como el alginato de
propilenglicol, derivados de la sal de amonio cuaternario y de acrilato
caracterizados por la obtencién de geles fuertes y altamente deformables (Draget
et al.,, 1997; Helgerud et al.,, 2010). En contraste con la mayoria de los

polisacaridos, el alginato forma geles practicamente independientes de la
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temperatura. Sin embargo, la exposicién prolongada a tratamientos de calor y
variaciones extremas de pH degrada al polimero, presentando como consecuencia
pérdidas en las propiedades del gel (Mancini et al., 1999; Soares et al., 2004).

A medida que se cuenta con nueva tecnologia aplicada al desarrollo industrial, se
descubren mas usos para estos compuestos. De esta forma, la mayoria de los
estudios recientes sobre los alginatos se ha concentrado en nuevas aplicaciones
tales como transportadores de proteinas (Coppi et al., 2001), micro encapsulacién
(Schuldt y Hunkeler, 2007; Gonzilez-Cuello et al.,, 2015; Becerra, 2016),

absorcién de radiacién ultravioleta (Tavares, 2007), entre otras.

2.2.3. Fucanos / fucoidanos

Los fucanos o fucoidanos consisten en un grupo de heteropolisacaridos sulfatados
que se encuentra comunmente en las algas pardas.

Estan compuestos principalmente por restos de a-L-fucosa y grupos sulfato con
cantidades variables de D-galactosa, D-manosa, D-xilosa, D-glucosa, acidos
urénicos y D-ramnosa (Ponce et al., 2003).

Algunos estudios han demostrado la existencia de una correlaciéon entre el
contenido de fucoidanos y la profundidad a la que se encuentran las algas,
resultando que mientras mas cercanas estén a la superficie, éstas contienen una
mayor cantidad de polisacaridos sulfatados. Estos polisacaridos juegan también
un rol en la organizacién de la pared celular, y pueden estar relacionados con la
vinculacion entre alginatos y celulosa, ademas de encontrarse relacionados con la
morfogénesis del embrién de las algas (Berteau y Mulloy, 2003).

En este sentido, Lee et al. (2006) estudiaron el contenido y composicién del
fucoidano de tres variaciones morfologicas de Undaria pinnatifida colectadas al
sur, norte y este de Corea. La extraccion se realizé a pH acido durante 24 h a
temperatura ambiente. Este estudio demostré que tanto la composiciéon como la

cantidad de los monosacaridos del fucoidano, eran variables segin las formas de

U. pinnatifida (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Monosacaridos constituyentes del fucoidano extraido en medio acido de
tres variaciones morfolégicas de Undaria pinnatifida colectadas en diferentes

puntos cardinales de Corea.

Monosacaridos
Método de Puntos constituyentes
Especie extraccion cardinales del del fucoidano Referencia
crecimiento (% molar)
Este Fuc (62,7)
Gal (32,9)
HC1 0,1 M, Gle (4,4)
Undaria por 24 h a Lee et al
pinnatifida  temperatura Norte Fuc (87,4) eg 50 Ga "
ambiente Gal (12,6)
Sur Fuc (83,5)
Gal (16,5)

Otro punto a tener en cuenta es el método de extraccion de los polisacaridos, pues
de é1 podra depender la actividad biolégica especifica (Marcel et al., 2011; Ponce
et al., 2003).

Las principales técnicas de extraccién suelen ser mediante el uso de agua caliente
y a temperatura ambiente, digestiéon enzimatica, fermentacion, hidrolisis acida, o
la combinacién de algunos de estos tratamientos.

La bioactividad y las propiedades de los fucoidanos dependen de la especie, la
composicion quimica del polisacarido, las uniones de los sulfatos y la purificacion
del compuesto (Marcel et al., 2011). Ponce et al. (2003) han observado que,
mediante la desulfatacion del polisacarido y posterior metilacién, se puede
obtener mayor informacién acerca de la posicion de la unién glicosidica y del éster
sulfato presentes en los fucoidanos.

La composicién quimica varia de acuerdo al proceso de extraccién (Ponce et al.,
2003), la estacién en que el alga es colectada, el estadio en el ciclo de vida y las
condiciones ambientales de crecimiento (Berteau y Mulloy, 2003).

El interés mas reciente en estos polisacaridos sulfatados se centra en el beneficio

de su potencial bioactivo en seres humanos como antitumorales,
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antinflamatorios, antivirales, antitrombdticos, anticoagulantes y antioxidantes
(Marcel et al., 2011).

Estudios realizados en ratones demostraron que el fucoidano extraido del
esporofilo de Undaria pinnatifida suprime las capacidades de crecimiento,
adhesion, invasion y metastasis de la linea celular de hepatocarcinoma de raton y
que estas funciones estan mediadas a través del mecanismo que implica la

inactivacién de la ruta del factor de transcripcién nuclear-KB (Wang et al., 2014).

2.3. Hidratos de carbono de bajo peso molecular

Las macroalgas deben sintetizar metabolitos para contrarrestar efectos externos,
por ej. el efecto osmoético, a fin de establecer y mantener una presién de turgencia
positiva para desarrollarse en un medio como es el agua de mar (Raven y Reed,
1989). En esta regulacién osmética participan, entre otros metabolitos, hidratos
de carbono de bajo peso molecular, por ejemplo sacarosa descripta en el alga
verde Enteromorpha intestinalis (Edwards et al., 1987), manitol en algas pardas
como Laminaria digitata (Davison y Reed, 1985). En general, los niveles
intracelulares de estas sustancias que estan involucradas en el mantenimiento de
la presion de turgencia celular, se ajustan en respuesta a la variacién de
salinidad (Reed, 1990), demostrando que la sintesis y la degradacién estan bajo
estricto control metabdlico.

Las algas pardas sintetizan uno o mas alditoles que actiian como sustancias de
reserva y cumplen el rol de reguladores osméticos, siendo el D-manitol (Figura
2.4) el principal compuesto en muchas especies (Davison y Reed, 1985).

Ponce et al. (2004) demostraron que el D-manitol fue el metabolito mayoritario en
el extracto alcohdlico a temperatura ambiente de Adenocystis utricularis, alga

parda que también habita en el Golfo San Jorge.
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Figura 2.4. Estructura quimica del D-manitol.

2.4. Aminoacidos, péptidos y proteinas

El valor nutricional de las algas se debe en gran parte al contenido en
aminoacidos esenciales, como por ejemplo, isoleucina, treonina, valina, entre
otros (Jiménez y Goii, 1999; Fleurence, 1999; Peinado, 2014).

El contenido de proteinas en las algas marinas puede variar de acuerdo a la
especie; en general en las algas verdes y rojas es del 10 al 47 % respecto al peso
seco y en las pardas del 5 al 15 %. No obstante, para Undaria pinnatifida se ha
informado que puede contener hasta un 24 % (Fleurence, 1999).

En las algas, tal como ocurre con otros metabolitos, el contenido de proteinas,
péptidos y aminoacidos también se ve influenciado por diversos factores,
especialmente por variaciones estacionales (Holdt y Kraan, 2011). Por ejemplo se
ha visto que el contenido proteico en algas pardas de los géneros Saccharina y
Laminaria, muestra un maximo durante la primavera (Holdt y Kraan, 2011).
Han sido obtenidos también diferentes compuestos de naturaleza peptidica que
presentan efectos farmacolégicos. Dentro de éstos, se han descripto en Undaria
pinnatifida, el efecto antihipertensivo de cuatro tetrapéptidos que contienen al
menos un aminoacido esencial (Tabla 2.2; Suetsuna et al., 2004).

Otros estudios han revelado que las ficobiliproteinas extraidas de las algas
pardas (ficocianina) y de las rojas (ficoeritrina), podrian ser beneficiosas en la
prevenciéon o tratamiento de enfermedades neuro-degenerativas causadas por el

estrés oxidativo (Alzheimer y Parkinson), debido a sus efectos antioxidantes

(Gonzalez et al., 1999).
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Tabla 2.2. Secuencia de aminoacidos de los tetrapéptidos con actividad
antihipertensiva (CIs)) presentes en el extracto acuoso de U. pinnatifida

(Suetsuna et al., 2004).

Muestra Tetrapéptido Clso (M) Amino4cido esencial
Ala-Tle-Tyr-Lys 213 e & 9
s OH
NH,»

Isoleucina (Ile)

Tyr-Lys-Tyr-Tyr 64,2 g‘wz
H.,'Q M

Extracto acuoso Lisina (Lys)
o

de Lys-Phe-Tyr-Gly 90,5
U. pinnatifida ©A(L on
NH,

Fenilalanina (Phe)
Tyr-Asn-Lys-Leu 21

Leucina (Leu)

2.5. Fenoles

En particular, los compuestos fendlicos se consideran como una de las clases mas
importantes de antioxidantes, de alli la busqueda de estas sustancias en fuentes
naturales. Sus moléculas estan formadas por uno o mas anillos aromaticos y uno
o mas grupos hidroxilos fendlicos libres o sustituidos. Quimicamente, los
polifenoles se pueden dividir en varias clases, destacandose fenoles simples,
acidos fenélicos, flavonoides (flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles,
chalconas, auronas, catequinas, antocianinas), isoflavonoides, estilbenos,
lignanos y polimeros fendlicos como los taninos condensados, los taninos
hidrolizables y los florotaninos (Trease y Evans, 1989; Manach et al., 2004).

En general, su funcién principal en las plantas es la protecciéon contra la

radiacién ultravioleta y organismos patégenos (Manach et al., 2004). También

43



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 2 - METABOLITOS DE ALGAS MARINAS

estan involucrados en la pigmentacién, la reproduccién, la polinizaciéon y el
crecimiento vegetal (Zern y Fernandez, 2005).

Se han descubierto polifenoles de varias especies de algas pardas como
Laminaria setchellii, Macrocystis pyrifera, Nereocystis luetkeana (Yuan y Walsh,
2006) cuyas estructuras corresponden a florotaninos los cuales estdn constituidos
por unidades de floroglucinol (Figura 2.5), unidas por enlaces carbono-carbono y
carbono-oxigeno, caracterizados por el esqueleto dibenzo-1,4-dioxina (Shin et al.,
2006). De acuerdo al enlace estructural que resulta del proceso de polimerizacién
y al nimero de grupos hidroxilos, se dividen en seis categorias principales:
fucoles, floretoles, fucofloretoles, fuhaloles, isofuhaloles y ecoles (Targett y
Arnold, 1998). Ejemplos de ellos son el eckol, 8,8-bieckol, 8,4”-dieckol y
florofucofuroeckol A (Figura 2.6), aislados del extracto acuoso de Ecklonia cava,
con actividad antioxidante y potencial terapéutico en el tratamiento de la artritis
a través de resultados provenientes de experimentos in vitro (Shin et al., 2006).
Otros resultados indican que la actividad antitumoral del extracto del alga parda
Laminaria japonica esta asociada con el contenido total de florotaninos (Yang et

al., 2010).

CH

HO OH

Figura 2.5. Estructura quimica del floroglucinol, unidad constituyente de los

florotaninos.

Los fenoles son componentes estructurales de las paredes celulares, pero también
cumplen otras funciones ecoldgicas secundarias, como son la proteccién contra la

radiaciéon UV, reproduccién, mecanismo de proteccion contra factores bidticos.
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Ademas resultan de mucho interés por sus propiedades terapéuticas,
destacandose actividades anticancerigena, antioxidante, antibacteriana,
antialérgica, antidiabética, antiinflamatoria y antiviral frente al virus del SIDA,
entre otros (Li et al., 2011; Thomas et al., 2011).

En U. pinnatifida se ha detectado la presencia de flavonoides, sobre todo rutina,

quercitrina y morina, ademas de catequinas que constituyen también taninos

condensados (Yoshie- Stark et al., 2003).

HO OH

OH o

Nenon ﬁi%w

Eckol

(=]

H 8,8 -Blecknl

HO@,CIH HO\Q(DH
OH o]
o oH OH o]
0. OH
oo LI
o
@ OUOH OH
OH o] HO. o

) OH [ OH
/
o OH
4'"-Dleckol florofucofurceckol A

Figura 2.6. Estructuras quimicas de florotaninos aislados de FKEcklonia cava

(Modificado a partir de Shin et al., 2006).

El contenido de compuestos fendlicos en las algas es también variado,
dependiendo como ocurre con otros metabolitos, de la especie, estado fisioldgico,
origen geografico o 4rea de cultivo y diversas variaciones ambientales (Marinho-
Soriano et al., 2006).

Por otra parte, el tipo de solvente y las condiciones de la extracciéon también
tienen un efecto decisivo en el contenido total de fenoles, y por ende en

actividades bioldgicas directamente relacionadas, principalmente en la actividad
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antioxidante. Lépez et al. (2011) prepararon extractos con etanol, metanol,
metanol acuoso y agua del alga parda Stypocaulon scoparium para comparar la
actividad antioxidante. Pudieron observar que los extractos contenian distintas
cantidades de fenoles totales, y de ellos, el extracto acuoso mostraba mayor

porcentaje y mayor capacidad antioxidante.

2.6. Lipidos

El contenido lipidico en las algas es bajo (< 5 % respecto al peso de alga seca) lo
cual le otorga a estos organismos la potencialidad como alimentos de bajo
contenido calérico. Al igual que ocurre con otros componentes, el contenido en
acidos grasos varia de acuerdo a la especie, el estadio en el ciclo de vida, la
estacién y otros factores medioambientales (Holdt y Kraan, 2011).
Sanchez-Machado et al. (2004) determinaron el contenido de lipidos totales y
acidos grasos de algas pardas y rojas. Para Undaria pinnatifida, en todas las
muestras analizadas, los lipidos totales variaron de 0,70 + 0,09 a 1,80 + 0,14 g/
100 g de peso seco de alga. Los acidos grasos mas abundantes fueron C16,
C18:109, C20:40w6 y C20:5w3. Los acidos grasos insaturados predominaron en
todas las algas pardas estudiadas, y en las algas rojas, los saturados, pero ambos
grupos resultaron ser fuentes equilibradas de acidos ®3 y w6, siendo consideradas
estas algas marinas de alto valor nutricional.

La composicién y el perfil de acidos grasos de los lipidos de las diferentes especies
dependen de factores endégenos (propios del individuo), pero ademads influyen las
condiciones ambientales, estacién del afio (Dembitsky, 1991; Bocanegra et al.,
2009b), momento de la coleccién (Yoshie et al., 1994).

Dentro del grupo de acidos grasos saturados, las algas son mas ricas en acido
palmitico, margarico (4cido heptadecanoico) y estearico. En cuanto al grupo de los
monoinsaturados, prevalece el acido oleico que difiere mucho en cuanto a su
cantidad, en un rango entre 21,9 y 41,45 % en algunas especies de algas pardas.
Respecto de los acidos grasos poliinsaturados, se destacan los acidos linoleico y
el a-linolénico. Estos contribuyen a disminuir los niveles de colesterol en sangre,

fortalecen las membranas celulares, reparan células y tejidos danados y actian
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frente a células cancerigenas. También son destacables sus propiedades
antivirales, antimutagénica y cardioprotectora (Syad et al., 2013). Es por ello que
el interés de la fraccién lipidica de las algas se debe fundamentalmente a su
contenido en acidos grasos poliinsaturados, algunos de los cuales estan presentes
en mayores cantidades que en los vegetales terrestres (Sanchez-Machado et al.,
2004).

Por otra parte, los lipidos constituyen metabolitos de interés quimiosistematico.
Entre ellos, la fosfatidolcolina diferencia a las algas pardas en un grupo que
contiene este fosfolipido y otro grupo que no. Asi, las Scytosiphonales
(Seytosiphon Ilomentaria) y las Laminariales (Lessonia vadosa y Undaria
pinnatifida) pertenecen al primer grupo, mientras que las Fucales (Fucus
vesiculosus) no lo evidencian, al menos en proporciones importantes (Vaskovsky

et al., 1996).

2.7. Esteroles

La presencia de esteroles en las algas fue establecida por primera vez por
Heilbron et al. (1935) y posteriormente por Tsuda et al. (1957). Se ha observado
que pueden variar entre divisiones y en algunos casos también dentro de las
divisiones (Mahendran et al., 1980).

En las algas pardas, el fucosterol (Figura 2.7. a) es el esterol dominante (Bhakuni
y Rawat, 2005), representando hasta un 97 % del contenido total de esteroles con
respecto al peso seco del alga (Kumar et al., 2009).

La mayoria de las Phaephyta también contienen trazas de colesterol y
precursores biosintéticos de fucosterol, entre ellos el sargasterol y el fucosterol
que son isémeros. El colesterol (Figura 2.7.b), el 24-metil-colesterol (Figura 2.7. c)
y el saringosterol (Figura 2.7.d) también se encuentran en estas algas, pero en

pequenias cantidades (Mahendran et al., 1980).
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(b)

(d)

Figura 2.7. Principales esteroles aislados de algas pardas: (a) fucosterol, (b)
colesterol, (¢c) 24-metil-colesterol, (d) saringosterol. (Fuentes: Bhakuni y Rawat,

2005; Mahendran et al., 1980).

El colesterol y el fucosterol se obtienen generalmente de las fracciones no polares
de los extractos de algas pardas. La investigaciéon de la bioactividad de estos
metabolitos se ha enfocado generalmente en sus propiedades antioxidantes,
antidiabéticas y hepatoprotectoras (Yoon et al., 2008).

Estudios recientes han demostrado que el fucosterol presente en Lessonia vadosa,
colectado en las costas patagonicas, en la region central del Golfo San Jorge,
presenta importante actividad antileishmania frente a la forma amastigote
intracelular en comparacion con el promastigote extracelular de Leishmania
amazonensis'y L. infantum. Estos resultados son prometedores, haciendo de este
metabolito, una molécula valiosa para la farmacomodulacién (Becerra et al.,

2015).

2.8. Pigmentos

Las algas marinas, como organismos fotosintéticos, estan expuestos a una

combinacion de luz y altas concentraciones de oxigeno, lo cual permite la
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formaciéon de radicales libres y otros agentes oxidantes. Los elementos del
aparato fotosintético son especialmente vulnerables al dano fotodinamico ya que
los acidos grasos poliinsaturados son importantes componentes estructurales de
la membrana de los tilacoides. La ausencia de tales dafnos en las algas sugiere, y
nos lleva a pensar, que las células de estos organismos marinos deben tener
mecanismos y compuestos que previenen y protegen de la oxidacion. En las algas
pardas se destaca la fucoxantina, pigmento responsable de la coloracién marrén
amarillenta (Nguyen et al., 2014).

La fucoxantina es uno de los carotenoides mas abundantes y contribuye a mas del
10 % de la producciéon total estimada de carotenoides en la naturaleza,
especialmente en el medio marino (Caré, 1996). Presenta un enlace alénico, un
epoxido y un grupo carbonilo conjugado con la cadena de polieno de la molécula
(Moghadamtousi et al., 2014; Figura 2.8). El enlace alénico sirve como una
estructura clave para la bioactividad de la molécula (Miyashita et al., 2011).

La fucoxantina es considerada como un agente preventivo frente a diversas
patologias debido a su capacidad para neutralizar el efecto danino de los
radicales libres a nivel intracelular; el dafio del ADN, entre otros (Maeda et al.,
2008; Mikami y Hosokawa, 2013).

La actividad antioxidante de este metabolito se relaciona con la prevenciéon de
algunos tipos de cancer, la formacion de melanomas o el dafno neuronal

(Miyashita et al., 2011).

Figura 2.8. Estructura quimica de la fucoxantina.
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Otros pigmentos importantes son las clorofilas a, c1 y ¢2 que ademas de estar
implicadas en la fotosintesis, juegan un rol importante en la definicién del color
de las macroalgas. Estudios realizados en U. pinnatifida han demostrado que el
bajo contenido de nutrientes en el agua de mar, la disminucién de la
temperatura y un elevada radiacién producen cambios en distintas proporciones
de las clorofilas. Ademas este estudio demostré6 que el efecto positivo del
enriquecimiento de nutrientes fue antagonizado por la disminucién de la
temperatura. Estos resultados sugieren que la especie puede decolorarse en
condiciones de bajo contenido de nutrientes y temperatura invernal, entre otros
factores (Endo et al., 2017). El color es uno de los factores importantes que
determinan el valor comercial de las macroalgas marinas cultivadas, como lo es

Undaria pinnatifida en Japon.
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3.1. Algas marinas y su contribucién hacia nuevos farmacos

Las macroalgas se han wutilizado desde la antigiiedad como alimento
especialmente en China y Japodn, en el tratamiento de diversas enfermedades
asociadas a la deficiencia de 1odo, en trastornos intestinales, como vermifugas,
hipocolesteromiantes e hipoglucemiantes (E1 Gamal, 2010). Ademés se han
empleado como apésitos y ungiientos (Treasse and Evans, 1996).

Estos organismos son abundantes en las zonas intermareales (Kumar y Zi-rong,
2004), habiendo desarrollado diferentes habilidades y capacidades adaptativas
debido al estrés ambiental al que estan sometidos constantemente. En este
contexto, los factores abidticos, tales como cantidad de luz disponible,
temperatura, salinidad, nutrientes, adaptaciéon a nuevos habitats, interrelacién
entre especies, entre otros, como comentaramos en el Capitulo 2 de este trabajo
de tesis, determinan en gran parte la sintesis metabdlica y por ende el
crecimiento, reproduccién y supervivencia de las macroalgas (Harrison y Hurd,
2001; Blunt et al., 2011).

Durante la biosintesis, se sintetizan metabolitos con importante actividad
biolégica los cuales tienen potencial terapéutico (Zheng et al., 2011; Payyavula et
al., 2012). Por ejemplo, se ha observado que la macroalga Gracillaria conferta es
capaz de resistir la invasion de bacterias epifitas. Las bacterias al colonizar la
superficie del alga degradan el agar de la pared celular y forman oligosacaridos.
El alga responde a concentraciones nanomolares del oligosacarido e incrementa
su proceso respiratorio produciendo especies reactivas de oxigeno que en 15
minutos eliminan a las bacterias epifitas (Lee, 2008). Evidencias como el ejemplo
anterior sugieren que los organismos marinos son fuentes promisorias de
moléculas bioactivas.

En bibliografia existen varios ejemplos de metabolitos aislados de diversas algas
marinas que exhiben bioactividades de interés. En la Tabla 3.1 se muestran

algunos ejemplos.
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Tabla 3.1. Ejemplos de algas pardas que han demostrado actividades biolégicas

relevantes.
Especie Producto Actividad biolégica Referencia
FEisenia polifenoles  antioxidante Shibata et al., 2002; Heo
bicyclis et al., 2005
Adenocystis fucoidanos  Antiviral Ponce et al., 2003
utricularis
Sargassum alginato antitumoral Sousa et al., 2007
vulgare
Undaria extracto antiinflamatoria Khan et al., 2008
pInnatifida
Undaria fucoxantina antiobesidad Grasa-Lopez et al., 2016
pinnatifida
Lessonia fucosterol antileishmania Becerra et al., 2015
vadosa

Dentro de las macroalgas, las algas pardas (Phaeophyceae) se han estudiado
ampliamente debido a su composicién rica en pigmentos, esteroles, florotaninos,
acidos grasos poliinsaturados, hidratos de carbono como polisacaridos (alginatos,
laminaranos, fucoidanos) y manitol, los que han mostrado efectos beneficiosos en
la salud humana (Stengel et al., 2011).

Los ensayos in vitro e in vivo con extractos y con metabolitos obtenidos de algas
pardas, han mostrado actividades biolégicas interesantes (Ponce et al., 2003;
Nguyen et al., 2014; Becerra et al., 2015), las cuales estan relacionadas con la
estructura molecular y la concentracion de la molécula bioactiva presente en la
muestra analizada. A su vez, la obtencion de tales sustancias dependera de la
parte morfolégica del alga utilizada y del solvente empleado (Fung et al., 2013;
Wang, et al., 2014).

Se ha demostrado que los extractos organicos de algas pardas presentan potente
actividad antioxidante en ensayos in vitro (Miyashita et al., 2012). Entre los
compuestos responsables de esta actividad se destaca el carotenoide mas
abundante de la familia de las xantofilas, la fucoxantina, pigmento responsable
de la coloracién de las algas pardas (Nguyen et al., 2014).

Los polisacaridos como alginatos, fucoidanos, laminaranos, entre otros, son

capaces de reducir la absorcion de colesterol en el intestino, produciendo
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respuestas hipocolesterolemiantes e hipolipemiantes en el organismo (Panlasigui
et al., 2003).

Por otro lado, la capacidad anticoagulante de los polisacaridos sulfatados de las
algas ha sido una de las propiedades mas estudiadas, con el fin de encontrar
sustitutos para la heparina. Dicha capacidad va a depender de muchos factores
como el peso molecular, la composicion de hidratos de carbono, grado y

distribucién de grupos sulfato en la molécula, entre otros (Jiao et al., 2011).

3.2. Actividades biolégicas

Por lo expuesto en parrafos anteriores, la busqueda continua de metabolitos con
actividad biolégica es uno de los principales objetivos en el area de la salud. Los
estudios comprenden distintos ensayos in vitro y/o in vivoy son herramientas de
diagnoéstico adecuadas para determinar el efecto de agentes fisicos y/o quimicos
sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales especificas y
controladas (Cafas y Lépez, 2001).

Los ensayos de actividad biolégica comprenden dos etapas, un screening primario
(general o preliminar) y un screening secundario (especifico o de orden superior).
Cada una de estas etapas implica la realizacién de uno o mas bioensayos y se
aplican sobre los extractos y sobre los productos purificados. Los extractos que
posean actividad biolégica marcada en el screening primario pasan a ser
analizados en el secundario, que emplea bioensayos mas especificos, de respuesta
mas lenta y tienen mayor complejidad y costo que los primarios.

En la Tabla 3.2 se destacan los ensayos de screening primario y secundario,

utilizados en la presente tesis.
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Tabla 3.2. Ensayos preliminares y especificos empleados en la investigacion de la

actividad bioldégica de extractos y fracciones obtenidas de Undaria pinnatifida

(Alariaceae) durante el desarrollo de la tesis.

ACTIVIDAD
BIOLOGICA

in vitro

screening

secundario
(especifico o de
orden superior)

~
\ v

.
Screening primario
(general o
preliminar)

Citotoxicidad, test de
la Artemia salina

p
Actividad inhibitoria
del desarrollo
radicular

Actividad
antibacteriana

Actividad
antioxidante

\

Intercalacion en el
ADN (Metil Green -
ADN)

A\

Determinaciéon de

CIM, SCs,

\

Actividad sobre lineas
celulares tumorales

)

Actividad
antileishmania

Ensayo de cito y
genotoxicidad aguda
(Test del Alium cepa)

Ensayo Alelopatico

3.2.1. Test de la Artemia salina (BST = Brine Shrimp Test)

Meyer et al. (1982) fueron los primeros en introducir el uso de Artemia sp. en

remplazo de animales superiores durante la evaluacién de extractos vegetales

para el descubrimiento de compuestos con actividad antitumoral y citotoxica.
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Este ensayo permite la evaluaciéon rapida y conveniente de extractos crudos,
fracciones y compuestos puros tanto de origen natural como sintético (Pino-Pérez
y Jorge-Lazo, 2010).

Ademas se determind que existe una correlacién positiva entre la mortalidad de
Artemia sp. y la citotoxicidad frente a las células 9KB (carcinoma nasofaringeo
humano) y la linea celular 3PS (P388), leucemia (McLaughlin et al., 1998).

Este bioensayo de letalidad frente a Artemia salina es uno de los biomodelos mas
usados en las etapas preliminares de una investigaciéon farmacognoéstica. De esta
manera se predice su habilidad para producir la muerte de células cancerigenas
en cultivo de tejidos y/o ejercer un amplio rango de efectos farmacoldgicos
(Fatope, 1995; McLaughlin et al., 1998).

La técnica consiste en exponer la muestra a evaluar, a los nauplios de A. salina,
(huevos eclosionados bajo condiciones estrictamente controladas de temperatura,
salinidad, aireacién, luz y pH) para determinar valores de concentracién letal
media (CLso), expresada en pg/ml. La citoxicidad se puede clasificar segin
distintas categorias, relacionada con el valor de su CLso (ver mas adelante) y en
paralelo, se debe realizar una prueba control con una sustancia validada como
antitumoral (Vanhaecke y Persoone, 1984). El tiempo de prueba es de 24-48 h,
empleando en una primera instancia, concentraciones de las muestras de 1000,
100 y 10 pg/ml (McLaughlin et al., 1998).

El calculo de la CLsyo se puede realizar utilizando distintos programas
estadisticos. En el presente trabajo de tesis se utilizé el programa estadistico de
Finney (1971).

Se debe tener en cuenta que el valor de la CLso no advierte de una actividad
fisiolégica o bioldogica en particular; es un indicador de toxicidad a nivel celular
que puede orientar investigaciones mads especificas (Vanhaecke y Persoone,
1984).

Los extractos de algas marinas ha sido motivo de numerosas investigaciones
debido a la presencia de diversos metabolitos con importante actividad citotéxica
(Roca et 1., 2018). Extractos metanélicos en concentraciones de 0,25; 0,5 y 2,5 %,
de 18 especies de algas, de las cuales 9 correspondieron a algas pardas, han sido

estudiadas para evaluar su actividad citotoxica frente a A. salina. Pachydictyon
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coriaceum, Dictyota dichotoma, y FEcklonia kurome demostraron alta actividad
citotoxica. El extracto de P. coriaceum produjo el 100 % de letalidad frente a A.
salina a las 24 y 48 h en concentraciones de 0,5 % y 2,5 %, en tanto que D.
dichotoma y E. kurome lo fueron a las 48 h a una concentraciéon de 2,5 %. Las
especies que presentaron moderada toxicidad fueron Ishige sinicola, Saccharina
japonica, y Undaria pinnatifida, con porcentajes de letalidad del 48, 46,4 y 47,2 %
respectivamente, a las 48 h a una concentraciéon de 2,5 %. Se consider6 que las
especies Colpomenia bullosa, Costaria Costata, Ecklonia cava, Eisenia bicyclis,
Hizikia fusiformis, Myelophycus simplex, Petalonia binghamiae, Sargassum
micracanthum 'y Sargassum thunbergii presentaron leve toxicidad a
concentraciones de 0,25; 0,5 y 2,6 % a las 12, 24 y 48 h, dado que las mismas
mostraron una letalidad < 30 %. (Kim et al., 2017).

El bioensayo frente a Artemia sp. puede ser extrapolado con distintas actividades
bioldgicas, por ejemplo con la actividad antiproliferativa frente a distintas lineas
celulares (Anderson et al., 1991).

Soleimani et al. (2018) realizaron ensayos de citotoxicidad de tres extractos
(hexano, acetato de etilo y metano) de Sargassum angustifolium, Cystoseria
myrica (algas pardas) y Acanthophora muscoides, Chondrophycus papillosus
(algas rojas), colectadas en el intermareal del Golfo Pérsico de Iran, sobre
Artemia salina y Artemia franciscana. Los resultados demostraron que la
mortalidad de los nauplios fue directamente proporcional a las distintas
concentraciones de prueba (125, 250, 500 y 1000 pg/ml).

El extracto metanodlico de Sargassum sp. mostré actividad antiproliferativa sobre

lineas celulares de cancer de mama MCF-7 (Namvar et al., 2013).

3.2.2. Ensayo de inhibicion de la elongacion de las raices de las semillas de

trigo, Triticum aestivum (Poaceae)

Durante la germinacion de las semillas y los primeros dias del desarrollo, ocurren
numerosos procesos fisiolégicos en los que la presencia de un compuesto citotéxico
puede interferir y alterar la supervivencia y el desarrollo normal de las plantulas,

siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos
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adversos. Por otra parte, muchas de las reacciones y procesos involucrados son
generales para la gran mayoria de las semillas, por lo que la respuesta de 7.
aestivum y los datos obtenidos a partir de la aplicacién de esta prueba, son en
gran medida representativos de los efectos en semillas o plantulas en general
(Lewis, 1995).

Para poder evaluar la actividad antitumoral este bioensayo utiliza semillas de
trigo, Triticum aestivum de una variedad identificada (Poaceae) las que son
germinadas en condiciones naturales ambientales (luz, temperatura, presién
ambiental) en agua corriente (control negativo), en presencia de un antitumoral
conocido (Vinblastina SO42, control positivo), y de distintas concentraciones de
los extractos y/o productos a analizar. Al cabo de 5 dias se mide la longitud de las
raices y se calcula el % de inhibicién en base a la longitud de la raiz de mayor
longitud del control negativo (100 % de crecimiento) y la concentracién inhibitoria
50 (CIs0). De acuerdo a los criterios de citotoxicidad del Instituto Nacional del
Cancer de los Estados Unidos, un extracto es considerado activo si tiene una Clso
< 20 pg/ml en el ensayo preliminar (Suffness y Pezzuto, 1990).

Este es un ensayo muy preciso, fiel, econémico, y que ademas permite inferir la
posibilidad de estar frente a uno o mas metabolitos antitumorales presentes en la
muestra. Pero puede ocurrir que en lugar de inhibicién del crecimiento, provoque
estimulacion, es decir que las raices muestren un mayor crecimiento radicular en
presencia de la muestra que en presencia del control negativo, por lo que también
permite evaluar la presencia de sustancias fitoestimulantes. (Desmarchelier et
al., 1995).

Estudios realizados en el extracto crudo del alga roja Stictosiphonia hookeri
mostraron una inhibicion del crecimiento radicular del 16,2 % a una
concentracion del 0,5 %, cuyo resultado fue comparable con extractos muy activos
de plantas superiores. En este mismo estudio se pudo observar que
concentraciones diez veces menores, produjeron una estimulaciéon de un 25,8 % lo
que podria indicar la presencia de sustancias fitoestimulantes en la muestra
(Cérdoba et al., 2008).

El alginato de sodio purificado extraido a partir del alga parda Lessonia vadosa

mostré el 71 % inhibicion de la elongacién radicular. Ademas este mismo
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compuesto presentd actividad citotoxica frente a Artemia salina e inhibi6 la
proliferacion celular de cancer de colon CaCo-2 en un 55 % a una concentracién

de 1 mg/ml (Becerra, 2016).

3.2.3. Actividad antibacteriana

Durante los ultimos veinte anos el uso indiscriminado de los antibidticos ha
hecho que las bacterias, dotadas de multiples mecanismos (bioquimicos, genéticos
y celulares), desarrollen estrategias que les permitan evadir con efectividad la
accién de estos compuestos (Cabrera et al., 2007), atribuyendo a este hecho un
1mportante impacto en la poblacién humana.

Segiin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2018), las bacterias que
presentan mayor resistencia en la actualidad son FEscherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Salmonella sp.
La resistencia antibidtica es un problema emergente a nivel mundial lo que
supone grandes complicaciones en el tratamiento antibidtico cuando este es
requerido. En este sentido, la OMS en 2014 puso énfasis en la necesidad de
investigar nuevas moléculas antibacterianas y trabajar mancomunadamente
entre sectores publicos y privados (OMS, 2014; OMS, 2018).

El potencial antibacteriano de las algas ha sido atribuido al menos en parte, a su
capacidad para sintetizar metabolitos tales como diterpenos en las algas verdes,
terpenos halogenados en las algas rojas y metabolitos mixtos de origen terpénico
y aromdtico en las algas pardas (Bhakuni y Silva, 1974; Vlachos et al., 1997;
Carvalho y Roque, 2000).

Diferentes métodos experimentales pueden ser usados para determinar in vitro
la susceptibilidad de bacterias ante determinados compuestos, pero estos no son
1igualmente sensibles 0 no se basan en los mismos principios, permitiendo que los
resultados sean influenciados por el método seleccionado, los microorganismos
usados y el grado de solubilidad de cada compuesto evaluado (Cole, 1994), de alli
la importancia de conocer los estandares para estas pruebas de actividad

biologica.
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Algaser et al. (2013) analizaron la actividad antimicrobiana de extractos
metandlicos de 19 especies de algas marinas (6 especies de algas verdes, 8
especies de algas pardas y 5 especies de algas rojas) Los extractos mostraron una
importante actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Bacillus sp., Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Salmonella
typhi, Klebsiella sp. y Pseudomonas aeruginosa. Entre las algas ensayadas, el

alga parda Cystoseira crinita exhibi6 la mayor actividad antibacteriana.

3.2.4. Actividad antioxidante

Diversos compuestos antioxidantes sintéticos, altamente empleados por su
eficacia y bajo costo, han presentado efectos carcinogénicos y toxicos, lo que ha
promovido la busqueda de nuevas fuentes de antioxidantes naturales para su
reemplazo (Namiki, 1990).

Diferentes estudios demuestran que la actividad antioxidante de las algas
marinas puede ser explicada por la presencia de moléculas como carotenoides,
aminoacidos tipo micosporinas, terpenos y polisacaridos sulfatados, aunque la
mayoria de los investigadores consideran a los compuestos polifendlicos como los
acidos fendlicos y cinamicos, florotaninos y bromofenoles, entre los principales
responsables de esta propiedad (Dutra—Rocha et al., 2007).

Dentro de los mecanismos de accién antioxidante mas importantes de las algas
marinas se encuentra la capacidad atrapadora de radicales libres y por este
motivo, el ensayo de inactivaciéon del radical DPPH: es una de las metodologias
mas utilizadas para estudiar sus propiedades antioxidantes (Kaur et al., 20086).
El DPPH: es un radical estable coloreado que puede aceptar protones donados por
compuestos antioxidantes presentes en estos extractos convirtiéndose en su
forma estable e incolora.

Nakai et al. (2006) estudiaron la actividad antioxidante de extractos etanélicos de
25 algas colectadas en las costas de Corea, y atribuyeron esta propiedad en el
alga Sargassum ringoldianum a la presencia del florotaninos. Resulta interesante
senalar que en este trabajo, los extractos de 15 algas, a pesar de mostrar

actividad antioxidante, no presentaron compuestos polifendlicos.
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Otros estudios efectuados con Ecklonia sp., también relacionaron esta actividad a

los florotaninos eckol y dieckol (Joe et al., 2006).

3.2.5. Ensayo del Metil Green-ADN (MG-ADN)

Este es un ensayo especifico que determina uno de los posibles mecanismos por el
cual una muestra posee actividad citotoxica, dado que permite detectar moléculas
que se intercalan total o parcialmente en la doble hélice del ADN, aunque no es
adecuado para aquellas que se unen en forma covalente (Burres et al., 1992). La
interaccién con el ADN se mide a través del desplazamiento del colorante Metil
Green, que puede ser seguido espectrofotométricamente a 655 nm, por la
disminucién de la absorbancia del complejo MG-ADN que inicialmente se hallaba
coloreado (Burres et al., 1992).

Para poder evaluar el posible mecanismo del extracto, fracciéon o producto que en
un ensayo primario o general haya mostrado citotoxicidad, se adiciona el reactivo
comercial MG-ADN y se mide la absorbancia en dos tiempos. Para cada muestra,
se determina el porcentaje de intercalacion en el ADN a partir de la disminucién
de la absorbancia calculada por la diferencia entre las absorbancias final e inicial.
Para calcular el porcentaje, la absorbancia inicial se toma como 100 %.

De esta forma, este ensayo permite inferir un posible mecanismo molecular de
accion de los compuestos que poseen una citotoxicidad importante frente al
ensayo de la Artemia salina y/o de inhibicién del desarrollo radicular de semillas
de trigo, esto es una CLso inferior a 250 pg/ml y/o porcentajes de inhibicién
mayores al 30 % para concentraciones de los productos de 0,5 % en el estudio de
inhibicién radicular.

En nuestro grupo de investigaciéon se ha utilizado este ensayo sobre distintos
extractos de algas como Lessonia vadosa (Becerra, 2016), Ulva sp (Uhrich, 2016),
entre otras. En ambos extractos, de las especies mencionadas anteriormente, se
observd disminucién de la absorbancia del complejo MG-ADN, sugiriendo a este
mecanismo como el responsable, al menos en parte, de la citotoxicidad que

demostraron los extractos.
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3.2.6. Actividad antileishmania

Las Leishmaniasis son un conjunto de enfermedades muy complejas causadas por
parasitos que pertenecen al género Leishmania, de la familia Trypanosomatidae.
Estos parasitos son transmitidos al ser humano mediante la picadura de
flebétomos, que son los insectos vectores previamente infectados.

Los tipos de Leishmaniasis mas usuales en Argentina son dos; aquellos que
comprometen la piel y las mucosas, denominados respectivamente Leishmaniasis
Cutanea y Leishmaniasis Mucosa, o en conjunto Leishmaniasis Tegumentaria, y
el que compromete el estado general y algunas visceras como higado y bazo,
llamado Leishmaniasis Visceral (Ministerio de salud, 2010a,b).

En Argentina hay tres especies identificadas de Leishmania que pueden producir
Leishmaniasis Cutdanea. La mas frecuente, Lershmania brasiliensis, asociada a
los brotes epidémicos y también responsable de la Leishmaniasis Mucosa; en
tanto que la especie que puede producir Leishmaniasis Visceral, es la Leishmania
infantum (Ministerio de Salud, 2010a)

De las 26 especies de flebotomos descriptas para Argentina, solo cuatro serian
vectores de la Leishmaniasis Cutanea-Mucosa como Lutzomyia neivai, L.
cotelezzii, L. migonel, y L. whitman. En cambio para la Leishmaniasis Visceral se
ha identificado sélo una especie, Lutzomyia longipalpis, como responsable de los
brotes epidémicos (Ministerio de Salud, 2010a)

En la Figura 3.1 se muestra el ciclo de transmisién del parasito (Ministerio de
Salud, 2010a). La hembra del fleb6tomo pica a un animal enfermo de
leishmaniasis (A) y extrae su sangre para alimentarse. De ese modo, la sangre y
las células infectadas con los amastigotes llegan al tubo digestivo del insecto
donde se transforman en promastigotes (B), la flecha vertical en azul indica la
transformacién). En el momento en que el fleb6tomo pica a las personas (C), les
inyecta los parasitos en su piel o mucosas. La transmision del parasito es de tipo
moculativa, porque el flebétomo inyecta la Leishmania sp. mientras ingiere la
sangre del huésped. Una vez en el interior del organismo, los parasitos en su
etapa de promastigotes son capturados por los macréfagos. Si el sistema

inmunolégico (macréfagos) fracasa en su capacidad de destruir el parasito, éste
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facilmente invade las células y se convierte en abrigo y protecciéon del parasito.
En ese lugar se produce la transformacion del promastigote en amastigote.

En el interior de la célula parasitada los amastigotes se multiplican. Cuando hay
una gran cantidad de parasitos dentro de la célula, ésta se acaba rompiendo. Al
romperse libera las formas amastigotes. De este modo, nuevas células son
parasitadas y se repite el proceso extendiendo la infeccién.

La Leishmaniasis Visceral es una enfermedad con una incidencia mundial
estimada en 200 a 400 mil casos nuevos cada afio (Alvares et al., 2012), por tal
motivo se plantean estrategias efectivas de control (OMS, 2010).

Desde 1970, el tratamiento se basa en el empleo de sales de antimonio; no
obstante, su eficacia ha disminuido notablemente por la aparicion de cepas
resistentes, lo cual parece estar asociado a tratamientos incompletos.

Por estas razones se hace necesario continuar con la buUsqueda de nuevos
medicamentos que brinden alternativas para el tratamiento de estas patologias.
Los productos naturales constituyen una fuente esencial de metabolitos para el
desarrollo de medicamentos. Es por ello que muchos investigadores se han
volcado a la realizacién de estudios en diferentes especies, con el fin de obtener

sustancias con actividad antileishmania (Schwikkard y Van Heerden, 2002).

amastigotes

i v -
\\ A.'~L

promastigotes

Figura 3.1. Ciclo de transmisién del vector de la Leishmaniasis. (Fuente:

Ministerio de Salud, 2010a).
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En Argentina, la distribucion de la enfermedad indica que el area endémica de
Leishmaniasis Cutanea-Mucosa corresponde a las provincias de Salta, Jujuy,
Tucuman, Catamarca, Santiago del Estero, Chaco, Misiones y Corrientes
(Ministerio de Salud, 2010a).

En comparacién con las plantas terrestres, se han descripto atn escasos estudios
con macroalgas marinas, lo que pone de relieve la importancia de investigar estos
organismos como fuentes potenciales para nuevos farmacos con actividad
antileishmania (Tchokouaha Yamthe et al., 2017).

Estudios recientes indican que el fucosterol, aislado de L. vadosa, presentd
importante actividad antileishmania frente a la forma amastigote intracelular en
comparacion con el promastigote extracelular de Lershmania amazonensis'y L.
infantum. Ademas, mostré baja citotoxicidad contra la linea celular de
macréfagos murinos derivados de un sarcoma de células reticulares (Becerra,
2016).

Para la determinaciéon de la actividad antileishmania, en este trabajo de tesis se
utilizé el método de la resazurina (también llamado Azul de Alamar), que se basa
en la habilidad de las células viables para reducir la molécula de resazurina y
transformarla en resorufina, siendo este ultimo fluorescente a una longitud de
onda de emisién de 590 nm (Mikus y Steverding, 2000; Escobar, 2007).

Estudios realizados por Becerra (2016) con fucosterol purificado de Lessonia

vadosa, mostraron actividad antileishmania.

3.2.7. Actividad sobre lineas celulares tumorales

Uno de los primeros articulos que aparecen en la literatura acerca de la
evaluacion antineoplasica de los extractos de algas marinas, es el de Kashiwagi
et at. (1980), quienes evaluaron en ratones de experimentacién, 107 extractos de
macroalgas y microalgas marinas del Océano Pacifico contra la leucemia
linfocitica P388 y el tumor ascitico de Ehrlich.

Fernandez et al. (1989) demostraron la actividad inmunomoduladora del

polisacarido extraido del alga roja Gracilaria dominguensis.
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Los ensayos para la deteccion de la viabilidad y proliferacién celular son cruciales
en Farmacologia ya que permite la evaluacion de los efectos téxicos provocados
por extractos de productos naturales o compuestos quimicos aislados,
posibilitando de esta manera descubrir nuevos compuestos con uso potencial en
Salud. La necesidad de lograr una prueba confiable, relativamente sencilla y
rapida, ha llevado al desarrollo de varios ensayos que ahora se utilizan
habitualmente, y que estan disponibles para detectar los efectos citotoxicos de los
sistemas celulares in vitro.

En este sentido Harada et al. (1997) evaluaron 1446 extractos acuosos y
metanolicos procedentes de 306 especies de algas marinas de las costas de Japodn,
mediante ensayos in vitro. Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron
la efectividad de los extractos de cuatro especies de algas verdes frente a
leucemia L1210, en particular el extracto metandlico de Cladophoropsis
vaucheriaformis, que exhibié un 86 % de viabilidad para las células normales y
resultd selectivamente citotoxico para células de leucemia P388 y 1.1210.

El extracto de Stypopodium zonale demostr6 gran actividad citotéxica contra la
linea celular de melanoma humano (Rocha et al., 2007). Otro estudio realizado
con el extracto enriquecido en florotaninos del alga parda Laminaria japonica ha
mostrado una considerable actividad antiproliferativa, dosis dependiente, sobre
lineas celulares de leucemia murina y carcinoma hepatocelular humano con
valores de Clso de 120 pg/ml y valores mayores a 200 pg/ml, respectivamente,
después de 48 h de incubacién. En este mismo estudio, la observacién
microscopica de las caracteristicas morfolégicas de las células tumorales tratadas
con el extracto enriquecido con florotaninos y 5-fluorouracilo (un firmaco de
quimioterapia comercial) mostraron diferencias con respecto al grupo control, lo
que sugiere la accién antiproliferativa (Yang et al., 2010).

Por otro lado, los polisacaridos extraidos de Sargassum stenophyllum 'y
Capsosiphon fulvescens inhibieron la migracién y la viabilidad de las células de
melanoma humano in vitro e in vivo (Dias et al., 2005) y la induccién de apoptosis
en células gastricas humanas (Kwon y Nam, 2007), respectivamente.

Dentro de los polisacaridos, el alginato de sodio de Lessonia vadosa colectada en

las costas de la zona central del Golfo San Jorge, obtenido en nuestro grupo de
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investigacion, mostré actividad antiproliferativa sobre la linea celular de cancer
de colon Caco-2, exhibiendo a 1 mg/ml, una inhibicién de la proliferaciéon celular
del 55 % (Becerra, 2016).

En la presente tesis, la evaluacion de la actividad citotoxica in vitro sobre lineas
celulares, se realizO6 mediante el ensayo descripto también para actividad
antileishmania empleando la resazurina. Para este ensayo las células se exponen
a la resazurina que ha sido afadida al medio de cultivo (O’Brien et al., 2000).
Posteriormente cada linea celular se incuba a 37 °C, en condiciones de oscuridad.
Las células viables son determinadas en un fluorémetro (Ahmed et al., 1994;
Skehan et al., 1990), y se calculan a partir de la relacién de unidades relativas de

fluorescencia (RFU) (Skehan et al., 1990).

3.2.8. Test del Allium cepa

Este test es un biomonitor sensible (Fiskesjo, 1988) adecuado tanto para el
analisis de toxicidad como de genotoxicidad (Fiskesjo, 1985). Su aplicacién en el
analisis genotoxico de compuestos quimicos y mezclas complejas es ampliamente
utilizado desde su implementaciéon desarrollada por Levan en 1938. Los
resultados obtenidos de distintos compuestos quimicos con el test de Allium cepa
demostraron una correlacion de un 70 % comparados con ensayos sobre diferentes
lineas celulares (Grant, 1982).

Cuando un bulbo de Allium cepa se rehidrata se produce una estimulacién del
crecimiento de las células, lo cual permite la elongacién de las raices de la planta.
Sin embargo, cuando la hidratacion se lleva a cabo en presencia de sustancias
toxicas, la division celular de los meristemas apicales puede inhibirse, ya sea
retardando el proceso de mitosis o destruyendo las células. Este tipo de
alteraciones generalmente impide el crecimiento normal de la raiz, y por lo tanto
su elongacién (Fiskesjo, 1985, 1993, 1997).

La toxicidad analizada mediante este test, contempla parametros macro y
microscopicos para evaluar alteraciones morfolégicas de las raices y el potencial
efecto citotéxico mediante el Indice Mitético (IM), utilizdndose como testigo agua

potable. Para evaluar el IM y la genotoxicidad se utiliza un microscopio éptico,
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calculandose el IM como la relaciéon entre el nimero de células en mitosis y el
numero de células totales. La disminucién del indice mitético es consecuencia de
un menor desarrollo radicular expresada por el compuesto quimico de prueba a
distintas concentraciones y tiempos (Fiskesjo, 1985).

En la actualidad existen diversas referencias bibliograficas del uso del test
Allilum cepa para evaluar la toxicidad de compuestos quimicos como el azufre,
magnesio, boro, cromo, pesticidas, herbicidas, productos farmacéuticos entre
otros (Fiskesjo, 1993; Pefia et al., 1999; Tartar et al., 2006; Feretti et al., 2007;
Mustafa et al.,, 2008). Sin embargo, no se han encontrado en bibliografia

resultados de ensayos de A. cepa con extractos y/o productos de algas pardas.

3.2.9. Ensayo alelopatico

Algunas especies poseen la capacidad de liberar compuestos quimicos que
influyen en el crecimiento y desarrollo de otras especies. Este mecanismo se
conoce como alelopatia. Por lo tanto la alelopatia representa el area de la
Bioquimica Ecoldgica que estudia las interacciones entre diferentes organismos
vivos y su medio ambiente.

La International Allelopathy Society en el afio 1996, define la alelopatia como
“Todo proceso que implica metabolitos secundarios producidos por especies
exoticas que Influyen en el crecimiento y desarrollo de las especies nativas
(excluyendo los animales), comprendiendo efectos positivos y negativos’. Esta
definicién se ampli6 luego a cualquier proceso que involucre metabolitos
secundarios producidos por las plantas (con este término se incluyen a las algas),
microorganismos, virus y hongos que influyen en el crecimiento y desarrollo de
otras especies presentes en el mismo ecosistemas (Ringuelet, 2013).

Por lo expuesto en el parrafo anterior, la utilizacion de extractos de plantas como
una herramienta de manejo en los cultivos, puede ser uno de los usos mas
précticos y aplicables de la alelopatia en la agricultura (Setyowati y Simaramata,
1999). La liberacién de los metabolitos a partir del extracto producen reacciones
naturales con multiples efectos, que van desde la inhibicién o estimulacién de los

procesos de crecimiento de las plantas vecinas, hasta la inhibicion de la
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germinaciéon de semillas. Asi, los metabolitos secundarios conforman una parte
muy importante de los sistemas de defensa de las plantas, con la ventaja de ser
biodegradables. Por otra parte, las diferentes concentraciones influyen mucho en
las reacciones alelopaticas, ya que se ha demostrado que los extractos pueden
actuar tanto como inhibidor o estimulante en diferentes cultivos, ya sea en el
crecimiento de raices o tallos; ademas, se ha observado que las extracciones
acuosas pueden tener un potencial alelopatico negativo sobre diferentes cultivos y
esto se debe al contenido de aleloquimicos de estos extractos, el tiempo de
aplicacién y la concentracién empleada (Setyowati y Simaramata, 1999).

Se ha descripto que los extractos de algas ayudan a resistir dafios por
enfermedades, insectos o condiciones de estrés, asl como a incrementar la
produccion, la resistencia, la absorcion de nutrientes del suelo y la germinacion
de las semillas (Abreu, 2005). Dentro de los compuestos ya identificados en las
algas esta el acido alginico, manitol, vitaminas, entre otros. Se ha demostrado
que el contenido de clorofila y la capacidad fotosintética son elevados en plantas
tratadas con estos extractos. Ademas del Sargassum sp., otros géneros de algas
marinas como, Fcklonia, Laminaria, Macrocystis, Fucus, Ulva, Gracilaria, entre
otros, son utilizados en la agricultura en diferentes paises (Abreu, 2005).

Para evaluar el potencial alelopatico de los extractos se emplean semillas
germinadas, sensible a herbicidas, como Lycopersicum esculentum
(dicotiledénea) y Lolium multiflorum (monocotiledénea), las cuales son colocadas
en placas de Petri transparentes y expuestas a un fotoperiodo de luz artificial con
distintas concentraciones de la muestra a evaluar, durante 10 dias. Como
variables experimentales se tiene en cuenta el porcentaje de germinacién y la
elongacién radicular con respecto al control negativo (semillas cultivadas en agua
destilada). Al cabo del tiempo de prueba, se mide la longitud de la raiz de cada
semilla y se promedian por placa y por triplicado, para cada dilucién. Finalmente
se calcula el % de inhibicién en base a la longitud de las raices del control

negativo (100 % de desarrollo) (Arancibia, 2015).
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3.3. Aplicaciones farmacéuticas - Microencapsulacion

La microencapsulacion de medicamentos, desde el punto de vista tecnolégico, se
puede definir como el proceso de recubrimiento de medicamentos, bajo la forma
de moléculas, particulas sélidas o glébulos liquidos, con materiales de distinta
naturaleza, para dar lugar a particulas de tamano micrométrico. El producto
resultante de este proceso tecnoldégico, se denomina “microparticula”,
“microcapsula” o “microesfera” (Remufian-Lépez y Alonso-Fernandez, 1997), con
un didmetro que varia desde unos pocos micrones hasta 1000 pm (1 mm). El
nucleo que compone la macroparticula se denomina también fase interna o
principio activo, mientras que la membrana suele nombrarse como capa externa o
matriz, constituyendo sistemas que se diferencian en su morfologia y estructura
interna. Cuando las particulas son menores que 1 um, el producto del proceso de
encapsulacion recibe el nombre de “nanoparticula”, “nanocapsula” o “nanoesfera”,
(Remuiian-Lépez y Alonso-Fernandez, 1997).

Existen distintos biopolimeros que pueden ser empleados en la fabricacion de
microparticulas, entre ellos los polisacaridos han sido empleados como matriz
debido a su capacidad para absorber agua, biocompatibilidad, facil manipulaciéon
e inocuidad. El alginato de sodio es ampliamente utilizado en la industria de
farmacéutica, destacandose aplicaciones terapéuticas, biomédicas y en
biomateriales (Hori et al., 2009). Los alginatos son extraidos primariamente de
tres especies de algas pardas como Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum
y Macrocystis pyrifera (Rodriguez-Llimos et al., 2003).

En la presente tesis aplicamos uno de los productos obtenidos, el alginato, a la
microencapsulacién de paracetamol (PCT). El paracetamol (N-acetil-aminofeno)
es un farmaco clasificado como antiinflamatorio y analgésico no esteriodal
(AINE), eficaz para el tratamiento contra el dolor y la fiebre, ampliamente usado
en la actualidad, si bien evidencia una débil actividad antiinflamatoria. Es un
farmaco bien tolerado, aunque la sobredosis aguda ocasiona lesion hepatica
mortal. E1 PCT a pH 7,4 se encuentra disociado inicamente en un 0,42 %, por lo
que se puede asumir que en el torrente sanguineo este farmaco se encuentra

preferentemente en forma molecular. Los coeficientes de reparto son ligeramente
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superiores a 1, lo que indica que este compuesto es semipolar y de naturaleza

parcialmente lipofilica; ademas esta propiedad fisicoquimica disminuye con el

aumento de la temperatura mostrando un caracter exotérmico para la

transferencia hacia el medio orgénico (Baena et al., 2004).

Debido a las propiedades que el paracetamol posee de baja fluidez, lubricacién y

cohesividad, es dificil de comprimir en determinadas dosis y el margen para

corregir sus deficientes propiedades de compresibilidad se ve limitado las
formulaciones de comprimidos, por ello se efectian otros métodos para su

formulacién como la microencapsulacién (Dewani et al., 2015).

El alginato de sodio es un polisacarido de origen natural, como mencionaramos en

el Capitulo 2 de este trabajo de tesis, altamente soluble en agua. Existen varios

factores que pueden modificar las propiedades fisicoquimicas de sus soluciones; a

continuacion se particularizan los mas importantes.

» La concentracion de la solucidon: al aumentar la concentracion de la solucion
aumenta fuertemente su viscosidad, lo cual se ve reflejado en las curvas de
flujo de disoluciones de diferentes concentraciones (0,1; 0,5 y 1,0 %)
(Avendano et al., 2013).

» La temperatura: por cada 6 °C de aumento de la temperatura, la viscosidad
disminuye aproximadamente un 12 %, y al enfriar, no se recuperan los
valores de viscosidad iniciales (Whistler y BeMiller, 1993) debido a la
despolimerizacién producida, la cual depende de la temperatura, del tiempo
que se esté calentando, y del peso molecular del alginato.

> La longitud (y por ende el peso molecular) y la rigidez de las moléculas del
alginato.

» El pH: su descenso repercute directamente en la transformaciéon del anién del
alginato de sodio soluble en agua en acido alginico insoluble, lo cual se
traduce en una mayor viscosidad. A un pH inferior a 2, el acido alginico
precipita.

» El peso molecular: la viscosidad de la solucion acuosa de alginato de sodio
depende directamente del peso molecular, es decir, del grado de

polimerizacion del polimero.
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» Efecto de un electrolito monovalente: el cloruro de sodio como electrolito
norganico libera cationes monovalentes en la soluciéon de alginato de sodio, lo
cual reduce la viscosidad, debido a un aumento en la fuerza iénica (Avendano
et al., 2013).

En consecuencia, la viscosidad de una disoluciéon de alginato de sodio al 1 %

puede variar dependiendo del tipo de alginato utilizado y del pH (las disoluciones

de la sal sédica del polisacarido son inestables a valores de pH > 11), asi como de
la presencia de sales monovalentes o polivalentes.

En presencia de agua, estos sistemas forman una matriz cuya viscosidad

aumenta debido a que las cadenas poliméricas adyacentes se entrelazan,

constituyendo una estructura dinamica. Las cadenas pueden moverse entre si y

el principio activo difunde a través de la fase intersticial (Lawrie et al., 2007).

3.3.1. Clasificacién de las microparticulas

Las microcapsulas y microesferas se han diferenciado principalmente por la
distribucién del principio activo. En las microcapsulas, el principio activo puede
ser de naturaleza liquida o sélida incluido en una especie de reservorio recubierto
por una pelicula del material. Mientras que, en las microesferas, el principio
activo se encuentra altamente disperso en forma de particulas o moléculas en
una matriz. La obtencién de un tipo de estructura u otra depende de las
propiedades fisicoquimicas del principio activo y de la matriz, asi como de la
técnica empleada para su preparacién (Lopretti et al., 2007).

Las microcapsulas pueden tener forma esférica o irregular. Asi mismo, pueden
estar constituidas por una membrana simple, multiples capas e incluso nucleos
multiples cuya matriz puede ser del mismo material o una combinaciéon de varios

tal como se muestra en la Figura 3.2 (Gibbs et al., 1999).
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Figura 3.2. Clasificacion de la microcapsulas.

3.3.2. Condiciones de Gelificacion

La propiedad mas importante del alginato de sodio es su capacidad para formar
geles al reaccionar con cationes divalentes como el calcio. Este polimero forma
una estructura en contacto con cationes, originando una red tridimensional que
atrapa las moléculas del farmaco. Las microparticulas se pueden preparar por
gelificacion 16nica a partir de una solucién de alginato de sodio, que se deja caer
en forma de gotas sobre otra que contienen cationes como calcio, estroncio o bario.
La gelificacién y reticulacién del polimero se consiguen mediante el intercambio
quimico de iones de sodio con cationes divalentes lo que provoca el apilamiento de
los grupos urénicos, creando una estructura reticulada conocida como caja de
huevo, que se caracteriza por contener aproximadamente un 99 % de agua y
presentar caracteristicas muy similares a los sélidos, ya que conservan su forma
y son resistentes al estrés fisico. Las reacciones quimicas entre los grupos
urédnicos del alginato y el cation, pueden ser temporales o permanentes, por lo
que empleando bajas concentraciones de calcio se consiguen asociaciones
temporales que dan lugar a soluciones viscosas y tixotrOpicas, mientras que
utilizando concentraciones altas, el polimero gelifica produciendo microesferas

que precipitan formando asociaciones permanentes (George et al., 2006).

3.3.3. Mecanismos de Gelificacién iénica con alginato

Los alginatos de sales polivalentes son insolubles, con excepciéon de la sal de
magnesio. La razén de que el magnesio sea el inico catién divalente que no forma
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gel con el alginato es la preferencia del Mg2* por el entrecruzamiento
intramolecular frente al intermolecular de los demas cationes polivalentes. De
esta forma, la adiciéon controlada de cualquier otro catién polivalente lleva al
alginato a la formacién de un gel, pudiéndose establecer una serie de afinidad
creciente de los alginatos por los cationes alcalinotérreos de la forma Mg << Ca
< Sr < Ba, siendo el calcio el mas empleado en la industria farmacéutica.
Asimismo, la fuerza de gel aumenta con la afinidad entre el polimero y los
cationes.

El proceso de formacion del gel se inicia a partir de una solucién de sal de
alginato y una fuente de calcio externa o interna desde donde el i6n calcio se
difunde hasta alcanzar la cadena polimérica. Como consecuencia de esta unidn,
se produce un reordenamiento estructural en el espacio resultando en un
material sélido con las caracteristicas de un gel (Figura 3.3). El grado de
gelificacion dependera de la hidrataciéon del alginato, la concentraciéon del i6n

calcio y el contenido de los bloques de 4cido gulurénico (Funami et al., 2009).

Figura 3.3. Mecanismo de gelificacion del alginato en presencia de cationes de

calcio (Fuente; Draget, 2000).
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Los mecanismos de gelificacion i6nica incluyen fundamentalmente dos procesos:

la gelificacién externa y la gelificacién interna (Draget, 2000).

3.3.3.1. Gelificacion externa

El proceso de gelificaciéon externa ocurre con la difusion del i6n calcio desde una
fuente que rodea al hidrocoloide hacia la soluciéon de alginato de sodio de pH
neutro. La formacion del gel se inicia en la interfase y avanza hacia el interior a
medida que la superficie se encuentra saturada de iones calcio, de manera que el
16n sodio proveniente de la sal de alginato es desplazado por el catiéon divalente
solubilizado en agua. Este interacciona con los bloques GG de diferentes
moléculas poliméricas, enlazandolas entre si. Aunque, la fuente de calcio mas
usada ha sido el CaCls debido a su mayor porcentaje de calcio disponible, han
sido empleadas otras sales tales como el acetato monohidratado y el lactato de

calcio (Saha y Bhattacharya, 2010; Helgerud et al., 2010).

3.3.3.2. Gelificacién interna

Este proceso consiste en la liberacién controlada del i6n calcio desde una fuente
interna de sal de calcio insoluble o parcialmente soluble dispersa en la soluciéon
de alginato de sodio. La liberaciéon del i6n calcio puede ocurrir de dos formas si se
tiene una sal de calcio insoluble a pH neutro, pero soluble a pH acido, por lo que
es necesario adicionar un acido organico que al difundirse hasta la sal permita la
acidificaciéon del medio consiguiendo solubilizar los iones calcio. En este caso, las
sales de calcio mas empleadas son el carbonato de calcio y el fosfato tricalcico, y
en casos especificos el fosfato dicalcico y el citrato tricalcico. Para la acidificacién
del medio se cuenta con acidos organicos como el acético y adipico. Si la sal de
calcio es parcialmente soluble, el proceso de gelificaciéon interna consiste en la
adicion a la mezcla alginato-sal de calcio, de un agente secuestrante como el

fosfato, sulfato o citrato de sodio, siendo el sulfato de sodio el mas empleado
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debido a su bajo costo y conveniente solubilidad. Al adicionar un secuestrante,
éste se enlaza con el calcio libre retardando asi el proceso de gelificacion.

El gel de alginato calcico formado es permeable a moléculas solubles en agua,
cuyos pesos moleculares sean menores a 5000 Dalton. Moléculas mayores
también pueden difundir a través del gel, pero si el peso molecular excede los
10000 Dalton, la difusién no ocurre. La excepcién a esto, la constituyen los
lipidos, que permanecen en la matriz aun cuando sean de peso molecular bajo
(Martin Villena et al., 2009).

Rodriguez-Llimos et al. (2003) estudiaron pardmetros tales como:

» Tiempo de agitacion con el acido acético glacial: al aumentar diez veces el
tiempo de contacto se observa que la encapsulaciéon del paracetamol
aumenta 3 veces, esto podria deberse a que se lleva a cabo una gelificacion
mas completa debido a una mayor liberacion de iones calcio desde el
complejo insoluble de carbonato de calcio.

» Tiempo de contacto de las microparticulas con la soluciéon de cloruro de
calcio: si bien es necesario un tiempo de reaccidén, éste no debe ser excesivo
debido a que facilitaria la difusiéon del principio activo por gradiente de
concentracion. Se observdé que al disminuir el tiempo de contacto, se
obtuvieron mejores resultados en la encapsulacion y, consecuentemente,
mayor rendimiento total de microparticulas.

» Concentraciéon de iones calcio: parece ser un parametro critico en la
produccién de microparticulas. La influencia de la concentraciéon del i6n
calcio fue evaluada con tres concentraciones diferentes (157, 314, 629 nM).
Se observd que a medida que se increment6 la concentracion, aumento el

rendimiento total de microparticulas y la encapsulacion de principio activo.

También ha sido estudiado el efecto de ruptura de la emulsién con y sin
centrifugacién (Poncelet et al., 1992).

El gel de alginato de calcio formado es permeable a moléculas solubles en agua,
cuyos pesos moleculares sean menores a 5000 Dalton. Moléculas mayores
también pueden difundir a través del gel, pero si el peso molecular excede los

10000 Dalton, la difusién no ocurre (Helgerud et al., 2010).
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En resumen, la principal diferencia entre el mecanismo de gelificacion externa e
interna es la cinética del proceso. Si lo que se pretende es el control de la
transicion sol-gel, en el proceso de gelificacién externa los factores a manipular
son la concentracién de calcio y composiciéon del polimero. Mientras que, para el
proceso de gelificacion interna, se deben considerar la solubilidad, concentracion
de la sal de calcio, concentracion del agente secuestrante y del acido organico

empleado (Draget, 2000).

3.3.4. Caracteristicas morfolégicas, tamaifio de particula y estructura

interna

Para analizar la morfologia de las microparticulas, se recurre normalmente a
técnicas de microscopia 6ptica y microscopia electrénica de barrido (MEB), las
que también permiten detectar la posible agregacion de las particulas asi como
determinar su tamano. La observacion por microscopia electronica de barrido de
los cortes transversales de las microparticulas permite caracterizar su estructura
interna. El tamano y la distribucién de tamanos se determinan empleando
técnicas de difraccién de rayos X, entre otros (Martin Villena et al., 2009).

Otros ensayos que permiten caracterizar las microparticulas y que brindan
informaciéon sobre su calidad, son la determinacién del rendimiento de
produccion, la eficacia de encapsulacion y el contenido en principio activo.

Al igual que en otras formas farmacéuticas, el estudio de liberacion in vitro de la
molécula activa a partir de las microparticulas es muy importante ya que esta
gobernada por una serie de factores que son dependientes del polimero, del
principio activo y de la propia microparticula. Entre los primeros se puede citar
el tipo de polimero (insoluble, solubilidad pH dependiente), su peso molecular y
estado cristalino. Entre los parametros relacionados con el principio activo, se
destaca la solubilidad y su peso molecular. Por dltimo, factores dependientes de
la propia microparticula son el tipo de estructura interna y el contenido tedrico de

principio activo con respecto al polimero.
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La mayoria de los procedimientos de microencapsulaciéon implican un mezclado
intimo ente el polimero y el principio activo, por lo que pueden tener lugar
diversas interacciones fisicoquimicos que pueden influir en la eficacia terapéutica
de la forma farmacéutica final. En consecuencia, es conveniente caracterizar el
estado fisico del polimero y del principio activo por separado, y del principio
activo en la microparticula (principio activo disuelto o dispersado en el polimero),
interacciones medicamento—excipiente. Para ello se recurre a técnicas
espectroscépicas del tipo de difraccién de rayos X (DRX), infrarrojo (IR) y
resonancia magnética nuclear (RMN), asi como a técnicas de andlisis térmico
diferencial. Ademas de estos estudios, también se deben realizar controles de
disolventes orgdnicos residuales (mediante cromatografia gaseosa) si las
microparticulas han sido preparadas por procesos que impliquen la utilizacién de

disolventes (Fundueanu et al., 1998).
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4.1. Colecta de los ejemplares

Para los primeros estudios, los ejemplares de Undaria pinnatifida fueron
colectados manualmente en la zona intermareal, en las costas de Bahia
Bustamante (45° 07°45,63" S, 66° 32°06,99” O) durante la primavera de 2008 y
determinados taxonémicamente, con la colaboraciéon de la Dra. Alicia Boraso y el
Dr. H.C. Héctor Zaixso (Q.E.P.D.).

La colecta en Comodoro Rivadavia se realizé6 también manualmente en la zona
intermareal, en las estaciones de primavera de 2010, y verano, otofio e invierno
de 2011, en las costas de Km 4, ubicadas a 150 m del edificio de la Universidad
Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, correspondientes a la regién central
del Golfo San Jorge. Las Figuras 4.1 y 4.2 presentan las zonas de colecta

mencionadas.
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Figura 4.1. Zonas de colecta de los ejemplares de Undaria pinnatifida, en la

provincia de Chubut, Patagonia Argentina. (Fuente editada: Google Earth).
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Figura 4.2. Zona de colecta de los ejemplares de Undaria pinnatifida en las
playas de Km 4, lindantes a la Universidad de la Patagonia San Juan Bosco, en

la regi6én central del Golfo San Jorge. (Fuente editada: Google Earth).

Las Figuras 4.3 a y b corresponden a fotografias tomadas durante las colectas

realizadas en las playas de Km 4, Comodoro Rivadavia.

Figura 4.3. a. Costas de Comodoro Rivadavia (lugar central de colecta), b.

ejemplar completo de Undaria pinnatifida en la zona de colecta.
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En todos los casos, las algas fueron limpiadas con agua de mar y colocadas en
bolsas plasticas para su transporte al laboratorio, donde posteriormente fueron
seleccionados mediante inspeccién macroscopica.

Un ejemplar de cada lugar y estacién colectado fue separado, acondicionado,
herborizado y depositado en el Herbario Regional Patagonico de la Facultad de
Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud, UNPSJB, bajo los numeros de

registros que se indican en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Ntimeros de registros en el Herbario Regional Patagénico (HRP) de los

ejemplares de cada estaciéon anual y coordenadas del lugar de colecta.

Estacién N° HRP Coordenada central de colecta
primavera 7096
Verano 7162

45° 49°35,0" S, 67° 27°36,0" O
Otono 7163
invierno 7164

Durante las colectas se determinaron los factores ambientales correspondientes a
temperatura, pH y salinidad, empleando un equipo que permite medir la
temperatura y el pH (Beekman® 350, Figura 4.4.a) y un salinémetro digital (G-
Won Hitech® GMK- 540, Figura 4.4.b), respectivamente.
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Figura 4.4. a, equipo Beekman® 350, utilizado en la medicién de temperatura y
pH: b, salinémetro G- Won Hitech® GMK- 540, ambos empleados durante las

colectas de Undaria pinnatifida.

4.2. Conservacion y molienda

Una parte de los ejemplares fue conservada a -18 °C, para estudios posteriores.
El resto del material fue secado, sobre papel madera, bajo techo, al abrigo de la
luz solar y a temperatura ambiente, girando periddicamente el material, con
cambio de papeles.

Algunas frondas secas se guardaron intactas para su posterior estudio; el resto
fueron reducidas a polvo en un molino de paletas provisto de un tamiz de malla
20 (RetschMiihle, Dietzmotorem). El material en polvo fue conservado a
temperatura ambiente en recipientes de cierre perfecto, al abrigo de la luz y

humedad, hasta su utilizacién.

107



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 4 - ESTUDIOS BIOLOGICOS Y QUIMICOS

4.3. Caracterizacion morfologica

4.3.1. Evaluacién organoléptica y Macroscopia

Se observaron aspectos externos de las frondas y esporofilo, fundamentalmente
color, presencia de marcas externas y marcas en la superficie de fractura,
fractura y olor.

Se determinaron también las longitudes de los talos de los ejemplares de Undaria

mediante el uso de una regla convencional.

4.3.2. Microscopia

Las observaciones microscopicas para determinar caracteristicas
morfoanatomicas de la especie en estudio, se realizaron mediante cortes
longitudinales o transversales a mano alzada segin cada caso, efectuados a
partir de trozos frescos de fronda, esporofilo y nervadura tomados al azar. Estos
estudios se efectuaron con un Microscopio Olympus CX 31 equipado con una
camara digital Olympus.

Para el alga colectada en primavera e invierno, se realizaron ademas
observaciones superficiales de las frondas, esporofilo y nervadura, con un
Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) (Jeol- JSM-LV 6510 Scanning electron
Microscope). En todos los casos se tomaron al azar distintos trozos secos de la

parte morfologica a estudiar.

4.3.3. Histoquimica

Sobre cortes de las frondas y nervadura se aplicaron diferentes tinciones
histoquimicas a fin de identificar y localizar a nivel tisular los grupos quimicos
mas destacables.

Los cortes con las distintas tinciones, que se detallan a continuacién, fueron

observados con los objetivos de 10X, 40X y 100X (objetivo de inmersién) en orden
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secuencial, con un Microscopio Olympus CX 31 equipado con una camara digital

Olympus.

4.3.3.1. Tincién con Lugol

Especificidad: amilosa y amilopectina en el citoplasma, y amiloides en las paredes
celulares. La observacién de color azul, violaceo hasta rojizo resulta positiva.
Preparaciéon del reactivo: se disolvié 1 g de ioduro de potasio en 100 ml de agua
destilada y se agregaron 0,3 g de iodo sublimado. Se agité hasta disoluciéon
completa del 1odo.

Procedimiento: se dispusieron los cortes a analizar sobre un portaobjetos y se les
agregd 1 gota de reactivo. Se dejé6 unos minutos y se retird el excedente de
reactivo con una servilleta de papel; posteriormente se cubrieron con cubreobjetos

y se observaron en el microscopio éptico (D’Ambrogio de Argiieso, 1986).

4.3.3.2. Tincién con Sudan II1

Especificidad: grasas, aceites, cutina y suberina. La observaciéon de color rojizo
resulta positiva.

Preparaciéon del reactivo: se utilizé una solucién saturada del reactivo comercial
(Sigma) preparada en etanol al 80 % y filtrada antes de ser empleada.
Procedimiento: los cortes se colocaron sobre un portaobjetos, se les agregaron 2
gotas del reactivo, se dejaron actuar durante 10 minutos y se lavaron
rapidamente con etanol de 70°. Se cubrieron con cubreobjetos y se observaron en

el microscopio éptico (D’Ambrogio de Argiieso, 1986).
4.3.3.3. Tincion con FeClz al 1 %
Especificidad: fenoles con uno, dos o tres hidroxilos libres adyacentes. La

observaciéon de color amarillento, verdoso o azulado, resulta positiva en cada caso,

respectivamente.
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Preparacion del reactivo: se disolvié 1 g de cloruro férrico en cantidad suficiente
de agua destilada, con agitacion, y se llevé a volumen final de 100 ml. El reactivo
se conservdO en un recipiente de vidrio color caramelo con cierre perfecto
(Harborne, 1991; Rondina y Coussio, 1989).

Procedimiento: los cortes se colocaron sobre un portaobjetos y se agregaron unas
gotas del reactivo; se dejaron actuar unos minutos, se cubrieron con cubreobjetos

y se observaron en el microscopio 6ptico.

4.3.3.4. Tincién con Ninhidrina

Especificidad: aminogrupos primarios o secundarios; proteinas, péptidos. La
observacion de color azul violaceo o rojo violaceo resulta positiva.

Preparaciéon del reactivo: se disolvieron 0,2 g de Ninhidrina en cantidad
suficiente de etanol de 96°, con agitacion, y se llevé a volumen final de 100 ml con
el alcohol. El reactivo se conservd en un recipiente de vidrio color caramelo y de
cierre perfecto (Rondina y Coussio, 1989).

Procedimiento: los cortes se sumergieron en el reactivo durante unos minutos, se
dejaron escurrir, se lavaron con agua destilada, se dispusieron sobre un
portaobjetos, se cubrieron con cubreobjetos y se observaron en el microscopio

optico.

4.4. Extraccién y fraccionamiento

Para las distintas extracciones y fraccionamientos se utilizé un agitador mecanico
de paletas Decalab S.R.L. y para las centrifugaciones, una centrifuga refrigerada
Hettich Mod. Rotina 38 R. Las evaporaciones se realizaron en un evaporador
rotatorio Bichi Rll a presion reducida, con temperatura del bafno no mayor a
40 °C. Las muestras se llevaron a sequedad en una estufa de vacio Peet Lab

MP-20C.
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4.4.1. Extraccion preliminar

En la Figura 4.5 se muestra el protocolo de trabajo seguido.

Frondas secas reducidas a polvo de UpBB

Extracto total | Filtracién en caliente
1/3 volumen L 2/3 volumen restante
FABB

Maceracioén en etanol de 96°, 65 °C, 2y % h

Marco

Concentracién en evaporador rotatorio a

40 °C; secado en estufa de vacio

Extracto seco

HCl al 1 %, en bafo de agua a 45 °C, 15 min

Fracciéon cloroférmica anhidra

FCBB

Filtrado 4cido Filtracién en caliente Marco
., Extraccion
Alcalinizacién con NHs con CHCls
Particiéon con CHCIs | Fraccién acuosa ) .
FDBB FlltI‘aCIOIl
Fraccion cloroféormica
Na2SO4 anhidro
Filtracion Insoluble Filtrado clorof6rmico

FBBB

Figura 4.5. Extraccién y fraccionamiento de las frondas de Undaria pinnatifida

colectada en Bahia Bustamante en primavera.
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A partir de 10 g de frondas secas, reducidas a polvo y tamizadas de Undaria
pinnatifida colectada en Bahia Bustamante (UpBB), se efectué una extraccién
con etanol de 96° durante dos horas y media, en un bano de agua a 65 °C
empleando un bafo termostatizado (Electrotem). El extracto crudo obtenido fue
fraccionado mediante cambios de pH y particion con solventes de distinta

polaridad, obteniéndose una serie de fracciones (Harborne, 1991).

4.4.2. Extraccion exhaustiva

Para el material colectado estacionalmente en las costas de Comodoro Rivadavia,
se realiz6 una extracciéon exhaustiva secuencial a diferentes temperaturas,

Figura 4.6.

Frondas secas reducidas a polvo

Etanol 80 % v/v, temperatura
ambiente,
24 h, con agitacién mecanica
- Maceracion a 4 °C. 24 h

N

EOH1 Marco 1

- Etanol 80 %, 70 °C, 24 h, con
agitacion mecanica

- Centrifugacion, 4000 rpm, 4 °C, 15
min

N

EQOH2 Marco 2

Figura 4.6. Extracciéon secuencial exhaustiva de las frondas de Undaria
pinnatifida colectada estacionalmente en las costas de Comodoro Rivadavia,

Chubut, Argentina.
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La primera extraccion se llevd a cabo con etanol acuoso al 80 % v/v, a
temperatura ambiente, durante 24 h, empleando agitacion mecanica.
Posteriormente se dejé macerando a 4 °C, durante 24 h mas. El marco fue
recuperado por centrifugacion y sometido a una segunda extraccion con el mismo
solvente, pero aplicando temperatura mediante el uso de un bano de agua a 70
°C. El marco remanente se guardo para la extraccion y purificaciéon de alginato de
sodio, siguiendo la técnica propuesta por Becerra (2016). Una vez obtenidos los

extractos, se concentraron, secaron y pesaron.

4.5. Extracciones especificas

Fueron realizadas para aquellos grupos de metabolitos mas destacables que

requerian condiciones especiales.

4.5.1. Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos se realiz6 siguiendo la metodologia descripta por Folch
(1957). Para ello, en el caso del material colectado en Bahia Bustamante, se
trabajé con el marco obtenido luego de la extraccién con etanol a 65 °C (Figura 5),
el cual se maceré en cloroformo - metanol (2:1) durante 24 h, protegido de la luz,
a temperatura ambiente y con agitacion magnética continua. El extracto se
centrifugd y se llevo a seco a 65 °C, en bano termostatizado. El rendimiento de la

extraccion se calculd segun la siguiente expresion:

. peso del marco final
% Rendimiento = — x 100
peso del marco de la extraccién con etanol

Para las algas de Comodoro Rivadavia, se partié de las frondas colectadas en
primavera y verano, las que fueron secadas y reducidas a polvo, y posteriormente
extraidas por maceracién con cloroformo — metanol (2:1), siguiendo lo indicado en

el parrafo anterior.

113



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 4 - ESTUDIOS BIOLOGICOS Y QUIMICOS

4.5.2. Extraccion y purificacion de alginato

Se utiliz6 la metodologia de extraccion y purificacién de alginatos propuesta por
Becerra (2016), con modificaciones para adecuarla al material en estudio, Figura

4.17.

Marco 2
HC10,1 M a 60 °C, 2 h, con agitacién

IiCentrifugacién, 4000 rpm, 4 °C, 15 min ———

Insoluble
(contiene acido alginico)

NazCOs al 1,5 % hasta pH 12,
50 °C, 2 h con agitacién

Sobrenadante

Centrifugacion, 4000 rpm, 4 °C, 15 min

Marco Sobrenadante
(contiene alginato de sodio)

Didlisis

Dializado
(alginato de sodio)

- CaClz2al 10 %, 70 °C, 4 h con agitacién
alginato de calcio - Filtracién al vacio

- Blanqueado con NaHCI1O
-HCl al 5 %, 50 °C, 30 min con agitacién

Sobrenadante

acido alginico

- Na2COs al 2 %, 50 °C, 30 min con agitacion
- Precipitacion con etanol de 96°

alginato de sodio purificado

Figura 4.7. Extraccién y purificacion de alginato de sodio de las frondas del alga
parda U. pinnatifida colectada estacionalmente en las costas de Comodoro

Rivadavia, Chubut, Argentina.
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Para ello, una porcién del marco (10 g) obtenido mediante la extraccién
exhaustiva secuencial con etanol acuoso al 80 % a 70 °C (Marco 2, Figura 4.6), fue
tratada inicialmente con HCI diluido (200 ml), a fin de liberar el 4cido alginico de
sus sales de calcio y magnesio como se halla normalmente en el alga, seguido de
su conversion a alginato de sodio. Este producto se dializé, utilizando bolsas de
dialisis con corte de poro 6000-8000 Dalton, a temperatura ambiente durante 48
h, en sistema abierto contra agua corriente y 24 h mas, en sistema cerrado contra
agua destilada, en este ultimo caso renovando el agua tres o cuatro veces.
Mediante una extraccién en medio alcalino, se convirtié el producto a alginato de
calcio, el cual fue blanqueado con NaHCIO al 12 % y se lavd cuatro veces con
agua destilada. Posteriormente se volvi6é a liberar el acido alginico, se solubilizd

como alginato de sodio, se precipitd con etanol de 96° y se llevd a sequedad.

4.5.3. Extraccion de péptidos

La extraccion de péptidos, se realizé segun Figura 4.8.

Frondas frescas trituradas de U. pinnatifida (100 g)

Metanol (100 ml), temperatura
ambiente, 10 min (x 4)

,7 Centrifugacion, 4000 rpm, 4 °C, 15 min —|

Extracto metandlico Marco

- Concentracién a presion reducida hasta 1/3 de volumen inicial

- 5 ml del extracto concentrado a sequedad y retomado con 5 ml de
butanol

- Particién con agua destilada (1:1)

/T~

Fase acuosa Fase butandlica

Figura 4.8. Extracciéon de péptidos a partir de las frondas de U. pinnatifida

colectada en primavera en las costas de Comodoro Rivadavia, Chubut, Argentina.
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Las frondas frescas (100 g), recientemente colectadas en primavera en las costas
de Comodoro Rivadavia, se trituraron empleando una licuadora manual (Russell
Hobbs®) y se trataron siguiendo la metodologia propuesta por Yun et al (1997),
excepto en la temperatura del metanol que en nuestro caso fue a temperatura

ambiente.

4.6. Screening ficoquimico

La composicion quimica general fue determinada mediante reacciones
cualitativas usuales de identificacién de grupos quimicos, sobre el extracto y las
distintas fracciones (FABB, FBBB, FCBB y FDBB) obtenidos a partir del
material colectado en Bahia Bustamante (BB), y sobre EOH1 y EOH2 de las
frondas colectadas estacionalmente en Comodoro Rivadavia, como se describe a

continuacidn.

4.6.1. Sobre FABB, EOH1 y EOH2 se efectuaron las siguientes reacciones:

- Molisch (hidratos de carbono): se colocaron 2 ml de cada muestra y se
agregaron 2 gotas del reactivo de Molisch (a-naftol en etanol al 10 % p/v), luego se
agregd H2SO4 concentrado cuidadosamente por las paredes del tubo. La reaccion
positiva se evidencia por la aparicion de un anillo de color purpura violaceo en la

interfase.

- Shinoda (flavonoides): se llevaron a seco 0,5 ml de cada muestra y se retomaron
con igual volumen de etanol al 80 % (v/v). Luego se les agregaron unas granallas
de Zn° y 0,2 ml de HCI concentrado. Se observo la aparicion de color. El resultado
positivo se evidencia mediante la aparicion de color purpura que puede variar

desde el rosa tenue hasta el color rojo escarlata.

- Vapores de I2 (lipidos): 3 gotas de cada muestra se dispusieron sobre papeles

de filtro los que posteriormente fueron expuestos a vapores de yodo. La reaccion
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positiva se observa mediante coloracién marron o parda grisacea de la zona del

papel de filtro que contiene la muestra.

- Dicromato de potasio (polifenoles, taninos): 0,5 ml de cada muestra se
trataron con 2 gotas de una solucién acuosa de KoCr207 al 0,5 % y se observaron
los cambios de color producidos por la reduccion del dicromato. El resultado

positivo se observa mediante un precipitado.

- Gelatina (taninos): 0,5 ml de cada muestra se trataron con 3 gotas de una
solucién acuosa de gelatina al 0,5 % y se observé turbidez o precipitacién,

indicativos de resultado positivo de la reaccién.

- FeCls al 2 % (oxhidrilos fenélicos): 0,5 ml de cada muestra a ensayar se
trataron con 2 gotas de una solucion acuosa de FeCls al 2 %. La aparicién de
colores amarillo, verde grisaceo o azul negro resulta indicativa de resultado
positivo debido a la presencia de uno, dos o tres oxidrilos adyacentes fendlicos,

respectivamente.

4.6.2. Sobre FBBB, EOH1 y EOH2 se efectuaron las reacciones de:

- Borntrager (antraquinonas): se agitaron suavemente 3 ml de FBBB y de las
restantes muestras previamente llevadas a seco y retomadas con ese volumen de
cloroformo, con 5 ml de NaOH al 5 % acuoso y se observo el color. La presencia de
antraquinonas se evidencia por la apariciéon de coloracién rojiza o anaranjada en

la fase acuosa.

- Liebermann-Burchard (esteroides y/o triterpenos): se mezclaron 1 ml de
anhidrido acético y 1 ml de cloroformo, y se enfrié6 en un bano de hielo. Dicha
mezcla se puso en contacto con 2 ml de FBBB y de las restantes muestras
previamente llevadas a seco y retomadas con ese volumen de cloroformo (también

enfriadas en bafio de hielo), colocadas en tubos y se deslizaron por las paredes,
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gotas de acido sulfirico concentrado previamente enfriado a 0 °C. Finalmente se
observo la coloracion. La reaccion resulta positiva para esteroides si da color azul
o verde petrdleo, mientras que si se colorea de marrén o pardo, indica la

presencia de triterpenos.

- Kedde (cardenélidos): a 3 gotas de cada muestra llevada previamente a seco y
retomada con etanol, dispuestas sobre un papel de filtro, se les agregé 0,1 ml del
reactivo preparado con volimenes iguales de las soluciones de acido 3,5
dinitrobenzoico al 2 % en metanol (Kedde I) y d KOH al 5,7 % en agua destilada
(Kedde II). Una coloracién rosa, purpura o violeta persistente indica presencia de

lactonas pentagonales con una instauracion caracteristica de los cardendélidos.

4.6.3. Sobre FCBB, EOH1 y EOH2 se efectuaron las reacciones de:

- Dragendorff (alcaloides): se llevaron a sequedad 0,2 ml de las muestras, se
retomaron con 2 ml de HCl al 1 % y se les agregaron 2 gotas del reactivo
[Bi(NO3)s en HNOs3-KI, en agua destiladal] (Smith y Gilkerson, 1979). El
resultado positivo se evidencia por la aparicion de un precipitado de color naranja
o pardo anaranjado. Esta reaccion carece de especificidad, por lo que solo es

orientativa en el caso de los extractos crudos.

- Mayer (alcaloides): se llevaron a sequedad 0,2 ml de las muestras, se retomaron
con 2 ml de HCl al 1 % y se les agregaron 2 gotas del reactivo (HgCls en agua
destilada + KI en agua destilada). El resultado positivo se evidencia por la
aparicion de un precipitado blanco amarillento. Esta reacciéon también carece de
especificidad, por lo que solo es orientativa en el caso de los extractos crudos. En
cambio en fracciones purificadas (FCBB), un resultado positivo indica la
presencia de alcaloides, pero ademas en cantidades interesantes ya que la

sensibilidad es baja.
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- Kedde (cardenélidos): se realizé sobre FCBB como se indicé en 4.6.2.

4.6.4. Sobre FDBB se repitieron las reacciones de Shinoda, Liebermann-
Burchard y Dragendorff (en este dltimo caso para detectar sales de amonio
cuaternario). Para cada caso se procedié como se indicé en 4.6.1, 4.6.2 y 4.6.3,

respectivamente.

4.6.5. Reacciones directas

- Ninhidrina (amino grupos primarios y secundarios, péptidos y proteinas): se
pesé 1 g de las frondas de cada colecta secas y reducidas a polvo, y se calentd en
100 ml de agua destilada; se filtr6 y se concentré a 5 ml; posteriormente se
colocaron 2 gotas superpuestas sobre un papel de filtro y se dejaron secar. A
continuacién se agregb sobre cada muestra 2 gotas de una solucion etandlica de
Ninhidrina al 2 %. Paralelamente se realiz6 de idéntica forma un ensayo
utilizando el testigo (triptofano al 50 % en etanol) y el blanco (reactivo). Se
calentaron los papeles en estufa a 110-120 °C y se compararon los resultados con

la el color y la intensidad azul violacea del testigo.

- Poder afrégeno (saponinas): 0,5 g de las frondas de cada colecta secas y
reducidas a polvo, se calentaron en bano de agua a 100 °C con 4 ml de agua
destilada en cada caso, durante 30 min y se filtré en caliente. Se tomé6 1 ml de
esta solucion y se dispuso en un tubo de hemodlisis, el cual se tapd y se agitd
fuertemente durante 15 seg. Se midié la altura de la espuma producida alos 5y a
los 15 min. Se considera positivo cuando la espuma persiste aun a los 15 min, con

una altura minima de 0,5 cm.

- Antraquinonas: alrededor de 0,8 g de las frondas de cada colecta secas y
reducidas a polvo, se colocaron en un tubo de ensayo, se agregaron 7 ml de NaOH

al 5 % y se calent6 en bano de agua a 100 °C durante 20 min, agitando con una
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varilla. Se enfri6 y filtré al vacio; el filtrado se dividi6 en 3 alicuotas de 1 ml cada
una:

Primera alicuota: se acidificé con HCI concentrado (cc) y se agité suavemente con

1 ml de benceno. La fase organica se pas6 a otro tubo y se le agreg6 0,25 ml de
una solucién de NaOH al 5 %. La presencia de antraquinonas libres propiamente
dichas se evidencia por la aparicion de coloraciéon roja, amarilla o amarilla
anaranjada con fluorescencia roja en la fase acuosa.

Segunda alicuota: se le agregaron unas gotas de acido nitrico fumante y a

continuaciéon unas gotas de amoniaco, dejandolas mezclar gradualmente con el
liquido acido. La presencia de derivados de antraquinonas reducidos se evidencia
por la aparicién de color violaceo, rojo o amarillo anaranjado en un tiempo no
mayor a 30 minutos.

Tercera alicuota: se calenté en presencia de 1 ml HCl cc y 1 ml de FeCls al 1 %

durante 30 minutos, y posteriormente se agité la soluciéon con 1 ml de benceno.
La fase organica se trat6 en otro tubo con 0,25 ml de una solucion de NaOH al 5
%. La presencia de dimeros (uniones C-C) y/o de C-glicésidos de antraquinonas se
evidencia por la apariciéon de color rojo, amarillo o amarillo anaranjado con
fluorescencia roja en la fase acuosa. Para informar un resultado negativo se dejo

en reposo 48 h.

4.7. Determinacién de perfiles cromatograficos

Para caracterizar algunos grupos quimicos se emplearon diferentes sistemas

cromatograficos planares e instrumentales.

4.7.1. Sistemas cromatograficos para lipidos

El perfil lipidico de FABB, EOH1, EOH2 y EF (obtenidos de las frondas de Bahia
Bustamante y de Comodoro Rivadavia segin lo descripto previamente en 4.4.1,
442 y 4.5.1, se determiné mediante sistemas cromatograficos planares

bidimensional y monodimensional (Hellebust y Craigie, 1978).
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Otra fraccion analizada mediante el sistema monodimensional, fue el extracto de
Folch (EF) procedente de la porcién fibrilar de las paredes celulares de la especie
colectada en Comodoro Rivadavia, en verano (Figura 4.9, ver més adelante).

El analisis de los perfiles se realiz6 mediante el empleo de sustancias patrén,

marcadores, productos de referencia y/o por comparacion con bibliografia.

4.7.1.1. Sistema cromatografico planar analitico bidimensional

Cromatofolio de medidas adecuadas para un desarrollo de 10 cm en cada
dimension.

Fase estacionaria: Silicagel G60F254, previamente activada en estufa a 110 °C,
por 10 min.

Fase mévil 1: cloroformo - metanol - hidréxido de amonio (65:25:5).

Fase mévil 2: cloroformo - acetona - metanol - 4cido acético - agua (50:20:10:10:5).
Muestra: alicuota del extracto o fraccion a analizar, previamente llevada a seco a
presion reducida en un evaporador rotatorio y retomada con etanol de 96°.
Procedimiento: se sembraron 5 gotas superpuestas (dejando secar entre cada
siembra) de cada muestra en un extremo del cromatofolio a 1 cm de distancia de
cada borde. Se efectu6 el desarrollo ascendente con la Fase mévil 1 y se retiré el
cromatograma; se dejo secar a temperatura ambiente durante 12 h. Una vez seco,
el cromatograma se giré 90° y se desarrolld en sentido ascendente con la Fase
movil 2.

Revelado: se efectud con luz natural, con luz UV (365 nm) y con vapores de yodo,

en ese orden.

4.7.1.2. Sistema cromatografico planar analitico unidimensional

Cromatofolio de medidas adecuadas para un desarrollo de 10 cm.

Fase estacionaria: Silicagel G60F254, previamente activada en estufa a 110 °C,
por 10 min y saturada con una solucién acuosa de sulfato de amonio al 2 %.

Fase mévil: benceno — acetona — agua (30:91:8).

Sustancia patrén: acido palmitico en etanol.
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Muestra: alicuota del extracto o fraccion a analizar, previamente llevada a seco a
presion reducida en un evaporador rotatorio y retomada con etanol de 96°.
Procedimiento: el cromatofolio previamente activado, se saturdé con la solucion
acuosa de sulfato de amonio al 2 %. Se dejé secar y se realizé la siembra de las
muestras (5 gotas superpuestas) y de la sustancia patrén (2 gotas superpuestas).
Se desarroll6 la cromatografia en forma ascendente con la Fase movil, se retir6 el
cromatograma y se dejo secar a temperatura ambiente durante 12 h.

Revelado: se efectud con luz natural, con luz UV (365 nm) y con vapores de yodo,

en ese orden.

4.7.2. Sistema cromatografico para hidratos de carbono

Cromatofolio de medidas adecuadas para un desarrollo de 10 cm.
Fase estacionaria: papel Whatman N° 1.
Fase mévil: piridina - acetato de etilo - 4cido acético - agua (5:5:1:3)
Sustancias patrones: soluciones acuosas de glucosa, fucosa, galactosa, Aacido
galacturénico, alginato de sodio comercial (Sigma).
Muestra: alicuotas de EOH1 y EOH2 (previamente llevadas a seco y retomadas
con agua destilada) y de alginato de sodio purificado obtenido de todas las
estaciones, nativas e hidrolizadas. Para la hidroélisis, se colocaron 10 mg de cada
muestra seca en viales provistos de tapas de teflon, se les agregdé 1 ml de TFA 2
M y se llevaron a estufa a 121 °C, durante 90 min; se eliminaron los restos de
acido por evaporacion en un bano de agua a 60 °C y lavados repetidos con agua
destilada.
Procedimiento: las muestras (nativas o hidrolizadas) y las sustancias patrones
fueron sembradas en bandas superpuestas de 2-3 mm (5 bandas superpuestas
para las muestras y 2 para los patrones) y se efectué el desarrollo ascendente con
la Fase moévil. Finalizada la cromatografia, se retiré el cromatograma y se dejé
secar a temperatura ambiente.
Revelado: fue especifico y consistié en el uso de 3 reactivos:

1- AgNOs al 40 % (diluido 1:40 en acetona al momento de usar)

2- NaOH en etanol (1 ml de NaOH 10 M més 20 ml de etanol de 96°)
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3- Na2S203 al 2,5 % en agua destilada.

Se realiz6 la inmersiéon del cromatograma en un recipiente que
contenia el reactivo 1. Se dej6 escurrir y se lavé exhaustivamente con el reactivo
2 usando la misma técnica de inmersién. Luego se fij6 con el reactivo 3. Este
ultimo paso evita que se desvanezcan las manchas y permite solubilizar el exceso
de Ag20. El tiosulfato de sodio compleja y solubiliza la plata del Ag2O que es el
que ha quedado en el papel. La Ag en forma de Ag® queda adherida al hidrato de
carbono (Flores, 2000).

4.7.3. Sistema cromatografico para fenoles

Cromatofolio de medidas adecuadas para un desarrollo de 10 cm.

Fase estacionaria: papel Whatman N° 1.

Fase mévil: n-butanol - 4cido acético - agua (BAW, 4:1:5).

Sustancia patrén: soluciéon de quercetina al 1 % en etanol de 96°.

Muestra: alicuotas de EOH1 y de EOH2 de las cuatro estaciones. Ademas se
analizé EP, fraccién obtenida con fenol - 4cido acético - agua (2:1:1, p/v/v) a partir
de la porcion fibrilar de las paredes celulares de la especie colectada en Comodoro
Rivadavia, en verano (Figura 9, ver més adelante).

Procedimiento: se sembraron 3 gotas superpuestas (dejando secar entre cada
siembra) de cada muestra y 1 gota de cada sustancia patrén. Se desarrollé en
forma ascendente con la Fase movil, se retird el cromatograma y se dej6 secar a
temperatura ambiente.

Revelado: se efectué con luz natural, con luz UV (254 y 365 nm) sin y con vapores

de NHs, en ese orden. (Harbone, 1967; 1991).

4.7.4. Sistema cromatografico para pigmentos, esteroles y polifenoles

Cromatofolio de medidas adecuadas para un desarrollo de 10 cm.
Fase estacionaria: Silicagel G60F254 previamente activada en estufa a 110 °C, por
10 min.

Fase mévil: diclorometano - metanol (9:1).
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Muestra: alicuotas de EOH1 y de EOH2 de las cuatro estaciones.

Procedimiento: se sembraron 10 gotas superpuestas en forma de bandas de 2-3
mm (dejando secar entre cada siembra) de cada muestra. Se desarrollé en forma
ascendente con la Fase movil, se retir6 el cromatograma y se dejé secar a
temperatura ambiente.

Revelado: se efectu con luz natural, con luz UV (254 nm y 365 nm), FeCls al 1 %

y KoCr207al 5 %.

4.7.5. Analisis de péptidos por HPLC

El estudio de los péptidos presentes en el extracto butanélico (ver Figura 4.8) se
realizé con un equipo de cromatografia liquida de alta performance (Waters 1525
Binnary) HPLC (High Performance Liquid Chromatography), equipado con un
detector de arreglo de diodos Waters 2996.

Fase estacionaria: columna de fase reversa C18 (Water Simetric 300) de 250 x 4,6
mm y 5 um de diametro de particula.

Fase mévil: A, acido trifluoroacético (TFA) al 0,1 % preparado con agua
bidestilada; B, 80 % de acetonitrilo, 0,08 % de TFA y 19,92 % de agua bidestilada.
Gradiente y flujo de trabajo: 0 a 15 min, 10 % de A; 15 a 70 min, 60 % de A; 70 a
95 min, 90 % de A; 95 a 106 min, 0 % de A; flujo constante de 0,8 ml/min.
Muestra: 2 ml de extracto butanélico (ver Figura 4.8) acidificado con 2 ul de TFA
al 0,1 %, centrifugado a 10,000 rpm durante 5 min y filtrado a través de una
membrana de 0,20 um de didmetro de poro. Se empled un volumen de inyeccién
de 200 pl.

Deteccién: se realiz6 a una longitud de onda de 220 nm (Cérdoba et al., 1999).

4.8. Determinaciones cuantitativas

Se determiné el contenido de los principales grupos quimicos presentes en los
extractos alcohdlicos EOH1 y EOH2, y en el alginato de sodio purificado
obtenidos a partir de las frondas de Undaria pinnatifida colectada

estacionalmente en Comodoro Rivadavia.
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Para la homogeneizacion de las soluciones y suspensiones de las muestras, se
utilizé un Vortex CK-Tech VI-2. En los casos necesarios, las muestras se
sonicaron en un equipo Ultrasonic Testlab®. Las determinaciones
espectrofotométricas se llevaron a cabo en un espectrofotometro Varian CARY 50
conc. UV-Visible Modelo CARY 50.

En el caso de la cuantificacién de azucares totales, a EOH1 y EOH2 se les agregd
2 ul de DMSO y luego se sonicaron durante 4 h para favorecer la solubilizacién,

antes de llevar a volumen final la solucién madre preparada.

4.8.1. Hidratos de carbono totales

Se realizé siguiendo una modificacién de Flores (2000) del método colorimétrico

del fenol - 4cido sulfarico (Dubois et al., 1956).

Reactivos utilizados:

— solucién acuosa de fenol al 5 % (p/v). Esta solucién es estable a
temperatura ambiente durante varios meses, conservada en frascos de color
caramelo.

—  Acido sulftrico al 98 % grado analitico.

Procedimiento: a 3 alicuotas de 0,1, 0,2 y 0,4 ml de una solucién de la muestra
preparada por disoluciéon de 10 mg en 10 ml de agua destilada, llevadas a
volumen final de 0,5 ml, se les adicionaron 0,5 ml de fenol al 5 % y se mezclaron.
Luego se agregaron 2,5 ml de acido sulfdrico concentrado directamente sobre el
centro de la superficie de la mezcla y se dejaron reposar 10 min. Transcurrido ese
tiempo, los tubos se agitaron en un vortex y se mantuvieron 20 min mas a
temperatura ambiente. Paralelamente se prepardé un blanco con 0,5 ml de agua
destilada en idénticas condiciones. Finalmente se ley6 la absorbancia del color
desarrollado por las muestras, a 482 nm (maximo de absorcién para
desoxiazicares y para pentosas) y a 490 nm (maximo de absorcién para las
hexosas), determinando el contenido de hidratos de carbono totales por referencia
a una curva patron de glucosa preparada a partir de 5 alicuotas de una solucién

de concentracién de 100 ug/ml (SIGMA-ALDRICH®).
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4.8.2. Acidos urdnicos totales

Se realizé siguiendo la modificacién de Filisetti-Cozzi y Carpita (1991) del método

Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973).

Reactivos utilizados:

— solucién A: sulfamato de NH4; 98 % 4 M (pH 1,6). Se pesaron 4,56 g de la
sal, se disolvieron con 5 ml de agua destilada y se llevé a pH 1,6 con H2SO4
cc. Finalmente se llevd a volumen final de 10 ml con agua destilada.

— Solucién B: tetraborato de sodio 0,0125 M en acido sulftirico concentrado,
grado analitico.

— Soluciéon C: mr-hidroxidifenilo al 0,15 % en wuna solucidon acuosa de
hidréxido de sodio al 0,5 %.

Procedimiento: a 3 alicuotas de 0,1, 0,2 y 0,3 ml de una solucién de la muestra
preparada por disoluciéon de 20 mg en 10 ml de agua destilada, llevadas a
volumen final de 0,5 ml, se les agregaron 40 pl de la Solucién A y se agitaron en
un vortex. Sobre los tubos colocados en un bafio de hielo, se adicionaron 2,5 ml de
la Solucién B, se agitaron nuevamente, se taparon y se llevaron a un bano de
agua a 100 °C, durante 30 min. Luego se colocaron en un bano de hielo para
alcanzar rapidamente la temperatura ambiente y se les agregaron 80 ul de la
Solucion C. Finalmente se agitaron los tubos en el vortex, se dejaron reposar 5 a
10 min y se leyeron las absorbancias a 525 nm. Esta mezcla permanece estable 1
hora. Paralelamente, se preparé un blanco con 0,5 ml de agua destilada en
1dénticas condiciones. Se utilizé6 D-glucuronolactona y/o acido D-glucurénico, de
concentracion 80 pg/ml como patrones, con los que se prepararon las curvas de
trabajo. Se considera que la absorbancia producida por reaccién con azucares

neutros es de 1/40 respecto de la que se produce con el acido glucurénico.

4.8.3. Proteinas totales

Se sigui6 la técnica propuesta por Lowry et al. (1951).
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Reactivos utilizados:

— solucién A: solucién de carbonato de sodio al 2 % en hidréxido de sodio 0,1
M.

— Solucién B: sulfato ctaprico pentahidratado al 0,5 % en solucién de tartrato
de sodio y potasio al 1 %.

— Soluciéon C: preparada mezclando 50 ml de la Solucién A y 1 ml de la
Solucion B. Esta mezcla debe ser usada dentro de las 24 h posteriores a su
preparacion.

— Solucion D: dilucion al medio de un volumen del reactivo de Folin-
Ciocalteu (Merck). Esta solucién debe prepararse inmediatamente antes de
ser usada, y su absorbancia contra agua destilada debe ser inferior a 0,040.

Procedimiento: se tomaron 4 alicuotas de 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 ml de una solucién de
la muestra preparada por disolucion de 20 mg en 10 ml de agua destilada,
llevadas a volumen final de 0,4 ml con agua destilada. Luego se agregaron a cada
tubo 2,5 ml de la Soluciéon C. Se mezclaron con ayuda de un vortex y se dejaron a
temperatura ambiente durante al menos 10 min. A continuacién, se agregaron
0,2 ml de la Solucion D rapidamente y con agitaciéon dentro de los 2 seg; se
mantuvieron durante 30 min en reposo, y luego de ese tiempo se leyeron las
absorbancias a 600 nm. Paralelamente se preparé un blanco de 0,4 ml de agua
destilada en idénticas condiciones. Para determinar la cantidad de proteinas

totales presentes en las muestras, se prepard una curva patrén con una soluciéon

de albumina de suero bovino (SIGMA®) de 500 pg/ml.

4.8.4. Sulfato total

Se empleé el método turbidimétrico de Dodgson (1961) y Dodgson y Price (1962).

Reactivos utilizados:
— cloruro de bario-gelatina: se preparo6 por disolucion de 200 mg de gelatina
(Oxoid, libre de sulfatos) en 40 ml de agua destilada, a 60-70 °C. Esta
solucién se mantuvo en heladera durante no menos de 6 h. Luego se

disolvieron en ella, 200 mg de cloruro de bario (grado analitico) y se dej6 en
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heladera por al menos 3 h mas. Este reactivo es estable por
aproximadamente 7 dias si se conserva a menos de 4 °C.

— Solucién de &cido tricloroacético (TCA) al 3 % (p/v): se preparé por
disolucion de 15 g del acido en agua destilada o desionizada, llevando a un
volumen final de 500 ml. Esta solucién es estable conservada en heladera.

Procedimiento: se colocaron hasta 3 mg de las muestras en viales provistos de
tapas de teflon. Se les agreg6 1-1,5 ml de HC1 1 M y se llevaron a estufa a 110 °C
durante 4,5 h. Una vez enfriadas, se tomaron alicuotas desde 100 a 400 pl y se
llevaron a un volumen final de 400 pl con acido clorhidrico 1 M. Se les adiciond
2,8 ml de la solucion de TCA al 3 % y se agitaron. Luego se les agregd 800 ul del
reactivo de cloruro de bario-gelatina y tras agitar nuevamente, se dejaron en
reposo por 20 min. Posteriormente se procedié a leer las absorbancias (turbidez) a
360 nm en menos de una hora. El blanco se prepard en idénticas condiciones
utilizando 500 pl de HCI 1 M. Como solucién patréon se utilizé una solucién
preparada disolviendo sulfato de sodio anhidro en HCl 1 M de manera de lograr
una concentraciéon equivalente a 400 pg/ml de SO42. La medicion debe ser
realizada dentro de la primera hora, debido a que luego el sulfato de bario tiende

a precipitarse.

4.8.5. Fenoles totales

Se efectué mediante la técnica de Folin-Ciocalteu (Folin y Ciocalteu, 1927)

adaptada por Pinto Vitorino et al. (2004).

Reactivos utilizados:
Folin-Ciocalteu diluido en agua (1:10) en el momento de ser usado.
Solucion de Na2CO3s preparada por disolucion de 75 g de la sal en 11 de
agua destilada.
Procedimiento: se tomaron alicuotas de 0,20; 0,25; 0,30 y 0,35 ml, a partir de una
solucién madre de cada muestra de concentraciéon de 2 mg/ml, llevando hasta 0,5
ml de volumen final con agua destilada y se adicionaron a cada una 2,5 ml de una

solucion acuosa del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido. Se mezclaron, y
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transcurridos 5 minutos, se adicionaron 2 ml de la soluciéon de NasCOs. Las
soluciones se agitaron y luego de permanecer 2 h en oscuridad a temperatura
ambiente, se midieron las absorbancias a 765 nm. Se utiliz6 como patréon una
solucién acuosa de acido galico de 100 pg/ml y como blanco, 0,5 ml de agua

destilada tratados de igual forma.

4.9. Determinaciéon del peso molecular promedio

Se efectud para el alginato de sodio purificado obtenido de las cuatro estaciones
mediante la determinacién de grupos reductores, siguiendo la técnica de Park y

Johnson (1949).

Reactivos utilizados:

- Solucién A: ferrocianuro de potasio (500 mg/l). Esta solucién debe ser
conservada en un recipiente de color caramelo.

- Solucién B: cianuro de potasio (0,65 g/l) en una solucién de carbonato de
sodio (5,3 g/1).

- Soluciéon C: preparada a partir de 1,5 g de sulfato amoénico-férrico
hidratado y 1 g de dodecilsulfato de sodio (SDS) disueltos en 1 litro de
acido sulfarico 0,025 M. Esta solucion debe ser filtrada luego de
prepararla.

Procedimiento: se tomaron 3 alicuotas de 0,1; 0,2 y 0,35 ml a partir de las
soluciones madres acuosas de alginato de cada estacion, que habian sido
preparadas con una concentracion de 2 mg/ml, conteniendo hasta 30 nanomoles
de azucar reductor, y se llevaron a un volumen final de 0,5 ml con agua destilada.
Luego se les agregaron 0,5 ml de la Solucién A y 0,5 ml de la Soluciéon B a cada
uno de los tubos y se agitaron. Los tubos se taparon con esferitas de vidrio y se
calentaron en un bano de agua a 100 °C durante 15 min. Se enfriaron y se les
adicionaron 2,5 ml de la Soluciéon C. Posteriormente se leyeron las absorbancias
del color desarrollado a 690 nm y la cantidad de grupos reductores se determind
por referencia a una curva patrén. Se utiliz6 como blanco 0,5 ml de agua

destilada tratada de igual forma. Para la construcciéon de la curva patrén, se
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efectuaron diluciones a partir de una solucién de galactosa conteniendo hasta 30
nanomoles del azucar reductor/0,5 ml.
Para calcular el peso molecular (promedio numérico) los datos se volcaron en la

siguiente ecuacion:

B — mx%HdeCprValicxloxpM h><180
- AXVt ani x 162

en donde,

m: masa del polisacarido en mg

% H de C: porcentaje de hidratos de carbono totales del polisacarido

p: pendiente de la curva de absorbancia vs concentracion del azucar

V alic: volumen de la alicuota de la solucion del polisacarido

A: absorbancia

V¢ volumen total de la solucién (0,5 ml)

PM anh: peso molecular promedio de la unidad monosacaridica anhidra 180/162,
factor que corrige el hecho de que el peso molecular de la unidad monosacaridica
en el polisacarido tiene 18 unidades de masa menos que el azticar empleado como

estandar.

4.10. Determinacion de la viscosidad

Se prepararon soluciones acuosas al 1 % de alginato de sodio purificado obtenido
de las cuatro estaciones y se midieron las viscosidades en un viscosimetro

Brookfield DV-II + Pro.

4.11. Estudio particular de la porcién fibrilar de las paredes celulares

Cuando fue necesario, las muestras se trataron mediante ultrasonido utilizando
un sonicador Lavador Ultrasonico Testlab ®.
Todas las muestras se llevaron a sequedad en un liofilizador Vacuum Freeze

Dryer, Boyikang Laboratory Instruments Inc.

130



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 4 - ESTUDIOS BIOLOGICOS Y QUIMICOS

Las extracciones y fraccionamientos se efectuaron con agitacion constante

mediante agitadores magnéticos Stirrer CK-Tech.

4.11.1. Obtencién de la pared celular fibrilar

Se trabajé con los marcos remanentes de la extraccion de alginato de sodio
purificado (ver Figura 4.7) de las frondas del alga colectada en verano e invierno
en las costas de Comodoro Rivadavia.

Para ello, 1 g de cada marco fueron disgregados manualmente en un mortero de
porcelana. A continuaciéon, con el objetivo de eliminar los componentes
intracelulares y obtener asi el material correspondiente a la porcion fibrilar de
las paredes celulares, se utiliz6 un potter manual y uno mecanico, previa
suspension de los marcos disgregados en el paso anterior, en 70 ml de agua
destilada. Una vez homogeneizados, se sonicaron durante 20 min y se llevaron a
volumen final de 250 ml con agua destilada. Posteriormente se agitaron durante
24 h a temperatura ambiente, se centrifugaron y se separaron los sobrenadantes
de los marcos; estos ultimos fueron liofilizados y pesados, obteniéndose Mv y Mi,
correspondientes a verano e invierno, respectivamente. Una vez secos y pesados,
Mv y Mi fueron retomados con 100 ml de agua potable y sonicados durante 20
min; a continuacion se les agregé a cada uno 100 ml mas de agua potable, y se
agitaron en un bano de agua a 80 °C durante 10 h. Al cabo de ese tiempo se
procedi6 a centrifugar y se separaron ambos marcos de los sobrenadantes. Estos
ultimos fueron descartados, mientras que Mv y Mi se retomaron con otros 200 ml
de agua potable y se agitaron en un bano de agua a 80 °C, durante 6 h mas. Las
siguientes 12 h se siguid con agitacion a temperatura ambiente; luego
nuevamente agitacion durante 4 h mas en un bano de agua a 80 °C, y se
centrifugaron, descartando los sobrenadantes. Ambos marcos fueron retomados
con otros 200 ml de agua potable, se sonicaron durante 20 min y se agitaron a
temperatura ambiente otras 24 h. Posteriormente se homogeneizaron una vez
mas ambos marcos con ayuda de un potter mecanico, se sonicaron durante 30
min y se centrifugaron. En todos los casos los sobrenadantes fueron descartados.

Los marcos se fueron observando en todos los pasos efectuados, mediante un
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Microscopio Olympus CX 31 equipado con una camara digital Olympus, a fin de
corroborar ausencia de estructuras celulares.

Finalmente los marcos correspondientes a la region fibrilar de las paredes
celulares, denominados en adelante RUpv (verano) y RUpi (invierno), se

liofilizaron y pesaron.

4.11.2. Fraccionamiento de los constituyentes de la pared celular fibrilar

Se siguié la técnica propuesta por Flores (2000).

Los marcos RUpv yRUpi fueron tratados de igual manera durante todo el
fraccionamiento; para ello se siguié la secuencia extractiva que se muestra en la
Figura 4.9. Se pes6 aproximadamente 0,2 g de muestra, se macerd con 30 ml de
cloroformo — metanol (2:1, v/v, extraccién de Folch), durante 24 h a temperatura
ambiente y al abrigo de la luz. El residuo (RF) de verano e invierno se pesé y se
sometié a una extraccién secuencial con urea 7 M (2 x 30 ml, 12 h cada vez, a
temperatura ambiente), EDTA al 2 % a pH 5,0 (2 x 30 ml, 6 h cada vez, a 100 °C),
y una mezcla de solventes conocido como PAW constituida por fenol - acido
acético - agua (2:1:1, w/v/v, 60 ml, durante 24 h, en bafio de hielo). En todos los
casos se pesaron los residuos, mientras que los extractos o fracciones solubles
(EU, EE y EP) se purificaron mediante dialisis utilizando bolsas con corte de poro
de 3,500 Da. Las dialisis se realizaron a temperatura ambiente durante 48 h, en
sistema cerrado contra agua destilada, seguido de 24 h mas en sistema abierto
contra agua potable y nuevamente en sistema cerrado por 24 h, en este ultimo
caso renovando el agua tres o cuatro veces.

Durante las dialisis, se obtuvieron dos subfracciones del dializado en cada caso,
solubles e insolubles (precipitadas dentro de la bolsa de dialisis, E-Udi, E-Edi y
E-Pdi). Estos tltimos fueron secados por liofilizacién, pesados y caracterizados

quimicamente.
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RUpv, RUpi

cloroformo - metanol (2:1), temperatura
ambiente, 24 h, al abrigo de la luz

— Centrifugacion, 4000 rpm, 4 °C, 30 min —

Residuo Extracto
RF E-F

‘ urea 7 M

Centrifugacion, 4000 rpm, 4 °C, 30 min Extracto E-U

‘ Didlisis
Residuo

RU E-Uds E-Udi

EDTA al 2 %

Extracto E-E

Centrifugacion, 4000 rpm, 4 °C, 30 min

Dialisis

Residuo E-Eds E-Edi
RE

fenol - 4cido acético - agua (PAW, 2:1:1, p/v/v)

Centrifugacion, 4000 rpm, 4 °C, 30 min Extracto E-P

Dialisis

Residuo

RP E-Pds [—| E-Pdi

Figura 4.9. Fraccionamiento de los principales constituyentes de la porcién
fibrilar de la pared celular de las frondas de Undaria pinnatifida, colectada en

verano e invierno en las costas de Comodoro Rivadavia.
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4.11.3. Anilisis cuantitativo de los constituyentes de la pared celular fibrilar

Para el analisis se prepar6 una soluciéon madre de E-Udi, de E-Edi y de E-Pdi, de
concentraciéon 1 mg/ml, y a partir de ella se realiz6 una dilucién 1:5 obteniendo en

cada caso una concentracion final de 200 pg/ml.

Las cuantificaciones realizadas fueron:

- Determinacién de proteinas totales

Se tomaron alicuotas de 0,05 ml, 0,15 ml y 0,25 ml de la solucién madre de E-Edi
y de E-Pdi, y alicuotas de 0,15 ml, 0,25 ml y 0,35 ml de la dilucién 1:5 de E-Udi.
Para la cuantificaciéon se siguié lo descripto en la seccion 4.8.3 del presente

capitulo.

- Determinacion de hidratos de carbono totales
Se tomaron alicuotas de 0,25 ml, 0,35 ml y 0,45 ml de la dilucién 1:5 de E-Udi y
alicuotas de 0,10 ml, 0,20 ml y 0,30 ml de la solucién madre de E-Edi y de E-Pdi,

y se siguid lo descripto en la seccion 4.8.1 del presente capitulo.

- Determinacién de fenoles totales
Se tomaron alicuotas de 0,30 ml, 0,40 ml y 0,50 ml de las soluciones madres de E-
Udi, E-Edi y E-Pdi, y se siguié lo descripto en la seccién 4.8.5 del presente

capitulo.

4.12. Extraccién de fucosterol y fucoxantina

La extraccién de fucosterol y de fucoxantina fue realizada en los laboratorios de
Farmacognosia de la Universidad Paris Descartes (Paris, Francia), mediante un
trabajo en colaboracion con aquella Instituciéon, durante una estancia de

investigacion de la Dra. Moénica Becerra de nuestro grupo de trabajo.
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Preliminarmente se trabajé con un extracto organico obtenido como se indica a
continuacién, el que fue purificado mediante resinas de adsorciéon. Ademas se

realizé una extraccién mediante fluido supercritico (FSC) y otra con alta presién.

4.12.1. Extraccidén con ciclohexano

Se pesaron 50 g de frondas secas y reducidas a polvo de U. pinnatifida colectada
en primavera, se colocaron en un balén de vidrio con 150 ml de ciclohexano y se
sometieron a una agitaciéon constante a 50 °C, durante 2 h. Del extracto total, 20
ml (MT) fueron reservados para estudios posteriores; el volumen restante se
trasvas6 a un balén de 250 ml y se llevé a sequedad en un evaporador rotatorio a

presion reducida, a una temperatura del bafio de 40 °C.

4.12.2. Fraccionamiento mediante una resina de adsorcion

Una porcién de la resina XAD-4 dispuesta en medio etandlico, fue trasvasada a
una columna de vidrio de 15 cm de longitud por 1,5 cm de diametro interno,
provista de lana de vidrio en la base. A continuacién se lavo tres veces con 50 ml
de ciclohexano a fin de eliminar algunos componentes utilizados como
conservantes de la resina. Finalmente se aplic6 vacio para secar la resina. A
través de un embudo se colocé la muestra (extracto obtenido segtn se describié en
4.12.1) suspendida en ciclohexano y 25 ml més de ciclohexano, y se colecté gota a
gota a razon de 1 ml/min. Se eluyd dos veces mas con otros dos volimenes de 25
ml cada uno de ciclohexano, con un flujo de 3 ml/min. Todo el volumen eluido se
colecté en un vaso de precipitado, denominandolo M1.

Al finalizar la extraccién con ciclohexano, se eluy6 con 50 ml de metanol con el
propésito de desprender los pigmentos adsorbidos en la resina. El volumen
colectado fue denominado M2.

La columna se dejé durante 10 h embebida en metanol y el volumen eluido se
denominé M4. Posteriormente se eluy6 con 25 ml de ciclohexano, y la resina se
seco con vacio. La muestra eluida se volvié a pasar por la resina seca usando

nuevamente 25 ml de ciclohexano; todo el volumen eluido se denominé M3.
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Las muestras asi obtenidas fueron analizadas por cromatografia planar en capa
fina (TLC) utilizando cromatoplacas de Silicagel G60F254 Merk® de 0,25 mm de
espesor y cloroformo-metanol en distintas proporciones como fase mévil como se

muestra en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Proporcion de los solventes utilizados como fase mévil para el analisis
mediante TLC, de las principales muestras obtenidas por tratamiento con resinas
de adsorcién, del extracto total de ciclohexano de Undaria pinnatifida (MT)

colectada en primavera en Comodoro Rivadavia.

Sistema Proporciéon Muestras sembradas
diclorometano - metanol en la fase estacionaria

1 100 % diclorometano M1, M2, M3

2 99:1 M1, M2, M3

3 97:3 M1, M2, M3

4 95:5 M1, M2, M3

5 90:10 MT, M2, M3

El revelado se efectué mediante luz UV (254 nm y 365 nm), seguido de la

utilizacion del reactivo vainillin-sulftrico y calentamiento a 110 °C.

4.12.3. Extraccién con Fluido Stper Critico (FSC)

La extraccién de fucosterol y fucoxantina con fluido supercritico (FSC) se realizé
mediante un trabajo en colaboracién en Hitex Company (Paris, Francia),
empleando un sistema de SFE200 Separex (Champigneulles, Francia), compuesto
de un extractor de acero inoxidable de 2 1 que contenia dos celdas de extraccion
en el interior, con capacidad de operacion hasta 29 MPa y 150 °C. Como
extractante se emple6 CO2 con el agregado de etanol como co-solvente; este
ultimo se inyecta antes de llegar al extractor, por lo que la extraccién se realiza
mediante una mezcla de COz y etanol (Figura 4.10). Este proceso permite mejorar
la extraccion de pigmentos derivados de carotenoides. Para la fucoxantina, debido

a su alto peso molecular, se requieren presiones mas altas para extraerlo
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mediante COgz supercritico, por lo que en nuestro estudio se trabajé en 2 etapas a
fin de extraer primero los esteroles, fundamentalmente fucosterol y en la

siguiente etapa, la fucoxantina.

Separadores
Valvula de

regulacién

Reservorio de
COy

Colectores de extractos

Extractor de 2
litros

Bomba de CO;

-

Reservorio
del
co-solvente

Bomba del Regulador
co-solvente de caudal

Figura 4.10. Esquema del sistema de extraccién mediante FSC con CO:2 y
agregado de etanol como co-solvente, empleado para la obtencién de metabolitos
de Undaria pinnatifida colectada en primavera en Comodoro Rivadavia. (Fuente:

adaptacién de Hitex Company, Francia, Reporte E.14.FX1.02).
4.12.3.1. Extraccion de esteroles a menor presion
Las celdas de extraccion se llenaron con la muestra y una cantidad equivalente

de arena (Fontainebleau). Se utilizaron los pardmetros que se indican a

continuacién.
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- Masa del material cargado / celda de extraccién: 420 g (celda no llena, con
alrededor del 70-80 % del volumen total ocupado) de frondas secas y reducidas a
polvo del alga colectada en primavera en Comodoro Rivadavia.

- Celulosa: ocupando un 20-30 % del volumen de la celda, dispuesta en la parte
superior para evitar el arrastre de la materia prima y la extraccién de pigmentos;
este paso se logré en condiciones isotérmicas e isobaricas, a 50 °C y 18 MPa
(Mega Pascal) de presién.

- Presion: 180 bars, durante 2 ciclos de 40 min cada uno.

- Temperatura del extractor: 50 °C.

- Diluyente: etanol de 96°.

- Relacion FSC/muestra: 15 kg de CO2 / kg de material cargado.

La velocidad de flujo del CO2 supercritico (CO2SC), fue de 6 kg/h hasta alcanzar
la proporcion deseada. Se anadi6é etanol de 96° como diluyente con un caudal de
90 g/h. La mezcla de soluto-CO2SC, se dividié en los separadores (recipientes
para la recuperacién de los extractos) mediante la reduccién de la presién a 5
MPa. A continuacién, el CO2 descomprimido se hizo recircular, se enfrié y se
volvi6 a comprimir para lograr un nuevo ciclo de extraccién. Los extractos se
concentraron y se llevaron a sequedad a presion reducida, y se almacenaron a 4

°C, protegidos de la luz.

4.12.3.2. Extraccion de pigmentos a alta presion con la adicién de un co-solvente

Las celdas de extraccion se llenaron con una mezcla del residuo de la primera
extraccién y un peso equivalente de arena (Fontainebleau). Se utilizaron los
parametros que se indican a continuacién.

- Presion: 290 bars, durante 2 ciclos de 40 min cada uno.

- Temperatura del extractor: 50 °C.

- % de co-solvente: 5 % de etanol / flujo de COsq.

- Relacién FSC/muestra: 30 kg de CO2/ kg de material cargado (+ secado: 10 kg /
kg).
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Los extractos se concentraron y llevaron a sequedad en un evaporador rotatorio a
50 °C, a presion reducida de 100 y 5 mbar; posteriormente se almacenaron a 4 °C,

protegidos de la luz.

4.12.4. Analisis de los productos

Las fracciones obtenidas mediante FSC, fueron analizadas por cromatografia
planar en capa fina (TLC) utilizando cromatoplacas de 0,25 mm de espesor de
Silicagel G60F254 Merk® y como fase mévil cloroformo — éter dietilico (9:1). El
revelado se efectué mediante luz UV (254 nm y 365 nm), seguido de la utilizacién

del reactivo vainillin-sulfirico y calentamiento a 110 °C.

4.12.5. Otros estudios

Paralelamente a las extracciones con COg2 supercritico, se extrajo el material
saponificable mediante saponificacion en presencia de una solucién etandlica de
hidréxido de potasio y hexano. Los extractos obtenidos y llevados a seco a presion
reducida, se analizaron mediante GC-MS para determinar la presencia de los

meteabolitos de interés.

4.13. Perfil metabdlico por tH-RMN

El analisis del perfil metabdlico se realiz6 durante una estancia de investigacion
que efectué en el Laboratorio de Farmacognosia, area de Metabolomica del
Instituto de Biologia, Universidad de Leiden, Holanda, en febrero de 2015.

Se trabajo con los extractos alcohélicos EOH1 y EOH2 de las frondas colectadas
en las costas de Comodoro Rivadavia, en primavera (ver Figura 4.6), siguiendo el
protocolo que se muestra en la Figura 4.11 (Kim et al., 2010). Todo el

procedimiento se realizé a temperatura ambiente (25 °C).
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Solventes: MD6, constituido de 250 pl de CDsOD y 250 ul de buffer KH2PO4 en
D20 (pH 6,0) que contenia 0,1 % (p/p) de la sal de sodio del 4cido 3 (trimetilsilil)
propibénico-2,2, 3,3-d4 (TSP) (1: 1).

Procedimiento: se pesaron 7,76 mg de EOH1 y de EOH2 en tubos Eppendorf y se
disolvieron con 500 ul de MD6 [250 ul CD3;0D - 250 ul buffer KHsPO4 en D20 (pH
6,0) que contenia 0,1 % (p/p) de la sal de sodio del acido 3 (trimetilsilil)
propiénico-2,2, 3,3-d4 (TSP), 1: 1]. Luego se mezclaron en un vértex durante 1
minuto, y a continuacién se sonicaron en un ultrasonicador (Branson) durante 20
min. Posteriormente las muestras se centrifugaron en una centrifuga (MC-13,
Amicon) a 14,000 g durante 10 min. Se transfirieron 800 pl de los sobrenadantes
a tubos de RMN de 5 mm. Finalmente las muestras se analizaron en un

espectrometro de tH-RMN Briiker de 600 MHz.

v

Material en estudio + —onicar por 15 - 20 min

solvente

Y, ‘

&P-_. —_— j — "::> Lectura en el RMN
Centrifugar por  Separar el Transferir a un

10-20 min sobrenadante  tubo de RMN

Figura 4.11. Esquema de preparacién de EOH1 y EOH2 para su andlisis por 1H-
RMN. (Fuente: adaptacién de Kim et al., 2010).

Analisis de los datos: se identificaron tantos metabolitos como fue posible por
comparacion con una base de espectros de tH-RMN de compuestos de referencia,
realizado por el Dr. Young Hae Choi (director de la estancia de investigacién),

disponible en la base de datos del software CHENOMX, nmr suitr 8.1.
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5.1. Test de la Artemia salina (BST= Brine Shrimp Assay)

Los extractos alcohdlicos obtenidos a distintas temperaturas (Figura 5.1), y el
alginato de sodio purificado extraido de las frondas de U. pinnatifida (Figura 5.2),
fueron evaluados mediante el bioensayo de la Artemia salina (BST) a fin de
determinar la citotoxicidad primaria, siguiendo la técnica de Mc Laughlin et al.
(1993).

Los huevos de Artemia salina (“camaroncitos de mar”) (Vita Fish®), se incubaron
en agua salada, preparada disolviendo una cucharada sopera colmada de sal
gruesa de mesa (CELULAL), 19,39 g + 0,31, por cada litro de agua potable, a 27
°C durante 24 h. El recipiente de incubaciéon utilizado constaba de dos camaras,
una descubierta expuesta a la luz artificial y otra cubierta, donde se colocaron los
huevos. Trascurrido el tiempo se colectaron los nauplios fototropicos, con una
pipeta Pasteur.

Con las muestras a evaluar se prepararon soluciones de aproximadamente 10
mg/ml, en el caso de los extractos alcohdlicos se prepararon las soluciones con
etanol, mientras que la solucion de alginato de sodio se realiz6 con agua
destilada. A partir de éstas se tomaron alicuotas de 500, 50 y 5 pul, se colocaron en
tubos de hemodlisis, se llevaron a sequedad y se conservaron en un desecador al
vacio hasta el momento de realizar el ensayo.

Las alicuotas secas se retomaron con 5 ml de agua de mar artificial para obtener
una serie de diluciones de concentraciones 1000, 100 y 10 pg/ml respectivamente.
Sobre cada tubo conteniendo cada dilucién, se agregaron 10 nauplios y se
incubaron durante 24 h, a 27 °C en presencia de luz artificial. Paralelamente se
prepar6é un control negativo de agua salada. Este procedimiento se realizé en
todos los casos por triplicado.

Luego de 24 h de incubacion se examinaron los tubos, contandose en cada uno el
nimero de organismos muertos (no méviles).

Debido a que la mayoria de los extractos etanélicos (EOH1 y EOH2) presentaron
una elevada actividad, se modificaron las concentraciones, reduciéndolas a % de

la técnica original, de tal manera que las mismas fueron de 250, 25 y 2,5 pg/ml.
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El calculo de la concentracion de los extractos alcohdlicos y alginato de sodio que
provoca la muerte del 50 % de los nauplios (CLso) y su intervalo de confianza del

95 %, se efecttio por el programa estadistico de Finney.

5.2. Ensayo de inhibicién de la elongacion de las raices de semillas de

trigo

Los granos de trigo (7riticum sativum var. Biointa 3006) se germinaron en agua
potable, en oscuridad y a temperatura ambiente durante 48 h. Al cabo de ese
tiempo, se colocaron las semillas germinadas sobre papeles de filtro dentro de
placas de Petri de 9 cm de didmetro (10 semillas por placa) y se le agregaron 5 ml
de cada soluciéon a ensayar. Las muestras se ensayaron en concentraciones de
0,05 y de 0,5 % o de 0,5y 1 % en agua potable. Se efectuaron duplicados para las
muestras y para los controles (negativo, agua potable; positivo, sulfato de
vinblastina). Las placas de Petri fueron incubadas durante 5 dias en la oscuridad
a temperatura ambiente. Al cabo de ese tiempo se midié la longitud de la raiz
mas larga de cada semilla, se promediaron por placa y luego por duplicado para
cada dilucion y se calculd el % de inhibicién en base a la longitud de las raices del
control negativo (100 % de desarrollo).

Se tuvo en cuenta ademas el namero de raices secundarias por semilla, asi como
también el aspecto de las raices y del vastago, en comparaciéon con lo observado
para el control positivo.

El porcentaje de inhibicién se calculé mediante la siguiente expresion:

% de inhibicid Long.del control negativo — Long.de la muestra « 100
e inhibicion = —
° Long. del control negativo

donde, Long corresponde a la longitud promedio radicular
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5.3. Actividad antibacteriana

Para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos alcohélicos (EOH1 y
EOH2) y alginato de sodio purificado de U. pinnatifida -colectada

estacionalmente, se procedié de la siguiente manera:

5.3.1. Preparacion de medios de cultivo

- Agar nutritivo (Britania). Se pesaron 0,775 g, se disolvieron en 25 ml de agua
potable y se esterilizaron en autoclave. El agar se fundi6 en bano Maria, se
colocaron 5 ml en cada frasco estéril y se enfriaron en forma inclinada para
obtener la superficie como “pico de flauta”.

- Medio ATB N° 1 (Britania). Se pesaron 6,1 g y se disolvieron en 200 ml de agua.

El medio asi preparado se esterilizé en autoclave.

5.3.2. Preparacion del inéculo

Las cepas utilizadas para el estudio fueron: Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Sthaphylococcus aureus (ATCC
25723), y Escherichia coli (ATCC 25922).

Las cepas conservadas en freezer en estado latente en un medio de caldo
nutritivo y glicerol (1:1), se retiraron y se dejaron hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Se repicaron sobre el 4gar nutritivo en pico de flauta y se incubaron en
estufa 24 h a 37 °C. Al cabo de este tiempo se verific6 mediante observacion
macroscopica la uniformidad de las colonias. Posteriormente se procedi6 a
preparar la suspension de microorganismos, para lo cual se tomé con un ansa una
colonia de cada uno de los picos de flauta de los microorganismos a ensayar, y se
sembré un tubo con 1 ml de caldo nutritivo (uno por cada microorganismo). Se
homogeneizaron y se colocaron en estufa a 37 °C por 24 h.

Para la preparacion del indéculo se tomoé la suspensiéon de microorganismos

desarrollada en el caldo nutritivo, y se le agregd solucion fisioldgica estéril hasta
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alcanzar la turbidez comparable con la correspondiente a la dilucién 0,5 de la

escala de Mc Farland. De esta dilucion final se tom6 1 ml para inocular la placa.

5.3.3. Preparacion de las placas

Se utilizaron placas de Petri estériles de material plastico. El medio ATB N° 1
preparado con anterioridad y esterilizado se fundié en bano de agua a 95 °C,
luego se dejo enfriar hasta que el bafo alcanzé 40 °C. Sobre cada placa de Petri
conteniendo 1 ml del in6culo se volcaron aproximadamente 25 ml del medio. Se
taparon y se homogeneizaron mediante movimientos ondulantes. Se dejaron
enfriar y solidificar. Se colocaron en estufa en forma invertida durante media
hora con el fin de eliminar los restos de liquido. Con un sacabocados estéril se
realizaron dos orificios centrales destinados al control positivo y negativo
respectivamente y hacia los bordes de la placa tantos orificios como muestras a

ensayar para cada microorganismo.

5.3.4. Preparacion de las muestras

Se colocaron sobre cada uno de los orificios 50 ul de los extractos alcohdlicos de
concentracién 1 mg/ml preparada con alcohol 70 % (v/v) y de alginato de sodio de
igual concentracién al de los extractos alcohdlicos pero preparada con solucién
fisiologica.

Como control positivo se utilizé clorhidrato de estreptomicina (10 mg/ml, en
alcohol etilico al 70 %) y como control negativo alcohol etilico al 70 %.

Las placas se incubaron en estufa de cultivo (FAETA S.A. Industria Argentina) a

37 °C durante 24 h y al cabo de dicho tiempo se midi6 el halo de inhibicién.

5.4. Actividad antioxidante

Se efectué mediante el método de inhibicién del DPPH (radical 2,2’difenil-1-
picrilhidracilo), utilizando como solvente etanol absoluto y como patrén

antioxidante, BHT (butilhidroxitolueno) (Koleva et al., 2002).
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La solucién de DPPH se preparé6 en el momento de usar, a partir de 0,118 mg/ml
en etanol (teniendo la precaucién de que los cristales del reactivo estén muy bien
disueltos) y se conservé en un frasco cubierto con papel de aluminio en la
oscuridad a 4 °C, entre las mediciones.

Para la preparaciéon del blanco de reaccion, se colocaron en un tubo de ensayo 1,5
ml de etanol y 1 ml de solucion de DPPH, y para las muestras en estudio y para
el patron se utilizé un esquema similar, siendo la proporcién de masa: extracto-
DPPH (5,5:1) y BHT-DPPH (0,5:1). Las muestras analizadas fueron los extractos
alcohdlicos (FABB, EOH1, EOH2) y alginato de sodio purificado de Undaria
pinnatifida colectada estacionalmente, utilizando como solvente etanol absoluto
para el caso de los extractos alcohdlicos y agua destilada para las muestras de
alginato.

Los tubos se incubaron durante 15 min en la oscuridad a 30 °C y se midi6 la
absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro. Las determinaciones se
realizaron por triplicado. Para llevar a cero el espectrofotometro se usé etanol
absoluto.

La actividad antioxidante de las muestras ensayadas se expresdé como porcentaje

de inhibicion del DPPH, y se calcul6 como:

(Abs.m — Abs.blanco m) x 100)

% de inhibicion = 100 — Abs. blanco

donde, Abs. m = absorbancia de la muestra
Abs. blanco m = absorbancia del blanco de muestra

Abs. blanco = absorbancia del blanco de reacciéon

5.4.1. Cuantificacién de la actividad antioxidante

Se utilizé la técnica propuesta por Choi et al (2002), la cual determina la

concentracion de muestra necesaria para atrapar el 50 % de los radicales libres

del DPPH (SCs).
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Para ello se prepar6 una solucion etandlica de la FABB de concentracion 1 mg/ml
y a partir de la misma se procedié a realizar las diluciones que se muestran en la

Tabla 5.1.

Tablab.1. Diluciones a partir de la solucién de FABB (1 mg/ml).

Dilucién Concentracion
(ng/ml)
1/2 500
1/4 250
1/10 100
1/20 50
1/100 10
1/200 5
1/500 2

La concentracién empleada del DPPH fue de 0,3 mmol/l (0,118 mg/ml).

Se mezclaron 1,5 ml de cada dilucién, con 1 ml de la solucion de DPPH;
transcurridos 30 min a temperatura ambiente, se realizé la lectura de las
absorbancias a 518 nm. Las muestras se procesaron por triplicado.

La SCso de cada muestra se determiné mediante un grafico de % de inhibicién

versus concentracion.

5.5. Prueba del Metilgreen-ADN (MG-ADN)

Se utilizé la técnica descripta por Burress et al. (1992), modificada por Bonjean et
al. (1996).

Es un ensayo colorimétrico que permite inferir un posible mecanismo de accién de
los compuestos que poseen una citotoxicidad importante frente al test de la
Artemia salina, esto es una CLso inferior a 250 ug/ml. Se incluye en los llamados
ensayos moleculares (secundarios in vitro), que consisten en ensayos de

inhibicién que utilizan receptores, enzimas, ADN, entre otros, y tienen alta
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especificidad por lo que detectan s6lo compuestos que actian por un

determinando mecanismo.

5.5.1. Preparacion de la muestra y del control

5.5.1.1. Preparacién de muestras

Se preparé una solucién madre de concentracién 10 mg/ml de NaAlg (primavera,
verano e invierno) disuelta en agua destilada; cuando fue necesario se disolvié la
muestra con ayuda de un sonicador, tratandola por intervalos de 10 min (3
veces). Cada muestra se llevé hasta volumen final de 10 ml con agua destilada en
un matraz aforado, para obtener una concentracién final de 1000 pg/ml (d1).
Luego se tom6 1 ml de d1 y se llevé nuevamente a volumen final de 10 ml con
agua destilada en un matraz aforado, para obtener la concentracién de 100 pg/ml
(d2). Por dltimo se tomé 1 ml de d2 y se llevé una vez més a volumen final de 10
ml con agua destilada en un matraz aforado, para obtener la concentracion de 10
ng/ml (d3).

La cantidad de reactivo a preparar se calculd teniendo en cuenta la cantidad de
muestras, de diluciones de cada muestra, el control positivo (clorhidrato de
doxorrubicina de concentracién 30 pg/ml) y el control negativo o blanco de
reactivo (MG-ADN). Se consideré ademés que se trabajaria por triplicado con

cada dilucién de cada muestra, al igual que el control positivo.

5.5.1.2. Preparacion de control positivo

La concentracion del control positivo, clorhidrato de doxorrubicina, fue de 30
ug/ml, la cual se obtuvo a partir de 0,3 mg de clorhidrato de doxorrubicina que
fueron disueltos en etanol, llevando a volumen final en un matraz aforado de 10
ml.

Se tomaron 60 pul de cada diluciéon y del control positivo y se dispusieron en tubos

de ensayos. Se llevaron a seco en bano de agua a 60 °C, o en evaporador rotatorio
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a presién reducida (dependiendo de la naturaleza quimica de los constituyentes)

y se dejaron una noche en estufa de vacio.

5.5.1.3. Preparacién de blanco de reactivo

Por cada 100 ml a preparar, se suspendieron 20 mg del reactivo Metil Green ADN
(MG-ADN, Sigma) en 100 ml de buffer Tris-HCl 0,05 M, pH 7,5. El buffer
conteniendo 7,5 mM de MgS0O4, se prepar6é segin indicaciones del catalogo de
Sigma teniendo en cuenta la temperatura ya que afecta el pH. Seguidamente, se

agit6 a 37 °C, protegido de la luz, durante 24 h.

5.5.2. Procedimiento

Se agregaron 600 ul del reactivo MG-ADN a cada una de las diluciones de cada
muestra y al control positivo, que habian sido llevados a seco previamente, como
se indico en parrafos anteriores. Los tubos se mantuvieron protegidos de la luz.
Como control negativo o blanco de reactivo, se dispuso 600 ul de reactivo MG-
ADN en tubos, por triplicado y se mantuvieron protegidos de la luz.

Se trabajo en el espectrofotometro, a una longitud de onda de 655 nm, para lo
cual se llev6 la absorbancia a cero con el blanco de reactivo e inmediatamente
después se efectuaron las lecturas de las absorbancias iniciales de las muestras y
del control positivo.

Posteriormente se incubaron todos los tubos protegidos de la luz, durante 24 h.
Transcurrido ese tiempo, se efectuaron las lecturas de las absorbancias finales tal
como se indico anteriormente para las absorbancias iniciales.

Para cada dilucion de cada muestra, se determiné el porcentaje de intercalacién
en el ADN a partir de la disminucion de la absorbancia calculada por la
diferencia entre las absorbancias final e inicial. Para calcular el porcentaje, la
absorbancia inicial se tom6 como 100 %. En este ensayo también se calculd la Clso

de las muestras analizadas.
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5.6. Ensayo de citotoxicidad in vitro con lineas celulares

Este ensayo se realizo en colaboracion con la Dra. Caroline Weinstein en el
Laboratorio de Cultivo Celular de la Universidad Catélica de Valparaiso (Chile).
Se midio6 el efecto del alginato de sodio purificado de U. pinnatifida colectada en
primavera, sobre la proliferacion de dos lineas celulares tumorales humanas,
Caco-2 (cancer de colon) y MCF-7 (cdncer de mama).

El efecto de los productos ensayados sobre la actividad antiproliferativa en las
lineas celulares mencionadas, se midié utilizando el método de la resazurina, el
cual se basa en la capacidad de las células viables para reducir esta molécula y
formar un producto fluorescente con una longitud de onda de excitacién a 544 nm
y una emisién a 590 nm. La fluorescencia (leida en un equipo Thermo Scientific
Appliskan) es proporcional al ntimero de células viables. Las poblaciones de
células se mantuvieron en el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(mezcla de nutrientes), suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino (FBS),
glutamina 2 mM, 10 U/L de penicilina y 10 pg/ml de estreptomicina, en una
incubadora humidificada (Thermo Forma) con 5 % de COz. Para el ensayo se
utilizaron 5000 células MCF-7 y 10000 células Caco-2, sembradas en placas de 96
pocillos, las cuales fueron expuestas a diluciones seleccionadas de las soluciones a
ensayar. Cada ensayo fue realizado por triplicado. Después de 48 h de incubacion,
se anadi6 resazurina en medio fresco a una concentracion final de 4 mg/ml y a las
2 h se tom6 una muestra del sobrenadante para leer fluorescencia. Se calcularon
los porcentajes de supervivencia celular relativos a las células de control de
crecimiento y se construyeron curvas de concentraciéon en funcion del porcentaje
de proliferaciéon. En base a éstas, se calcularon las concentraciones que inducian

a la inhibicién de la proliferacién celular (Skehan et al., 1990).

5.7. Actividad antileishmania

La actividad fue realizada en el Instituto Helénico Pasteur - Atenas, Grecia, en el
marco de un convenio de cooperacién internacional.

La muestra evaluada fue alginato de sodio purificado de la estacién primavera.
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5.7.1. Mantenimiento de cultivos celulares y parasitos

El cultivo celular de promastigotes de Leishmania infantum (MHOM / GR / 2002
/ GH12) y de L. amazonensis (MPRO / BR/ 72/ M1845), se efectué en el medio de
cultivo RPMI-1640 suplementado con 10 % (v/v) de FBS inactivado por calor
(HIFBS), solucién HEPES (4cido 4- (2-hidroxietil-1-piperazinetanosulfénico) 10
mM (solucién buffer de rango de pH 7,2 y 7,6) y penicilina-estreptomicina
(concentracién final 100 U/ml) a 25 °C (Xingi et al., 2009).

Se cultivéo también la linea celular de macréfagos murinos J774.1 en el medio
RPMI-1640, suplementado con 10 % (v/v) de HIFBS, HEPES 10 mM y penicilina-
estreptomicina (concentracién final 100 U/ml), a 37 ° C en atmésfera de 5 % de

COa..

5.7.2. Actividad antipromastigote

Para la determinaciéon de la actividad antileishmania, se usé el ensayo de la
resazurina (Mikus y Steverding, 2000).

Se prepard una solucion acuosa de 1000 pg/ml de alginato de sodio, a partir de la
cual se realizan dos diluciones de concentraciéon final de 500 pg/ml y de 200
ug/ml.

Se trabajé con 2,5 x 106 células/ml en la fase estacionaria de L. infantum (MHOM
/ GR / 2002 / GH12) y L. amazonensis (MPRO / BR / 72 / M1845); los
promastigotes fueron sembrados en placas de 96 pocillos de fondo plano en un
volumen total de 200 pl/pocillo, en el medio RPMI-1640. Se anadié la solucion de
alginato, por triplicado, en concentraciones crecientes y se incub6 durante 72 h a
25 °C con los parasitos.

Luego de la incubacién, se le anadié 20 ul por pocillo de solucién de resazurina y
se incub6 24 h. Finalmente, los cambios colorimétricos se leyeron a 550 nm con
longitud de onda de referencia a 620 nm. Los valores de Clso se determinaron a

partir de curvas de dosis respuesta mediante interpolacion lineal.

154



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 6 - ESTUDIOS BIOLOGICOS Y APLICACION

5.7.3. Actividad antiamastigote

La actividad antileishmania in vitro de alginato de sodio contra la forma
amastigote de los parasitos, se evalué en macrofagos J774.1 de la linea celular
murina infectados con promastigotes metaciclicos de L. infantum y L.
amazonensis (10 parasitos/macréfagos) (Efstathiou et al., 2014).

La citotoxicidad de concentraciones crecientes del alginato contra las células
huésped (Iinea celular de macréfagos murinos J774.1), también se evalué después
de la incubacion con los macréfagos durante 72 h a 37 °C, en atmoésfera de 5 % de
COea.

Después, se anadié la solucién de resazurina (20 pl/pocillo), se mantuvo durante
24 h mas y los cambios colorimétricos se leyeron como se describid. En todos los

casos, los experimentos se realizaron por triplicado.

5.8. Test del Allium cepa

Este ensayo de toxicidad aguda, demuestra una alta correlaciéon con otros
sistemas de ensayo, involucrando la toxicidad general (crecimiento de las raices)
y la genotoxicidad (aberraciones cromosémicas).

La toxicidad analizada contemplé parametros macro y microscopicos y se
evaluaron las alteraciones morfolégicas de las raices y el potencial efecto
citotéxico y genotoxico. La disminucién del Indice Mitético en relacién al control
negativo (agua potable), indica el efecto téxico de las muestras analizadas sobre

los meristemas apicales de las raices de Allium cepa.

5.8.1. Lugar de estudio

Este estudio se realizd en el laboratorio 171 del departamento de farmacia de la
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco. La temperatura promedio

durante el ensayo fue de 20 °C.
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5.8.2. Materiales y reactivos

Se usaron 15 bulbos de cebolla amarillas Allium cepa (Amaryllidaceae), de un
peso de 60 a 70 g, en estado fresco y sin formaciéon de hojas y raices por cada
muestra a ensayar. Los bulbos se limpiaron mediante la eliminaciéon de la
epidermis seca sin dafnar las raices primordiales. Los recipientes para contener
los bulbos fueron tubos de ensayos de 18 mm de didametro por 150 mm de largo de
25 ml de capacidad, es importante destacar que la profundidad de los recipientes
debe ser tal que, al término de la prueba, la elongacién maxima no alcance el
fondo del recipiente (Fiskesjd, 1985). Como control positivo se usé dicromato de
potasio en dos concentraciones y agua potable como control negativo. Los
reactivos para citogenética fueron fijador Carnoy (etanol:cloroformo:acido acético
6:3:1), preparada al momento de su uso, y colorante orceina A y B (orceina

clorhidrica y acética).

5.8.2.1. Colorante

Solucién madre

Se llevé a ebulliciéon 110 ml de acido acético glacial, en un vaso de precipitado de
250 ml. Al iniciar la ebullicién se agreg6 4 g de orceina y se mantuvo a ebullicién
suave durante 10 min. Se enfrio a temperatura ambiente y se llevé a 200 ml con
agua destilada y finalmente se filtroé.

Orceina A (orceina clorhidrica): a 126 ml de la solucién madre se le agregd 14 ml
de HCI 1 N.

Orceina B (orceina acética): a 74 ml de la solucién madre se le agregé 74 ml de

acido acético 45 % (v/v).

5.8.2.2. Preparacion de las muestras

El ensayo se realizé sobre los extractos alcohdlicos (EOH1 y EOH2) y alginato de
sodio purificado de primavera y verano de U. pinnatifida. Se prepararon dos

soluciones de cada muestra de concentracion aproximada de 900 y 2500 pg/ml
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(ver Capitulo 8) diluidas en agua potable. Cada muestra se procesé en paralelo

con los controles (positivo y negativo) y por triplicado.

5.8.2.3. Preparacion del patron

Se prepararon dos soluciones de KzCr:07 (control positivo), diluidas en agua
potable de concentracién 1,91 y 32,29 ug/ml, y agua potable como control (control

negativo).

5.8.3. Procedimiento

El ensayo se inicia con el llenado de los tubos con cada una de las concentraciones
de las muestras y los controles; este llenado se realizé hasta el borde de cada
tubo. A continuacién se colocaron los bulbos limpios sobre la boca del tubo,
cuidando que la zona radicular quede inmersa en la soluciéon. Los tubos se
colocaron en una gradilla, la cual se pone sobre una mesa que no presente
vibraciones y se mantuvo a temperatura ambiente durante un periodo de 72 h,
evitandose la radiacion solar directa. Se controlé continuamente todo el sistema y
cuando fue necesario se repuso el volumen perdido por evaporaciéon o absorcion,
con ayuda de una pipeta Pasteur, esto se realizé entre los bordes del tubo y el
bulbo, sin sacar las raices del mismo.

Al término del periodo de exposicion se registré el promedio de la longitud de
todas las raices de cada bulbo. La medicion se llevé a cabo colocando el cero de
medicién en el anillo radicular del bulbo.

La inhibicién del crecimiento radicular se realizé mediante la siguiente ecuacion:

o ) Long.del control negativo — Long. de la muestra
% de inhibicion radicula = Long. del control negative x 100

donde, Long. corresponde a la longitud promedio radicular
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5.8.4. Analisis de microscopia

Una vez que se registro el crecimiento de la longitud de las raices, se realizaron
pruebas para analizar la mitosis de los apices radiculares. Se calculé el indice
mitético general y por fases se observaron la presencia o no de anomalias a nivel
de la division nuclear.

Para estudiar la mitosis se analizaron al menos 6 apices elegidos al azar de cada
bulbo. Se cortaron los 4pices radiculares a partir del extremo inferior de
aproximadamente 3 mm de longitud y se sumergieron en tres gotas de solucion
de fijaciéon Carnoy durante 5 min, con el objetivo de detener la division celular. El
exceso de fijador se eliminé con papel de absorbente e inmediatamente después se

realizé la tincidn.

5.8.4.1. Tincién y squash

Se colocaron sobre un vidrio de reloj los apices y se agregé 10 gotas, o hasta que
quede totalmente cubierta, de orceina A. Se calentd sobre una manta calefactora
durante 1 min. Se repitié esta operacion tres veces, hasta la emisién de vapores,
evitando la ebullicion y sequedad. Usando un pincel N° 1 se retiraron
cuidadosamente los dpices (evitando romperlas) y se los introdujo en una placa
Petri. Se lavé con agua potable dos veces para eliminar el exceso de colorante.
Una vez lavadas se pasaron a un vidrio de reloj y con un bisturi se cortaron cada
apice a unos 3 mm del borde inferior. Sobre el fragmento se agregdé 3 gotas de
orceina B y se coloco cuidadosamente sobre un portaobjetos. Con un cubreobjetos
encima y ayudado de papel absorbente, doblado dos o tres veces, se presiond con
el dedo pulgar suavemente, evitando que el cubreobjetos se deslice mientras
presiona (squash). La finalidad del dltimo paso es conseguir una monocapa de
células, para poder realizar una buena observaciéon. Los preparados se
observaron al microscopio éptico, primero a un aumento de 5X o 10X y luego a un

aumento de 40X.
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5.8.4.2. Indice mitético (IM)

Este indice permite conocer si existe inhibicién en el proceso de divisién celular.
Si se obtienen valores inferiores a los del control negativo, se puede decir que
existe inhibicidon, caso contrario si se obtienen valores mayores indica una
estimulacién en la divisién celular, debido a la muestra (Restrepo et al., 2012). El
IM se define como el ntimero de células por unidad (normalmente 1.000) que
sufren mitosis durante un determinado periodo de tiempo de exposicién y se
utiliza principalmente como estimacion de la velocidad del crecimiento tisular
(Fiskesjd, 1985). En términos generales, valores del IM inferiores al valor del
control negativo (agua potable) indican alteraciones inhibitorias, derivadas de las
sustancias quimicas analizadas en el ensayo. Caso contrario, valores del IM
superiores al control negativo indican un incremento en la divisiéon celular,
mostrando un desorden en la proliferaciéon celular evidenciando una sustancia
quimica con potencial para formacién de tejido tumoral (Morais, 2009). La
determinacién del indice mitético se realizé en el microscopio con un objetivo de

40X (Barbério et al., 2011).

5.8.4.3. Lectura de la prueba de genotoxicidad

La observacion de las aberraciones cromosémicas se realizaron en un microscopio

6ptico con un aumento de 40X (Morais et al., 2009).

5.9. Ensayo Alelopatico

El estudio se realizé en los laboratorios de la Facultad de Ingenieria, de la
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco.

En todo el ensayo se mantuvo un testigo de referencia a base de agua potable en
sustitucion del extracto alcohdlico. Para la realizacién de los ensayos se siguid la
técnica descrita por Arancibia (2013), ajustada a las condiciones del laboratorio

de la UNPSJB.
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Se pesaron 0,6 g del extracto alcohélico (EOH1) de U. pinnatifida colectada en
primavera, y se disolvieron en 10 ml de DMSO constituyendo la solucion madre.
A partir de la misma se hicieron distintas diluciones con agua potable (0,1; 0,3 y
0,5 mg/ml). Cada una de las diluciones se vertié en un Erlenmeyer y se agit6 por
un periodo de 1 h y luego se filtro.

El ensayo sobre Lycopersicum esculentum y Lolium multiflorum se realizd
colocando 10 semillas, (previamente tratadas con agua potable, en oscuridad y a
temperatura ambiente durante 24 h) en cada placa de Petri de 20 mm de
diametro, provista de papel de filtro dispuesto en el fondo, y se anadié 10 ml de la
dilucién del extracto. Para mantener la humedad en las placas, se sellaron con
film autoadherente de PVC. Las placas fueron incubadas a 20 °C durante 7 dias,
dentro de una camara provista de lamparas fluorescentes de 20 Watts, y
expuestas a un fotoperiodo de 18 h de luz y 6 h de oscuridad.

Al cabo de ese tiempo se midi6é la longitud de la raiz de cada semilla, se
promediaron por placa y luego por triplicado para cada dilucion. Se calculd el %
de inhibicién en base a la longitud de las raices del control negativo (100 % de
desarrollo).

El diseno experimental utilizado fue completamente aleatorio y los resultados se
sometieron a analisis de media, desviacién estandar y el error. En el caso de las

semillas germinadas (%) se evaluaron visualmente.

5.10. Preparacién de microparticulas

5.10.1. Gelificacion iénica

La solucién de alginato de sodio de primavera y verano (20 ml) se preparé de la
siguiente manera (Becerra, 2016): 1 g de alginato de sodio obtenido de las frondas
de Undaria pinnatifida, se dispersé en 20 ml de agua destilada y se mezcld hasta
homogenizacion, con agitaciéon. A continuacion, se dispersaron homogéneamente
en la solucién de alginato 0,5 g de paracetamol (PCT). Finalmente, se agreg
uniformemente 0,1 g de carbonato de calcio. La solucion resultante se calent6 a

60 °C y se adicion6 a 40 ml de vaselina liquida conteniendo 1 g de tween 20,

160



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 6 - ESTUDIOS BIOLOGICOS Y APLICACION

precalentada a 60 °C. El sistema se agit6 a 470 rpm durante 15 min (formacién
de una emulsién A/O (del inglés: aqua/oi). Con agitacién constante, se
adicionaron 20 ml de vaselina liquida (EWE® densa 180) conteniendo 0,85 ml de
acido acético glacial, para iniciar la gelificacién interna. Luego de 30 min bajo
agitacion, las microparticulas pregelificadas se separaron de la dispersién oleosa
por mezclado con una solucién acuosa de cloruro de calcio (25 g/250 ml). Las fases
se separaron dejando sedimentar las microparticulas (120 min). El sobrenadante
fue descartado, separando las microparticulas por centrifugacion; estas ultimas
se filtraron y lavaron con 100 ml de etanol y se secaron hasta peso constante, a

37 °C. Finalmente, se tamizaron para separar por tamano de particula.

5.10.2. Caracterizacion de las microparticulas

Las microparticulas se caracterizaron mediante diferentes ensayos, los que se

describen a continuacidn.

5.10.3 Caracteristicas morfolégicas y tamano de particula

Una vez secas, se determiné el tamano de las microparticulas usando la técnica
del tamizado, para lo cual se utilizaron tamices de 1 y 0,63 nm. Las
microparticulas desecadas, fueron también monitoreadas mediante Microscopia

Electrénica de Barrido (MEB) en un microscopio JEOL-LV 6510.

5.10.4. Rendimiento de la produccién (% Ren)

Tiene como fin determinar el porcentaje de microcapsulas obtenidas y se obtiene

por la siguiente ecuacion:

o cantidad de microparticulas obtenidas
% Rendimiento = - - - x 100
cantidad de microparticulas esperadas
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5.10.5. Eficacia de la encapsulacién (% EE)

Este se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

cantidad de principio activo encapsulado
% EE = - —— - x 100
cantidad de principio activo

5.10.6. Contenido de principio activo (% Cpa)

Se pesaron 100 mg de microparticulas y se diluyeron en 100 ml de buffer fosfato
de pH 7,4 (segin Farmacopea Argentina 7 Ed). La muestra fue sometida a un
bano de agua ultrasénico el tiempo necesario para producir la ruptura de las
particulas. Se filtraron a través de un filtro de 0,45 pm y se prepar6 una dilucién
1/100. La curva patrén se realizé6 con una solucién madre de paracetamol de
concentracion 0,016 M, a partir de la cual se obtuvieron diluciones de
aproximadamente 0,8 105 M a 10 105 M; se midié la absorbancia en un
espectrofotometro a 243 nm. Como blanco de muestra se analizaron
microparticulas vacias, preparadas en las mismas condiciones que las
microparticulas que contenian paracetamol. Para el calculo del contenido de

principio activo se utilizo la siguiente ecuacion:

cantidad de principio activo encapsulado
% Cpa = - - - X 100
peso final de las microparticulas
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6.1. Habitat y ecologia de Undaria pinnatifida

El Golfo San Jorge (GSJ) es una cuenca semiabierta del Mar Argentino
ubicado aproximadamente entre la latitud 44° 55 S 65° 31° O (Cabo Dos
Bahias) y 47° 06" S 65° 51° O (Cabo Tres Puntas), que presenta diferentes
profundidades. En la zona central, supera los 100 m, mientras que en los
extremos las profundidades oscilan entre los 50 y 70 m en el sector sur, y
aproximadamente 90 m en el sector norte (en donde se encuentra ubicada
Bahia Bustamante).

Las aguas del golfo presentan gran heterogeneidad, tanto espacial como
temporal. Esto es debido a la mezcla de corrientes de marea (subantérticas y
subtropicales de Brasil), a la estratificacién de las aguas y al flujo estacional
de aguas de baja salinidad (Vinuesa, 2012). Dos clases de masas de agua
estan presentes: el agua costera y el agua de plataforma, que bana la mayor
parte del golfo (Guerrero y Piola, 1997).

En el fondo marino se observan dos tipos principales de sedimentos: una
fraccibn esencialmente fangosa y fango-arenosa, sin componentes
bioclasticos, que ocupa todo el sector occidental y central del golfo, en
profundidades superiores a los 80 m; y otra fracciéon de grava y arena, con
rocas sedimentarias de carbonato de calcio, constituidos por restos de
bivalvos y cirripedos. Este tltimo tipo se presenta en los sectores norte y sur
de la boca del golfo (Roux et al., 1995). En 4reas costeras, el fondo marino
puede ser arenoso, con componentes bioclasticos y arenoso-fangoso
(Vinuesa, 2012).

En el Golfo San Jorge el ciclo de produccién primaria presenta una tasa
maxima durante la primavera y una de menor intensidad en el otono. Este
ciclo se halla asociado al proceso de formacién estacional del termoclina
(capa del agua donde la temperatura cambia rdpidamente), que se inicia en
la primavera, alcanza su mayor desarrollo en el verano y desaparece en el
otono, debido a las temperaturas y vientos que se producen en cada una de

las estaciones mencionadas (Vinuesa, 2012). Debido a las diferencias en los
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extremos del golfo de menor profundidad, se generan frentes de marea de
desarrollo estacional y permanencia durante la primavera y fines del otofno
(Fernandez et al., 2005).

Con respecto a las macroalgas, no existe a la fecha una revisién de las algas
pardas de las costas patagdnicas que permita ver el panorama completo de
su diversidad (Zaixso y Boraso de Zaixso, 2015). En la actualidad, en el GSJ
las algas pardas benténicas que forman verdaderos bosques son Macrocystis
pyrifera, Lessonia vadosa y Undaria pinnatifida, siendo esta ultima una
especie aléctona, altamente invasora como describiéramos en los capitulos
introductorios, cuyos efectos reales en el ecosistema ain no han sido
definidos (Zaixso y Boraso de Zaixso, 2015). Es por esto que en nuestro
grupo de investigaciéon se busca alcanzar un conocimiento integral de la
especie a partir de estudios exhaustivos que permitan definir un
aprovechamiento racional, y asi contribuir a un control de su desarrollo.
Para ello, en este trabajo de tesis el alga fue analizada estacionalmente,
considerando aspectos biolégicos, bioquimicos, quimicos, actividades
biolégicas y posibles aplicaciones, en relacion con el medio ambiente en que

habita en la regién central del GSdJ.

6.2. Estudio preliminar de ejemplares de Bahia Bustamante

6.2.1. Caracteristicas macroscopicas y organolépticas

Como se describi6é en el Capitulo 4, los ejemplares fueron colectados en la
zona intermareal. Uno de ellos se herborizé y deposité en el Herbario
Regional Patagénico (HRP N° 7656) y el resto fue empleado para nuestro
estudio, comenzando con la determinacién de las caracteristicas
macroscopicas y organolépticas de las distintas partes morfoanatémicas
(Tabla 6.1).

La mayoria de los ejemplares presentaron el grampoén formado por varios

hapterios y en la base del estipe el esporofilo, una estructura lobulada y
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plegada. Esta ultima estructura anatomica es propia de ejemplares que se
encuentran en su estado reproductivo, siendo estas mayoritarias en
primavera y verano.

En la zona media del esporofito se observé una nervadura central
prominente del que salen unas laminas lobuladas bifurcadas en los laterales
(frondas). En general las frondas de la zona central del esporofito eran las de
mayor longitud con respecto a los extremos, con significativa diferencia en la
parte superior.

Se efectuaron las medidas de las distintas partes morfoanatomicas
utilizando los siguientes caracteres: longitud total del esporofito (LE), es
decir, la distancia desde la base del estipe hasta la parte superior de la
nervadura central; longitud del estipe (LEst), distancia desde la base del
estipe hasta el sitio en el esporofito donde comienzan a formarse las frondas;
longitud de las frondas (LF); longitud del esporofilo (LEsp); longitud del
grampén (LG). La Figura 6.1 muestra uno de los ejemplares destacando las
partes y situando las medidas realizadas.

Las caracteristicas morfoanatémicas coinciden con lo descrito por otros
autores para U. pinnatifida que habita en la costa patagénica (Martin y
Bastida 2008; Boraso 2013).

Los ejemplares mostraron diferencias en cuanto a la longitud del esporofito
y de las frondas, reflejAndose en la desviacién estdndar calculada (Tabla
6.1).

Como se mencion6é en el Capitulo 1 de la Introducciéon de esta tesis, la
temperatura es un factor relacionado con el desarrollo de las diferentes fases
del ciclo de vida de U. pinnatifida (Akiyama y Kurogi, 1982; Morita et al.,
2003b); esto también es mencionado por otros investigadores para la costa
patagénica (Casas, 2005; Casas et al., 2008; Martin y Bastida 2008). Cabe
destacar que la variacién morfolégica (ver Tabla 1.2 en el Capitulo 1 de la
Introduccién de esta tesis) de la especie colectada en la zona del intermareal
de Bahia Bustamante present6 una notoria plasticidad morfolégica (Stuart

et al., 1999; Charrier et al., 2012).
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Tabla 6.1. Caracteristicas organolépticas y macroscopicas de las distintas
partes morfoanatomicas de Undaria pinnatifida colectada en Bahia

Bustamante.

Caracteristicas
Parte morfo- Organolépticas Macroscépicas
anatémica Color Textura Olor Sabor Longitud  Sustrato
(cm) organico y/o
inorganico
Fronda Pardo Suave A mar Salado 30,2+ 16 Sin epifitas
oscuro con gusto
a
productos
marinos
Estipe Pardo Rugoso A mar n/d 556+1 Sin epifitas
oscuro
Esporofilo Pardo Suave A mar n/d 5+ 2 Sin epifitas
oscuro
Grampén Pardo Rugoso n/d n/d 4,7+1 Abundante
sustrato
norganico
Talla del 97,6 +£13
esporofito
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[ N

Figura 6.1. Partes morfoanatomicas de Undaria pinnatifida colectada en
Bahia Bustamante. LE: longitud del esporofito, LF: longitud de la fronda,
LEst: longitud del estipe, LEsp: longitud de esporofilo, LG: longitud del

grampon.

Con respecto a las caracteristicas organolépticas, el olor y sabor de las
distintas partes morfoanatémicas, mencionadas en la Tabla 6.1 fueron
clasificadas de acuerdo a una percepcion personal. En el caso del olor se
mantuvo incluso cuando las frondas del alga se encontraban secas y

molidas.

6.2.2. Estudios quimicos

Las algas sobreviven dentro de comunidades asociadas con otros organismos
en un entorno altamente competitivo; ademas deben ser capaces de
adaptase a diferentes condiciones ambientales relacionadas con la
localizacion geografica de su habitat, tales como temperatura, salinidad, luz,
nutrientes, entre otras, lo cual les genera la necesidad de sintetizar

diferentes metabolitos (Pérez et al., 2016). Debido a esto, la composicién
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quimica varia entre diferentes especies e incluso entre individuos de la
misma especie, obteniéndose productos con diversas actividades bioldgicas
que constituyen una fuente potencial de nuevos farmacos y un campo
abierto a la investigacion en Farmacognosia y Bioquimica Marina.

Un estudio preliminar que permita caracterizar en forma general una
especie, se 1nicia con una extracciéon que permita obtener la mayor parte de
los constituyentes quimicos (extracto total o crudo o bruto). Para ello se debe
utilizar un solvente que solubilice (y cosolubilice) la mayoria de los
compuestos, siendo los més utilizados el etanol y el metanol (aunque éste

ultimo no se recomienda por la toxicidad).

6.2.2.1. Extraccion, fraccionamiento, rendimiento y screening ficoquimico

En este trabajo de tesis, el material seco, reducido a polvo y conservado en
un recipiente de plastico con tapa hermética, protegido de la humedad y de
la luz, fue sometido a extraccién y fraccionamiento segun el protocolo
sefialado en el Capitulo 4 de esta tesis (seccién 4.4.1, Figura 4.5). El
rendimiento del extracto bruto fue del 16 %, lo cual resulté interesante ya
que sin ser exhaustivo, se logr6 extraer una cantidad importante.

El screening quimico realizado sobre el extracto y las distintas fracciones
mostrd los resultados que se presentan en la Tabla 6.2. De estos resultados
se destacé mediante la intensidad de las reacciones cualitativas aplicadas,
una importante proporcion de hidratos de carbono, péptidos / aminogrupos y
derivados fendlicos. No obstante no se obtuvo reaccion positiva para el grupo
de flavonoides ni para taninos. Otros estudios han descripto la presencia de
flavonoides en distintas especies de algas marinas (Yoshie et al., 2002;
Yoshie et al., 2003). En U. pinnatifida colectada en Japén se ha detectado la
presencia de rutina, quercitrina y morina, ademas de catequinas
(constituyentes de taninos de tipo condensados) (Yoshie et al., 2003). Con
respecto a otras algas pardas investigadas en nuestros laboratorios, los

flavonoides han sido evidenciados en Lessonia vadosa (Becerra, 2016).
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Tabla 6.2. Resultados del screening ficoquimico de Undaria pinnatifida

procedente de Bahia Bustamante.

Fraccién Grupo quimico Resultado

A Hidratos de Carbono +++
Lipidos +
Péptidos / aminogrupos 1° y/o 2° +++
OH fendlicos +++

(amarillo)
Taninos -
Flavonoides -

B Triterpenos +/-
Esteroides +
Quinonas +

C Lactona a-insaturada -
Leucoantocianidinas -
Alcaloides ++

D Sales de NH4* -
(IDENTIFICACION: positivo +, negativo —. INTENSIDAD: baja +, moderada ++, alta +++,

muy alta ++++).

Dentro de los metabolitos detectados, se destacaron también en proporcion
importante, los péptidos y/o aminogrupos. Los péptidos constituyen
moléculas muy versatiles en cuanto a su potencial farmacolégico ya que han
demostrado actividades tales como antioxidante, antihipertensiva,
anticoagulante, antiproliferativa, antidiabética (Ngo et al., 2012).

De las actividades biolégicas mencionadas en el parrafo anterior, la
hipertension arterial sigue siendo, pese a los importantes avances logrados

en el conocimiento de su fisiopatologia y de su abordaje terapéutico, uno de
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los objetivos claves para el control de la mortalidad relacionada con
patologias cardiovasculares (Verdecchia et al., 2008).

La busqueda de péptidos bioactivos con propiedades antihipertensivas en
algas pardas es de gran interés. Suetsuna et al. (2004) identificaron diez
tipos de péptidos en U. pinnatifida colectada en Japdén de los cuales cuatro
disminuyeron significativamente la  presiéon arterial en ratas
espontaneamente hipertensas.

Ademas de esta importante actividad, otros investigadores pudieron
determinar que los péptidos de U. pinnatifida proveniente de Japon estaban
constituidos por aminoacidos esenciales en cantidad superior con respecto al
patréon de requerimientos de aminoacidos en mg/g de proteina propuesto por
la WHO (1973) (Tabla 6.3; Kolb et al., 2004), siendo este aporte de mayor
relevancia aun si el alga fuera destinada a la alimentacion.

Otro grupo de metabolitos destacados en el screening quimico fueron los
polifenoles, compuestos descriptos con importantes actividades bioldogicas
(Rodrigo et al., 2011). Cabe destacar el interés cientifico actual en ellos,
debido a que se ha demostrado su importancia en la prevenciéon de
enfermedades relacionadas con el envejecimiento celular entre las que se
destacan, por su mayor incidencia, las patologias cardiovasculares y algunos
tipos de cancer (Quitral et al., 2012).

Se sabe que las bacterias son los organismos mas abundantes en los
ecosistemas naturales, donde juegan un papel importante en la absorcion y
degradacién de compuestos organicos. Zhao et al. (2018) analizaron
muestras de aguas costeras durante el desarrollo de U. pinnatifida en Japon
y observaron que, durante el periodo de crecimiento del alga, las colonias
bacterianas mostraron variaciones. Por ejemplo, las flavobacterias
aumentaron su desarrollo, en tanto que las B-proteobacterias disminuyeron.
Si bien estos autores atribuyeron como posibles factores de influencia a la
temperatura, oxigeno disuelto, pH y nitrégeno, otros investigadores han

demostrado el rol de metabolitos biosintetizados por el alga,
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fundamentalmente quinonas, esteroides, alcaloides y terpenos, los cuales

también han sido evidenciados en la presente tesis. (Pérez et al., 2016).

Tabla 6.3. Contenido de aminoacidos de Undaria pinnatifida proveniente de
Japon con respecto al patrén de requerimientos de aminoacidos en mg/g de

WHO (WHO, 1973) (Fuente: Kolb et al., 2004 modificado).

Aminoacidos U. pinnatifida Proteina de referencia
WHO

mg/g de proteina

Histidina (His) 32 19

Isoleucina (Tle) 49 28

Leucina (Leu) 84 66

Lisina (Lys) 68 58

Metionina + 37 25

Cisteina

(Met + Cys)

Fenilalanina + 74 63

Triptéfano

(Phe+Tyr)

Treonina (Thr) 45 34

Triptofano (Trp) 3 11

Valina (Val) 103 35

Total 495 339

Estos resultados motivaron nuestro estudio de actividad antibacteriana en
los extractos de U. pinnatifida colectada en la costa de Comodoro Rivadavia.
Los alcaloides detectados en nuestro analisis ficoquimico resultaron ser
interesantes considerando que se observd su presencia no sélo con el
reactivo de Dragendorff (muy sensible), sino también con el reactivo de

Mayer que detecta cantidades apreciables.
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Los alcaloides del tipo B-carbolina del grupo harmala (HAlks), son una
familia de compuestos bioactivos presentes fundamentalmente en distintas
especies vegetales, entre las que se destacan por su alta concentracién a
Peganum harmala y Banisteriopsis caapi (Adhami et al., 2011). Dentro de
este grupo, la harmina y la harmalina (Figura 6.2.a, ¢) son los principales
alcaloides presentes en B. caapi (Mcllhenny et al., 2012). Si bien estos
metabolitos no han sido muy descriptos en algas, otros autores detectaron
en U. pinnatifida trazas (de 7 a 24 ng/kg de algas secas) de harmalina,
harmalol y harmina (Figura 6.2.a, b, c); se observé ademds que sus
proporciones variaban de acuerdo a la zona de colecta del alga (Adhami et
al., 2011; Tascén et al., 2017). Estos antecedentes deberian ser considerados

si1 se busca destinar el alga a la alimentacién.

a " b " C
Harmalina Harmalol Harmina

Figura 6.2. Alcaloides del tipo P-carbolinas presentes en Banisteriopsis
caapi (Malpighiaceae) (a, ¢) y en U. pinnatifida (a, b, ¢). Fuente: Tascon et
al., 2015.
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6.2.2.2. Otros estudios

6.2.2.2.1. Lipidos

Si bien las algas pardas se caracterizan por presentar bajo contenido en
lipidos, tanto simples como complejos, entre 1 y 5 % del peso seco del alga
(Lordan et al., 2011), en nuestro caso el rendimiento de la extraccién de
Folch fue de 13,6 %, lo cual representa una cantidad interesante.

Para poder determinar el perfil lipidico del extracto alcohoélico crudo
obtenido para el screening ficoquimico (FABB) y del extracto preparado
segin la metodologia de Folch (EFBB), se emplearon dos sistemas
cromatograficos planares (ver Capitulo 4, Desarrollo Experimental). La
Figura 6.3.a, presenta el cromatograma bidimensional correspondiente al
EFBB y la Figura 6.3.b, el cromatograma monodimensional desarrollado
para EFBB y FABB, en comparacion con el acido palmitico utilizado como
patron.

La cromatografia en capa delgada (TLC) es utilizada ampliamente para la
separacion y determinacion del perfil lipidico, tanto de lipidos simples como
complejos. Los lipidos complejos se pueden separar con dos migraciones
sucesivas en direccién perpendicular entre si (TLC bidimensional). La
separaciéon mas eficiente puede ser lograda usando sistemas de solventes de
contraste, es decir, una fase de caracteristica neutra o basica en la primera
direccién, seguida de una fase acida en la segunda direccién (Peterson y
Cummings, 2006).

En la presente tesis, ambos cromatogramas (mono y bidimensional)
mostraron un perfil lipidico complejo, resultando destacable la fuerte y
persistente coloraciéon que se obtuvo con vapores de iodo, lo cual sugiere
proporciones interesantes de los grupos de lipidos separados y la presencia
de 4cidos grasos insaturados. En el cromatograma bidimensional (Figura

6.3.a) pudimos observar la presencia de pigmentos y lipidos neutros
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(extremo superior derecho) y una zona correspondiente a fosfolipidos, de

composicién variada (margen inferior central).

b
Figura 6.3. a. Perfil bidimensional de EFBB de U. pinnatifida colectada en

a

Bahia Bustamante; b. Cromatograma monodimensional en donde la primera
calle corresponde al patrén acido palmitico, la calle 13 contiene a EFBB y la

calle 14, a FABB de la misma especie.

La Tabla 6.4 muestra los resultados que se obtuvieron de la cromatografia
monodimensional (Figura 6.3.b) en la que se sefialan la presencia o ausencia
de distintos lipidos en EFBB y FABB, detectados por comparacién de los Rf
correspondientes con bibliografia (Hellebust y Craigie, 1978).

Monogalactosildiacilglicerol (MGDG), digalactosildiacilglicerol (DGDG),
sulfoquinovosildiacilglcerol o sulfolipido (SL) y fosfatidilglicerol (PG), son los
principales lipidos presentes en las membranas celulares de las algas. Estos
lipidos, por lo general, estan altamente enriquecidos en acidos grasos
poliinsaturados (Harwood, 1998) pertenecientes a las series ®3 y »6 (Wang

et al., 2013).
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Tabla 6.4. Lipidos detectados mediante cromatografia planar
monodimensional, en el extracto alcohdlico (FABB) y en el extracto de Folch

(EFBB) de Undaria pinnatifida colectada en Bahia Bustamante.

Lipidos Undaria pinnatifida
FABB EFBB
fosfatidilcolina (PC) + +
fosfatidiletanolamina (PE) + +
sulfolipido (SL) + -
digalactosil diacilglicérido (DGDG) + +
glicésido de esterol (GS) + -
fosfatidilglicerol (PG) + -
monogalactosil diacilglicérido MGDG) + +
pigmentos y lipidos neutros (PIG +LN) + +
acido fosfatidico (AP) - -
fosfatidilserina (PS) - -
acido palmitico + +

Estudios realizados sobre diferentes especies que contenian acidos grasos
poliinsaturados esenciales 3 y w6, destacaron la presencia de C18:403 y
C20:406 en proporciones variables, desde 1/6 hasta 1/2 con respecto a los
acidos grasos poliinsaturados totales (Li et al., 2002; Sanchez-Machado et
al., 2004; Bouloma et al., 2014). Los &cidos grasos poliinsaturados tienen
beneficios en la salud por su capacidad antiinflamatoria, anticancerigena,
antihipertensiva y también contra la diabetes y obesidad (Maeda et al.,
2005; Simopoulos, 2008; Xia et al., 2013).

Desde un punto de vista cualitativo la proporciéon de acidos grasos esenciales
en algas es mayor que en plantas terrestres, ademas sintetizan gran
cantidad de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, en los que
destaca el 4cido eicosapentaenoico, C20:5w3 (EPA) y el docosahexaenoico,
C22:603 (DHA) que derivan via desaturasas y elongasas del acido o-
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linolénico C18:3w3 (ALA), pertenecientes a la familia de 4cidos grasos 3
(Lopez-Huertas, 2010). El consumo de estos acidos grasos se relaciona con
una disminucién del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares,
particularmente enfermedad coronaria (Sirot et al., 2012). El efecto biolégico
de EPA y DHA es variado, involucrando entre otras, a la funcién cardiaca,
endotelial, reactividad vascular y fisiologia cardiaca, asi como un efecto
antiinflamatorio y antiplaquetario (Lopez-Huertas, 2010; Urbano y Goni,
2002).

La inflamacion es una caracteristica clave en una serie de patologias, como
las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, inflamacion
intestinal crénica, artritis reumatoidea, asma entre otras (Rodrigo et al.,
2011). Por ello los 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga -3 son
candidatos terapéuticos ideales para la prevencidén y/o el tratamiento de
patologias donde la inflamacion juega un rol central.

En la Tabla 6.5 se presentan la proporciéon de los acidos grasos esenciales
C18:3w3 (4cido linolénico) y C18:2w6 (4cido linoleico) asi como la relacién
6/m3 presentes en extractos de dos algas pardas. Estos resultados son
indicativos del alto potencial de U. pinnatifida para su aplicacién en salud,

por presentar una relaciéon m6/®w3 baja, ideal para tal fin.

Tabla 6.5. Contenido de lipidos totales, acido o-linolénico C18:3w3, acido

linoleico C18:2w6 y su relacion en dos algas pardas

Alga Lipidos Acido o- Acido Relacion  Referencia
totales linolénico linoleico ®06/03
/100 g C18:303 C18:20:6
Laminaria 1,0£0,3 0,76+0.93 5,48+3.44 7,21
ED Dawczynski
Undaria 45+0,7 11,2+0.53 7,41+047 0,66 et al., 2007
pinnatifida

La presencia de fosfatidilcolina (PC), marcador quimiotaxonémico,
mencionado en el Capitulo 2 de la Introducciéon de esta tesis, confirmé la

ubicacion de U. pinnatifida en el grupo de las Laminariales que contienen
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esta sustancia. Otro lipido destacado es el glicésido de esterol detectado en
FABB, el que también resulta interesante, pudiendo ser al menos en parte,
responsable de la reacciéon positiva obtenida para el grupo esteroide.

Cabe senalar que es posible inducir el aumento de A4acidos grasos
poliinsaturados, sometiendo a las algas a condiciones de estrés tales como
alta radiacién y déficit de nutrientes (Xia et al., 2013; Harwood, 1998). Por
lo tanto estos factores ambientales pueden tener un efecto significativo en la
composicion de acidos grasos, por lo que debe ser tenido en cuenta al

momento de efectuar una colecta algal.

6.2.2.2.2. Pigmentos

El estudio efectuado mediante perfiles cromatograficos evidencié la
presencia de clorofilas a, ¢ clorofilide a, violaxantina y BB-caroteno.

Estos pigmentos han sido descriptos como caracteristicos de las algas
pardas, ademas de la fucoxantina.

Dentro de los pigmentos naturales presentes en algas pardas se destaca la
fucoxantina, carotenoide que incluye un enlace alélico y algunos grupos
funcionales oxigenados como epoxi, hidroxilo, carbonilo en su molécula. La
fucoxantina proporciona efectos protectores sobre el higado, los vasos
sanguineos del cerebro, los huesos, la piel y los ojos (Piovan et al., 2013).
Tiene propiedades contra la obesidad, diabetes y la malaria; ademas, ha
resultado muy eficaz para inhibir el crecimiento de células cancerigenas
(Kim y Pangestuti, 2011).

Fung et al. (2013) investigaron el contenido de fucoxantina y las propiedades
antioxidantes en U. pinnatifida colectada en Nueva Zelanda. Los resultados
sugirieron que el contenido de fucoxantina muestra una variacion en funciéon
del ciclo de vida y del lugar de colecta. Ademas, destacaron que la actividad
antioxidante aumentaba directamente con el contenido de fucoxantina.
Investigaciones de Liu et al. (2013) han demostrado que el tratamiento

previo con fucoxantina mejora la eficacia quimioterapéutica del cisplatino
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(fArmaco antitumoral ampliamente empleado en el tratamiento de
diferentes tipos de cancer), potenciando la inhibicién de la proliferacién

celular.

6.3. Estudio general de la especie colectada en Comodoro

Rivadavia

6.3.1. Habitat y ecologia de la zona de colecta

En la zona central del GSJ, donde se encuentra Comodoro Rivadavia,
evidentemente las caracteristicas siguen siendo favorables para el
desarrollo, crecimiento y reproducciéon de U. pinnatifida.

Durante la colecta estacional de los ejemplares se registraron la
temperatura, salinidad y pH superficial promedio del agua intermareal, los
cuales se muestran en la Figura 6.5 y Tabla 6.6.

La temperatura fue el parametro fisico que presenté una marcada variaciéon
estacional (Figura 6.5), en tanto que no ocurrié lo mismo con la salinidad y
el pH.

Akselman (1996) informé temperaturas similares a nuestros registros para
verano y temperatura mas alta para invierno (13,41 y 5,09 °C,
respectivamente).

Ademas de los aspectos ya mencionados en la secciéon 6.1 de este capitulo del
trabajo de tesis, en el GSJ intervienen las corrientes marinas subtropicales
y las subantarticas. Dentro de estas tultimas, la Corriente de Malvinas
transporta aguas frias, con temperaturas que varian entre los 2 y los 8 °C,
siendo sus aguas ricas en oxigeno y nutrientes, lo que fertiliza el océano a lo
largo de su recorrido (Saraceno et al., 2012), Estas condiciones contribuyen
al desarrollo y colonizaciéon de Undaria a lo largo del borde del talud

continental.
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Temperatura del agua intermareal en zona de
colecta de Comodoro Rivadavia
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Figura 6.5. Temperatura del agua intermareal registrada en cada una de las
estaciones, durante la colecta de U. pinnatifida en Comodoro Rivadavia,

region central del Golfo San Jorge.

Tabla 6.6. Registro de la salinidad y pH promedio del agua intermareal en
cada una de las estaciones durante la colecta de U. pinnatifida en Comodoro

Rivadavia, region central del Golfo San Jorge.

Estacién Salinidad Rango de pH
promedio promedio
primavera
verano
24 +0,8 g/l 8,2 +0,4
otono
invierno

El ciclo de vida de U. pinnatifida se encontraria regulado principalmente por
la temperatura del agua (Zhang, 1984; Hay y Luckens,1987; Sanderson,
1990) y posiblemente también por la intensidad de la luz y el fotoperiodo, los
cuales presentan una marcada variacion estacional en esta zona del golfo

(Martin y Bastida, 2008). La temperatura del agua en la costa de Comodoro
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Rivadavia se encuentra dentro del rango de tolerancia de U. pinnatifida
correspondiente a 3,5-24 °C (Zhang, 1984; Sanderson, 1990), posibilitando la
adaptaciéon de la especie y su éxito para colonizar este nuevo ambiente.

La salinidad del agua del intermareal de la zona de colecta fue baja con
respecto al valor éptimo de crecimiento de U. pinnatifida, el cual esta sobre
los 27 g/l (Zhang et al.,, 1984). Sin embargo, coincidente con nuestros
resultados, se ha observado que esta especie puede sobrevivir en aguas con
salinidades menores tal como ocurre en Venecia (20 g/1) y en Nueva Zelanda
(22-23 g/1), lo cual resulta indicativo una vez més de la capacidad de
adaptacién de la especie (Hay y Luckens, 1987; Sanderson, 1990).

Al igual como ocurre en las costas de Bahia Bustamante, en las costas de
Comodoro Rivadavia U. pinnatifida se encuentra compartiendo el submareal
con otras algas pardas de gran tamano como Macrocystis pyriferay Lessonia
vadosa, aunque en menor proporcién en esta zona central del golfo (Boraso,
2013).

Para Undaria pinnatifida el tiempo de desarrollo de zoospora a esporofito
microscépico (y, por lo tanto, la tasa de invasién) es mds rapido en
ambientes donde la luz y los nutrientes son conjuntamente abundantes, es
decir donde el sombreado de especies que forman dosel (zona de los bosques
de las macroalgas que se extienden hacia la superficie del océano) es escaso
y el aporte de nutrientes antrépicos es considerable (Morelissen et al., 2013).
Por ello la zona de colecta resulta apropiada para su crecimiento, desarrollo
y dispersion.

Todas las condiciones mencionadas en los parrafos anteriores hacen que
actualmente en las costas de colecta, se observe que el intermareal y las
arribazones estan compuestas principalmente por U. pinnatifida. Antes de
1998, las especies que predominaban en las costas de la Patagonia eran

Ulva sp., Gracilaria gracilis y Macrocystis pyrifera (Piriz et al., 2003).
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6.3.2. Colecta, herborizado, conservacion y molienda

La colecta estacional de los ejemplares se realiz6 manualmente en el
intermareal de las Costas de Comodoro Rivadavia. Un ejemplar de cada
estacién se herborizé y deposité en el HRP (ver Capitulo 4).

La conservacion y molienda del material en estudio se realizé6 segun lo

descripto en la seccidén 4.2 de esta tesis.

6.3.3. Aspectos macroscopicos y organolépticos

Los mismos criterios empleados para describir los ejemplares de Bahia
Bustamante, fueron usados para el material colectado en las costas de
Comodoro Rivadavia.

Las caracteristicas organolépticas de los ejemplares colectados
estacionalmente en nuestras costas mostraron similitudes con respecto a la
muestra colectada en Bahia Bustamante. El color que presentaba U.
pinnatifida en ambas zonas de colecta difiere de lo indicado por la FAO
(2012), en donde se describe que tanto el esporofilo como el esporofito son
mas claros que en nuestro estudio. Esto podria explicarse al menos en parte,
por diferencias en los pigmentos considerando las caracteristicas medio
ambientales de nuestra regién, fundamentalmente la incidencia de la luz
(cantidad y tipo de radiacién), temperatura, salinidad, flora acompafante,
entre otros factores.

Dentro de las caracteristicas macroscopicas, el tamano de las distintas
formas anatémicas mostré diferencias significativas entre estaciones
(Figura 6.6). Ademas, algunos de los ejemplares colectados en una misma
estacién, mostraban también variaciones morfoanatoémicas.

En todas las estaciones se observd la presencia de la especie en el
intermareal. Sin embargo cada estacion presentd caracteristicas propias del
momento en el ciclo de vida en que se encontraba el alga. Asi, los ejemplares

colectados en primavera fueron considerablemente mas jovenes en
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comparacion con los de verano, donde los esporofitos presentaban esporofilos
desarrollados en el 80 % del total de la muestra colectada, indicando que los
ejemplares se encontraban en la etapa reproductiva de su ciclo de vida. En
otono la presencia de esporofitos en la zona intermareal fue escasa.

Las caracteristicas mencionadas en el parrafo anterior también fueron
registradas en Puerto Deseado (Santa Cruz) en donde los valores de
densidad y biomasa media fueron muy bajos (0,33 individuo/m?; 5,69 g/m2,
respectivamente) durante el otoflo, mientras que durante el invierno se
registr6 un aumento gradual de los mismos, alcanzando el maximo en la
primavera (Martin y Bastida, 2008) y principios del verano (Cremades-
Ugarte et al., 20086).

Las variaciones longitudinales de las distintas partes morfoanatémicas que
observamos en el esporofito, fronda y esporofilo guardaron relaciéon con el
ciclo de vida de U. pinnatifida (Figura 6.6). La talla de los esporofitos de la
especie colectada en Comodoro Rivadavia (GSJ) resulté menor que en el caso
de la procedente del Golfo Nuevo (hasta 180 cm de longitud, Casas y Piriz
1996). Al comparar los resultados de las partes anatémicas analizadas, se
observa que la especie presenta un patréon estacional en el crecimiento y la
maduracién del esporofito, similar al observado en el Golfo Nuevo (norte de
la Patagonia) y Puerto Deseado (sur de la Patagonia) donde la especie
también ha colonizado (Casas y Piriz, 1996; Aguilar Rosas et al., 2004;
Cremades-Ugarte et al., 2006; Martin y Bastida, 2008).

En nuestro estudio la variabilidad de U. pinnatifida dentro de cada estacién
demostré su alta plasticidad fenotipica en respuesta a los factores
ambientales externos como el movimiento del agua, condiciones de luz y la
concentracion de nutrientes en el medio ambiente, en concordancia con lo

descripto por Peteiro (2014).
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Figura 6.6. Longitud de las distintas partes morfoanatémicas de Undaria
pIinnatifida colectada estacionalmente en las costas de Comodoro Rivadavia,

en la region central del Golfo San Jorge.

6.3.4. Aspectos microscopicos

6.3.4.1. Microscopia 6ptica

La observacién microscopica se realizé sobre cortes de las distintas partes
anatéomicas de U. pinnatifida colectada estacionalmente, destacando las
frondas por ser la parte morfolégica empleada en esta tesis. Dependiendo de
la parte morfolégica analizada, se realizaron cortes longitudinales y/o
transversales.

En las frondas, nervadura central, esporofilo y hapterios del grampén se
observo la presencia de paredes celulares gruesas y abundante cuticula
(Figura 6.7). En este caso se trabajé sobre un corte transversal de las
frondas; tal como se observa en la fotografia, se diferenciaron tres zonas bien
definidas, mostrando cada una de ellas formas y disposiciones celulares

propias.
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Figura 6.7. Corte transversal de la fronda de U. pinnatifida colectada en
Comodoro Rivadavia, en que se muestran las distintas zonas en las que se

disponen las células (40X).

Ademads en distintas zonas se observaron cavidades de diametro variable,
rodeadas por células irregulares con una disposiciéon radial, siendo
abundantes en primavera y en menor proporcién en otono (Figura 6.8). En
la zona cortical de las frondas se observaron células glandulares y células
pequenas y regulares con depdsito de pigmento, aumentando de tamario a
medida que se avanzé hacia la médula. En la médula, las células se
tornaron irregulares, voluminosas e inmersas en polisacaridos (corte
longitudinal); estas caracteristicas fueron comunes en las cuatro estaciones.

Tras un corte longitudinal de la nervadura de las frondas de las cuatro
estaciones, en primavera, verano e invierno se observaron pelos semejantes
a los tectores, y cristales de dimensiones importantes en primavera e
invierno. Los cristales presentaban en su mayoria la forma de drusas, y en
ocasiones forma de abanico (Figura 6.9).

En el esporofilo se destacaron los esporangios pluriloculares con abundantes
esporas en verano. Las células de los esporangios y los hapterios del

grampon, eran turgentes destacandose en primavera.
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Figura 6.8. Cavidades observadas en un corte transversal de las frondas de

U. pinnatifida colectada en Comodoro Rivadavia (40X).

En las cuatro estaciones la estructura histolégica de las frondas de U.
pinnatifida resulté similar a la de otras especies de algas pardas del orden
Laminariales, como por ej. Lessonia nigrescens (Scrosati, 1993). En nuestro
caso se observo una pared con células en disposiciéon concéntrica rodeadas
por una matriz intercelular amorfa.

En cortes longitudinales de la nervadura y fronda de las cuatro estaciones se
observé la presencia de abundantes filamentos. Las Laminariales presentan
filamentos que se originan a partir de células corticales internas,
caracteristica propia del orden (Sideman y Scheirer, 1977). En la Figura
6.10 se muestran tales filamentos que forman las placas o tubos cribosos, los
cuales fueron definidos como filamentos cribosos medulares (Esau, 1969).
Estos tultimos estan asociados al transporte de sustancias organicas e
inorganicas a lo largo del esporofito y son caracteristicos del orden

Laminariales (Penot, 1992).
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Figura 6.9. Pelo semejante al tector (a) y cristales (b) presentes en la
nervadura central de U. pinnatifida colectada en primavera, en las costas de

Comodoro Rivadavia (corte longitudinal, 40X).

La presencia de las cavidades concéntricas y las disposiciones de las células
meristematicas y corticales observadas en esta tesis en las frondas de U.
pinnatifida, habia sido descripta para el género Undaria (Lee y Yoon, 1998).
No ocurre lo mismo con los pelos y cristales detectados, los cuales atin no se
encuentran descriptos en bibliografia, por lo que nuestros resultados
constituyen un nuevo aporte al conocimiento integral de los caracteres

morfologicos del alga que habita la regién central del Golfo San Jorge.
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Figura 6.10. Filamentos presentes en el la nervadura de Undaria
pinnatifida colectada en las costas de Comodoro Rivadavia (corte

longitudinal 40X).

6.3.4.2. Histoquimica

Para avanzar en un estudio integral, es necesario poder localizar
histologicamente aquellos grupos quimicos mas relevantes; para ello se
emplearon diferentes tinciones histoquimicas a fin de identificar y localizar
diferentes grupos a nivel tisular. Sobre las frondas de U. pinnatifida
colectada estacionalmente, se efectuaron determinaciones histoquimicas de
hidratos de carbono, fenoles, lipidos y proteinas, cuyos resultados se
presentan a continuacion.

Con la aplicacién de Lugol, reactivo para hidratos de carbono de reserva tipo
almidén y dextrinas (Figura 6.11.a), se visualizé que se localizaban
mayoritariamente en la matriz intercelular, paredes celulares y cuticula,
destacandose en las frondas de invierno.

La observacion efectuada mediante la utilizaciéon del reactivo Sudan III,

permitié ubicar la presencia de cuerpos lipidicos en las cuatro estaciones, los
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cuales se distinguieron como pequenas manchas rojizas oscuras, resultando
m4as acentuadas en invierno (Figura 6.11.b).

Los fenoles se detectaron con FeCls al 1 %; estos metabolitos se localizaron
en los fisodes, en la region subcortical de la fronda en cercanias de la
nervadura. Esto fue caracteristico para todas las estaciones. Se observaron
manchas amarillas en el interior de pequenas vacuolas, lo cual fue
indicativo de la presencia de fenoles con oxhidrilos no adyacentes o con un
solo oxhidrilo libre (Figura 6.11.c). En cuanto a las péptidos y/o aminogrupos
1° y 2° fueron detectados con Ninhidrina, localizandose sobre todo en

paredes y cuticula, en mayor proporcién en primavera y verano (Figura
6.11. d).

c

Figura 6.11. Observacién mediante microscopia éptica (40X) de cortes de las
frondas de Undaria pinnatifida colectada estacionalmente en Comodoro
Rivadavia, sometidos a distintas tinciones. a. Hidratos de carbono en
primavera, con Lugol; b. Lipidos en verano, con Sudan III; c. Fenoles en
verano con FeCls; d. Péptidos y/o aminogrupos 1° y 2° en verano con

Ninhidrina.
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6.3.4.3. Microscopia electrénica de barrido

Considerando que existe aun escasa descripcién a nivel microscopico de la
especie en estudio, sobre todo para el alga que habita en nuestra regién, se
analizaron también caracteristicas superficiales de fronda, esporofilo y
nervadura de ejemplares colectados en primavera e invierno, por
microscopia electrénica de barrido (MEB).

Las observaciones en la fronda de ambas estaciones, permitieron describir
una superficie irregular con borde externo continuo y esponjoso. El
esporofilo, también de ambas estaciones presenté bordes convexos; en el caso
de primavera se encontré ademds una zona de liberacién de esporas (Figura
6.12 a, b). Choi et al. (2007) describieron que los esporofitos maduros liberan
esporas del esporofilo situado en la parte basal del estipe.

La nervadura para ambas estaciones, mostré una superficie acanalada

longitudinalmente (Figura 6.12 ¢, d).
- .

Figura 6.12. Imagenes de la superficie externa observadas mediante MEB,
del esporofilo y nervadura de U. pinnatifida colectada en Comodoro
Rivadavia, en primavera e invierno. a, b. Esporofilo de primavera
destacando una zona de liberacion de esporas; ¢, d. Nervadura en ejemplares

de invierno con superficie acanalada, destacandose también filamentos.
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Los resultados de los estudios microscépicos descriptos, fundamentalmente
los de histoquimica y de MEB, constituyen un novedoso aporte al
conocimiento integral de la especie que habita la regiéon central del Golfo

San Jorge.

6.3.5. Obtencidn de extractos crudos alcohdlicos

Para la extraccion exhaustiva de los distintos metabolitos biosintetizados
por la especie en estudio, se realizé un tratamiento con etanol acuoso al 80
% (v/v) a temperatura ambiente por 24 h, seguida de una maceracién a 4 °C
por 24 h mas y posteriormente una digestiéon a 70 °C, también por 24 h,
dando lugar a EOH1 y EOH2, respectivamente. Las frondas secas reducidas
a polvo de las cuatro estaciones, fueron sometidas a la mencionada
extraccion, siguiendo el protocolo de trabajo que se present6 en el Capitulo 4
de esta tesis. Los marcos se continuaron trabajando para la obtencién de
alginato de sodio purificado.

Los rendimientos, expresados en % con respecto al peso del alga seca molida,
resultaron mayores en el caso de EOH1 para primavera e invierno, mientras
que para verano resulté destacable para EOH2 (Figura 6.13).

Estudios realizados en distintas especies de algas marinas demostraron que
los rendimientos de la extraccion obtenidos a partir de Sargassum sp.,
Dictyota sp., Sargassum cymosum, Caulerpa mexicana 'y Laurencia sp., con
una mezcla cloroformo/metanol 2:1 y posterior separacién de los metabolitos
en metanol, presentaron porcentajes variables de acuerdo a la especies
analizada y el solvente empleado. En metanol, los mayores porcentajes
correspondieron a Caulerpa mexicana, Sargassum cymosum 'y Laurencia sp.
con valores de 7,94; 6,77 y 6,33 % respectivamente, seguidos de Dictyota sp.
y Sargassum sp. con un 2,84 y 0,64 %, respectivamente (Echavarria et al.,
2009).

Otro estudio demostré que el extracto etandlico al 95 % v/v, cloroférmico y

decocto (extraccién con agua destilada a ebullicién) de Undaria pinnatifida,
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Porphyra umbilicalis y Himanthalia elongata, variaba con respecto a
distintos metabolitos, entre ellos los compuestos fendlicos que fueron
significativamente diferentes entre las especies. En el caso de U. pinnatifida
mostré un 25,12; 7,24 y 11,12 mg/g, en tanto que para Porphyra umbilicalis
los valores fueron de 8,43; 3,21 y 4,41 mg/g y Himanthalia elongata 34,43;
11,56 y 18,45 mg/g con respecto al acido galico para los extractos etandlico,
cloroférmico y decocto, respectivamente. Estos resultados demuestran que el
contenido de determinados metabolitos presentes en un extracto esta
relacionado con la especie analizada y el tipo de solvente empleado (Schultz
Moreira, et al., 2014).

Nuestros resultados muestran que otro factor a tener en cuenta cuando se
plantea una determinada extraccion de una especie es la época del ano en la

que se realiza la colecta.
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Figura 6.13. Rendimientos de los extractos obtenidos con etanol acuoso al 80
%, a temperatura ambiente (EOH1) y a 70 °C (EOH2), a partir de las
frondas reducidas a polvo de Undaria pinnatifida colectada estacionalmente,

en las costas de Comodoro Rivadavia.

6.3.6. Screening ficoquimico

Se realizé sobre los extractos etandlicos (EOH1 y EOH2) de las frondas

colectadas estacionalmente en Comodoro Rivadavia. Los resultados
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evidenciaron una proporcién importante en hidratos de carbono, compuestos
fenédlicos, aminodacidos y/o péptidos y lactona a-insaturada (Tabla 6.7).

Los esteroides y triterpenos mostraron variaciéon estacional y con respecto a
la temperatura (70 °C) empleada para la extraccién.

En las dultimas décadas se han estudiado a los esteroides por sus
propiedades para hacer frente a enfermedades cardiovasculares, al
desarrollo de cancer de colon y mama, como hipocolesterolemiante e
hipolipemiante (Choudhary y Tran, 2011; Yuan, 2008). Estudios recientes
senalaron que el fucosterol presente en el extracto de Undaria pinnatifida,
presenté actividad antiinflamatoria (Yoo et al., 2012).

Otros resultados para este estudio estacional del alga colectada en
Comodoro Rivadavia, que se diferencian de los obtenidos en el analisis
preliminar efectuado con ejemplares colectados en Bahia Bustamante (ver
primeras secciones del presente capitulo), fueron la ausencia de alcaloides
en todos los casos y la presencia de taninos, presumiblemente florotaninos
ya que se observo coloracion amarilla indicativa de la presencia de
hidroxilos fendlicos aislados. Los taninos se detectaron en los extractos
alcohélicos exhaustivos (EOH1 y EOH2) de todas las estaciones a excepcién
de verano, lo que sugiere una variacién espacio—temporal, coincidiendo con
los resultados obtenidos en algas verdes colectadas también en las costas de
Comodoro Rivadavia (Uhrich et al., 2016).

Las algas que habitan en la zona intermareal, estan expuestos a radicales
libres y otros agentes oxidantes (Rodriguez-Troncoso et al. 2013). Una de las
estrategias que emplean como mecanismo de defensa, es la sintesis de
distintos metabolitos con actividad antioxidante, destacandose entre ellos

los compuestos fenélicos (Bellassoued et al. 2012).
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Tabla 6.7. Screening ficoquimico de los extractos etandlicos EOH1 y EOH2
obtenidos a temperatura ambiente y a 70 °C, respectivamente, de las
frondas de Undaria pinnatifida colectada estacionalmente en las costas de

Comodoro Rivadavia.

Grupo primavera Verano otofio invierno
. Reactivo
quimico EOH1 EOH2 EOH1 EOH2 EOH1 EOH2 EOH1 EOH2
Hidratos de
Molisch +++ ++ ++ ++ + ++
carbono
OH fendlicos FeCls 1 %. A + IF 3 + + + +
quinina
Taninos - e - - SR pywr ek e
0,25 %.

Flavonoides Shinoda - - - - - . .

Esteroides Liebermann- + + 2 + .
Triterpenos  Burchard - + + + + + + +
Cardendlidos Kedde AR 1FF + + ++++ At
Aminogrupos
primariosy  Ninhidrina +++ ++ ++ + ++++ A+
secundarios
Ensayo de
volatilidad y
Lipidos AP ++ + + - - e +
vapores de
iodo
Quinonas Borntrager + + - - - - + +

Alcaloides Dragendorff - - - - - - -
(IDENTIFICACION: positivo +, negativo —. INTENSIDAD: baja +, moderada ++, alta +++,
muy alta ++++). REFERENCIA: * amarillo, 1 OH fendlico aislado; ** opalescente).

Las algas pardas han demostrado contener concentraciones altas de
compuestos antioxidantes, destacandose los florotaninos, habiéndose
encontrado en especies de los érdenes Fucales y Dictyotales, de 20 a 30 % de

estos polifenoles con respecto al peso seco del talo (Targett et al., 1995).
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Los florotaninos, se depositan en vesiculas del citoplasma llamadas fisodes y
juegan un papel fundamental en multiples funciones tanto a nivel celular
como de supervivencia; por ejemplo, intervienen como mecanismo de defensa
ante la presencia de herbivoros y en el proceso de anclaje del alga al
sustrato (Pavia y Toth, 2000; Vreeland et al., 1998). Las concentraciones de
estos metabolitos han mostrado variaciones espacio temporales en respuesta
a parametros ambientales, como la salinidad, la disponibilidad de
nutrientes, luz solar, irradiacién e intensidad de luz ultravioleta y presencia
de herbivoros (Pavia y Toth, 2000; Abdala-Diaz et al., 2006; Connan et al.,
2007).

Por lo expuesto, el contenido de polifenoles en la fronda, es un balance entre
su sintesis y la excrecion. Se han descrito dos diferentes fracciones internas
de florotaninos: una fracciéon soluble en los fisodes del citoplasma y una
fraccién insoluble unida a la pared celular (Koivikko et al., 2005, Gémez y
Huovinen, 2010). La proporcién de excrecién (florotaninos solubles) e
insolubles puede ser afectada por procesos intrinsecos y de aclimatacion
estacional (Gémez y Huovinen, 2010). En Lessonia nigrescens, durante el
verano cuando las algas estan expuestas a altos niveles de radiaciéon UV, se
inducen los florotaninos solubles y se observa una alta tasa de excrecion,
habiendo un aumento de compuestos fendlicos en el agua circundante al
alga. Esto reduce la transmisién de luz y las protege contra niveles altos de
radiacién UV (Pérez-Rodriguez et al., 2001). En cambio los florotaninos
insolubles pueden estar relacionados con requerimientos de crecimiento, ya
que el desarrollo de las frondas sucede durante el verano (Gémez y
Huovinen, 2010). Esto implica que los florotaninos solubles no son estables y
su concentracion puede estar determinada por el equilibrio entre las tasas
de sintesis y la cantidad necesaria para enfrentar los factores ambientales
(Arnold y Targett, 2000).

Ademas, en las algas pardas, los florotaninos se convierten en componentes

de las paredes celulares cuando los fisodes se fusionan con la membrana
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celular, siendo secretados y finalmente se unen con el acido alginico
(Vreeland y Laetsch, 1990).

A diferencia de nuestros resultados, otros estudios describen la presencia de
flavonoides en distintas especies de algas marinas (Yoshie et al., 2002;
Yoshie et al., 2003). En las algas pardas Lessonia vadosa y U. pinnatifida
colectadas en el GSJ en distintos anos, se ha demostrado la presencia de
flavonoides (Becerra, 2016; Ojeda, 2013). Yoshi-Stark et al. (2003)
detectaron la presencia de rutina, quercitrina y morina, ademas de
catequinas (constituyentes de taninos de tipo condensados), en extractos de
U. pinnatifida procedente de Japon.

Dentro de las estrategias bioquimicas con que cuentan los organismos
marinos para la subsistencia ante nuevos ambientes, se destaca la
produccién de metabolitos secundarios con diversas actividades bioldogicas
(Kuhlisch et al., 2015), por lo que es posible pensar que los flavonoides
detectados por Ojeda (2013) en U. pinnatifida sean consecuencia de su
adaptacion mas reciente en el GSJ. A ello, tal vez puedan sumarse
modificaciones posteriores del ambiente provocadas, por ejemplo, por
contaminaciones debidas a nuevos derrames de hidrocarburos. En nuestro
caso, la ausencia de los flavonoides justificaria el hecho de que la especie fue
colectada al inicio de su invasién en la zona central del Golfo San Jorge.
Estas caracteristicas hacen que las algas tengan un gran potencial como
fuente de un amplio rango de compuestos quimicos con diferentes
actividades biolégicas (Chandini et al., 2008; Kim, 2010; Pérez et al., 2016).
Por ello, el conocimiento de los metabolitos biosintetizados por las
macroalgas resulta crucial para poder evaluar su potencial aplicacién en

Salud.
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6.3.7. Estudios mediante cromatografia planar

6.3.7.1. Lipidos

El perfil lipidico de las frondas colectadas estacionalmente en Comodoro
Rivadavia, mostré mayor complejidad durante la primavera. Al comparar
con el estudio preliminar de la especie colectada en Bahia Bustamante
también en primavera, surge que ambos perfiles se asemejan. En cambio las
otras estaciones de colecta de Comodoro Rivadavia mostraron un perfil mas
simple con algunas variaciones estacionales, y también relacionadas con la
temperatura de extraccién y/o con la metodologia empleada (Tabla 6.7).
Todas las estaciones y en particular verano y otono, mostraron una
importante presencia de 4cidos grasos poliinsaturados (los vapores de yodo
se impregnaron fuertemente a las distintas zonas de correspondencia
lipidica). En verano y otofo, posiblemente los digalactosildiacilglicerol
(DGDQG) y los sulfolipidos (SL), respectivamente, contenian gran parte de los
acidos grasos poliinsaturados.

El rendimiento de la extraccién de lipidos (Figura 6.14) siguiendo la
metodologia de Folch (ver Capitulo 4 del Desarrollo Experimental), de las
frondas de U, pinnatifida colectada estacionalmente, fue muy importante en
las cuatro estaciones comparado con los obtenidos por Boulom et al., 2014.
Estos investigadores informaron que en las frondas de U. pinnatifida
colectada en Nueva Zelanda, el contenido de lipidos totales extraidos por el
mismo método usado en la presente tesis, varié de 1,7 a 4,5 % (respecto del
alga seca). En dicho estudio, los é&cidos grasos poliinsaturados -6

alcanzaban un méaximo en diciembre (Boulom et al., 2014).
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Tabla 6.7. Lipidos detectados mediante cromatografia planar
monodimensional en los extractos etanélicos (EOH1, EOH2) y en el extracto
de Folch (EF) de Undaria pinnatifida colectada estacionalmente en

Comodoro Rivadavia.

Lipidos primavera verano otoiio invierno
EOH1 EF EOH2 EOH1 EF EOH2 EOH1 EF EOH2 EOH1 EF EOH2

Fosfatidilcolina (PC) + + + + + + + T+ + T+ T+ T+
Fosfatidiletanolamina
(PE) + o+ = = = + i+ 1 G =
Sulfolipides (SL) + _ _ + + ¥ _ _ _ _ _ _
Digalactosil
diacilglicéridos (DGDG) T T a - - - - T - - - -
Glicosidos de esterol (GS) + _ + + _ + _ + _ _ _ _
Fosfatidilglicerol (PG) + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Monogalactosil
diacilglicérido (MGDG) + + - - - - - - - - - -
Pigmentos y lipidos
neutros (PIG + LN) i i i i i i i i i i i i

acido fosfatidico (AP)
Fosfatidilserina (PS) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

Acido palmitico + + + + + + + + + + + +

En nuestro caso, evidenciamos también una importante variacién estacional
de los lipidos totales, aumentando a medida que se desarrollan las frondas
(primavera a verano), para luego disminuir dristicamente en otofio y
finalmente volver a aumentar en invierno.

Se ha informado que la formaciéon de lipidos se ve directamente afectada por
los periodos estacionales, con un aumento marcado en los meses mas frios
(Renaud y Luong-Van, 2006; Gerasimenko et al., 2010). Esto resulta

coincidente con los resultados alcanzados en este trabajo de tesis.
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Figura 6.14 Rendimientos de la extraccion de lipidos por la metodologia de
Folch, de las frondas de Undaria pinnatifida colectada estacionalmente en

Comodoro Rivadavia. (EF: Extracto de Folch).

6.3.7.2. Fenoles

El perfil cromatografico de los extractos alcohdlicos mostré una complejidad
interesante de compuestos de naturaleza fendlica. En la Tabla 6.8 se
muestran los Rf correspondientes, una vez revelados con FeCls 1 %. En
todos los extractos se pudo determinar la presencia de acido galico, en tanto
que el acido cafeico lo fue en primavera, en ambos extractos, y en verano en
EOH2. Todos los extractos coincidieron en mostrar zonas de Rf entre 0,02 a
0,50 con caracteristicas propias de fenoles al ser reveladas con UVas4 y 365, sin
y con vapores de amoniaco.

La composiciéon y concentraciéon de los compuestos fendlicos varia segun el
habitat, las condiciones ambientales y la época de colecta, ademas de
factores intrinsecos de la propia especie e individuo (Rodriguez-Bernaldo et
al., 2010). Estos autores detectaron diferentes compuestos fenélicos, en
particular flavonoles, en diferentes especies de algas pardas y rojas,
incluyendo las especies Himanthalia elongata, Laminaria ochroleuca y U.
pinnatifida, colectadas en las costas de Galicia. Los flavonoles identificados
fueron catequina (C, Figura 6.15.a), epicatequina (EC, Figura 6.15.b),
epigalocatequina (EGC, Figura 6.15.c), catequina galato (CG, Figura 6.15.d),
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epicatequina galato (ECG, Figura 6.15.e) y epigalocatequina galato (EGCg,
Figura 6.15.f).

Del resultado de esta investigacion se desprende que las tres algas pardas
presentaron diferentes compuestos, tales como ECG, EC, EGCg y CG; sin
embargo L. ochroleuca no present6 acido galico. En cambio en el caso de H.
elongata y U. pinnatifida este ultimo metabolito fue identificado, y fue
ademas el tinico compuesto fendlico en U. pinnatifida.

Los resultados del perfil cromatografico y del estudio ficoquimico realizados
a los extractos etandlicos EOH1 y EOH2 en la presente Tesis, se
complementan al informar la ausencia de flavonoides en las muestras
analizadas.

Los compuestos de Rf con valores inferiores a 0,5 y que presentaron
coloracion amarilla con FeCls al 1 %, podrian atribuirse a florotaninos

presentes en los extractos EOH1 y EOH2.
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Figura 6.15. Flavonoles presentes en las algas pardas Himanthalia elongata
y Laminaria ochroleuca, colectadas en las costas de Galicia. (Fuente:

Rodriguez-Bernaldo de Quirés, 2010 modificada).
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Los florotaninos son esenciales para la integridad fisiol6gica del alga y estan
ivolucrados en una serie de funciones secundarias importantes, como la
defensa quimica, la protecciéon contra el dano oxidativo que se produce en
respuesta a los cambios en la disponibilidad de nutrientes y la radiacion UV,
interacciones con otros organismos o el ambiente abibético ademas de ser
componentes integrales de la pared celular (Shakambari et al., 2015). El
extracto de Laminaria japonica, ha mostrado importante actividad
antitumoral sobre carcinoma hepatocelular y leucemia debido al contenido

total de florotaninos (Yang et al., 2010).
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Tabla 6.8. Valores de Rf obtenidos en los perfiles cromatograficos planares

de los extractos etandlicos a temperatura ambiente (EOH1) y 70 °C (EOH2),

de las frondas de U. pinnatifida colectada estacionalmente en Comodoro

Rivadavia.
Estacién Extracto BAW (4:1:5)
UV 254 UV 365 Rf = 0.05 FeCls1 % Compuesto
verde oscuro verde 0,02 amarillo
amarillo slc 0,2 amarillo
i EOH1
primavera 0 amarillo 0,52 verde
verde amarillo 0,74 amarillo acido cafeico
verde 0,96 azul acido galico
verde oscuro 0,03 amarillo
Amarillo 0,5
EOH2 amarillo 0,74 verde acido cafeico
verde Verde 0,98 azul 4cido galico
amarillo amarillo 0,31 amarillo
EOH1 verde 0,55 azul
verde verde 0,96 azul 4cido galico
verano
verde oscuro 0,05 azul
amarillo 0,1 amarillo
EOH2 amarillo 0,5 verde oscuro
0,72 verde acido cafeico
verde 0,98 azul acido galico
0,03 amarillo
verde 0,47 verde
EOH1 0.87
tof
orono verde 0,97 azul acido galico
0,64 verde
EOH2 verde 0,98 azul 4cido galico
amarillo 0,24 amarillo
verde opaco verde opaco 0,54 verde
EOH1 verde 0,97 azul acido galico
verde 0,85 verde
Invierno EOH2 opaco 0,56 amarrillo
verde verde 0,96 azul acido galico
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6.3.7.3. Hidratos de carbono

El perfil cromatografico de los extractos etandlicos EOH1 y EOHZ2, nativos e
hidrolizados, obtenidos de las frondas de U. pinnatifida colectada
estacionalmente, mostr6 la presencia de glucosa (glc) en todas las
estaciones, a excepcion del extracto EOH2 de invierno. En la misma calle y
justo por debajo de la glc se manifestd, después del revelado, una zona clara

(Figura 6.16) coincidente con el manitol.

.

Figura 6.16. Cromatograma en papel Whatman N° 1, empleando como fase
mévil una mezcla de piridina, acetato de etilo, 4cido acético y agua (5:5:1:3),
correspondiente a los extractos etandlicos a 70 °C de verano, otono e
invierno (Upv2, Upo2, Upi2, respectivamente), extracto etandlico a

temperatura ambiente de invierno (Upil) y glucosa como patrén.

Los monosacaridos presentes en las algas incluyen glucosa, manosa,
galactosa, fucosa (Rajapakse y Kim, 2011). En nuestros estudios al menos
parte de la glc, posiblemente derive del laminarano, polisacarido de reserva
que por hidrélisis enzimatica liberé a sus monosacaridos constituyentes
(Rajapakse y Kim, 2011).

En las algas pardas el D-manitol constituye uno de los productos primarios

de la fotosintesis y sustancia de reserva, ademas de cumplir el rol como
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crioprotector; al igual que otros alditoles puede ser extraido con etanol. Su
contenido en las algas se encuentra sujeto a distintas variaciones, entre
ellas estacionales (Cardell Cristellys et al., 1977).

Los alginatos de sodio (NaAlg) hidrolizados de todas las estaciones
mostraron dos zonas con valores de Rf 0,28 y 0,35 correspondientes al acido
D-manurodnico y L-gulurdnico, respectivamente, en cada una de las calles
correspondientes a los productos de cada estacion.

Al comparar los resultados cromatograficos del NaAlg de cada estacion con
el mismo producto de L. vadosa colectada en el GSJ (Becerra, 2016), se

observé una similitud en cuanto a la presencia de los dos acidos urdnicos.

6.3.7.4. Cromatografia de pigmentos, esteroles y polifenoles

Si bien el sistema cromatografico fue planteado para el analisis de los
pigmentos presentes en ambos extractos etandlicos (EOH1 y EOH2), en el
cromatograma también se pudo observar la presencia de otros metabolitos
que se correspondieron con el screening ficoquimico. El cromatograma fue
analizado a la luz visible (Figura 6.17), al UV a 365 mn (Figura 6.18) y con
distintos reactivos, fundamentalmente FeCls al 1 % y KoCr207 al 5 % para
compuestos fendlicos, como se muestran en la Figura 6.19,a y b.

Los pigmentos a la luz visible se observaron en zonas de color verde
amarillenta a un Rf de 0,42 atribuible a la presencia de violaxantina en
ambos extractos etanélicos (EOH1 y EOH2) de otofio e invierno; en tanto
que las estaciones primavera y verano mostraron la misma coloracién pero
mucho més tenue, sugiriendo una menor proporcién (Figura 6.17). Estas
mismas zonas a la luz UV 365 nm, se detectaron con una tonalidad roja en
las mismas estaciones a la luz visible, y rojo tenue para las estaciones
primavera y verano (Figura 6.18).

También al visible, con un Rf de 0,93 en ambos extractos etandlicos se
visualizaron zonas de coloraciéon amarilla clara para las estaciones otofo e

invierno y gris claro en primavera y verano, atribuible a la presencia de
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zeaxantina y anteraxantina, respectivamente. Estas zonas a la luz UV
presentaron una tonalidad blanca fluorescente en las cuatro estaciones,
siendo mas notoria en los extractos EOH1 y EOH2 de otofio e invierno.
Otras zonas que se pudieron detectar en ambos extractos etandlicos de las
cuatro estaciones, a la luz visible, fueron en el extremo superior del
cromatograma (Rf= 0,97), de color verde y gris tenue que se correspondieron
a la presencia de clorofila a y ¢ y de feofitina, respectivamente. EOH1 de
otonno y EOH2 de invierno fueron los que presentaron una coloracion verde
mas Intensa a la luz visible. Dichas zonas a la luz UV a 365 nm, se
visualizaron rojo fluorescente, siendo mas marcado en EOH1 de otofio
(Figura 6.18).

Otra xantofila detectada en ambos extractos etanoélicos fue la fucoxantina a
un Rf de 0,71 en la que a la luz natural ((Figura 6.17) presenté un color
naranja tenue y a la luz UV un rojo fluorescente (Figura 6.18). Cabe
destacar que el EOH1 de verano presentdé una menor proporcion de este
metabolito en comparacion con los otros extractos y estaciones.

Dentro de los pigmentos que se detectaron por TLC, en la presente tesis se
resalta la presencia fucoxantina, por su importante actividad biolégica (ver
mas adelante), violaxantina, anteraxantina y zeaxantina dado que estas
ultimas estan implicadas en el ciclo de las xantofilas y en el proceso de
fotoproteccién (Goss y Jakob, 2010; Celis-Pla et al., 2014).

El estudio de la concentracion relativa de los pigmentos implicados en el
ciclo de las xantofilas es una herramienta tutil para evaluar el grado de
estrés ambiental al que esta sometido el aparato fotosintético de las algas
pardas y verdes (Celis-Pla et al., 2014).

La exposicion de las algas pardas a diversas condiciones de estrés ambiental
tal como la radiacion solar superior a la que puede ser usada en el proceso
de la fotosintesis induce cambios en el ciclo de las xantofilas, caracterizados
por la conversion de violaxantina en anteraxantina y posteriormente en
zeaxantina, mediante una serie de enzimas inducidas por la luz (Mikami y

Hosokawa, 2013).
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Nuestros resultados mostraron que la anteraxantina fue la xantofila de
mayor sintesis durante las estaciones de mayor incidencia de radiacién solar
(verano y primavera) en tanto que la violaxantina fue escasa. La
desepoxidacién de violaxantina a anteraxantina y posteriormente a
zeaxantina conduce a una mejor disipaciéon del exceso de energia de
excitaciéon en el sistema de antena del fotosistema II, lo que evita la
inactivacién y el dafio al aparato fotosintético (Demmig-Adams y Adams
2006).

Si bien existe bibliografia que describe la presencia de neoxantina en
distintos extractos de U. pinnatifida, la cual estaria implicada en una de las
dos posibles vias de sintesis de la fucoxantina. Mikami y Hosokawa (2013)
no pudieron demostrar la presencia de neoxantina ni del gen que codifica la
enzima correspondiente. Por lo tanto, a diferencia de las rutas metabdlicas
de carotenoides en algas rojas y verdes, la ruta de la fucoxantina en las
algas pardas no se comprende del todo.

Nuestros resultados concuerdan con la investigacion realizada por Endo et
al. (2017) quienes demostraron que el color de los esporofilos de U.
pinnatifida, cultivados bajo distintas condiciones controladas de
temperatura, radiaciéon artificial y nutrientes, estaban fuertemente
regulados por su contenido de pigmento, y que la disminuciéon de la
radiacién produce aumentos en todos los contenidos de pigmentos medidos
(clorofilas, fucoxantina, violaxantina y zeaxantina) en U. pinnatifida. La
zeaxantina y la anteraxantina actian como intermediarios en el proceso de
fotoproteccién del aparato fotosintético (Verhoeven et al., 1999a, b). Son
capaces de contener el exceso de energia presente en la antena fotosintética
y disiparla en forma de calor (Mikami y Hosokawa, 2013), por lo que se
considera un mecanismo de proteccién contra la fotodegradacién (Demmig-
Adams y Adams, 2006).

Cuando las condiciones se vuelven favorables y la energia recibida no excede

a la que puede ser utilizada en la fotosintesis, la zeaxantina vuelve a
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convertirse en anteraxantina y violaxantina por la acciéon de la enzima
zeaxantina oxidasa (Adams y Demmig-Adams, 2006).

Los otros metabolitos que se pudieron detectar en este mismo sistema
cromatografico fueron el fucosterol y compuestos polifendlicos relacionados
con el floroglucinol, ya sean taninos o polifenoles de bajo peso molecular.

A la luz natural (Figura 6.17) el fucosterol present6 una zona verde claro a
un Rf de 0,81 y una zona roja intenso a la luz UV a 365 nm (Figura 6.18),
caracteristicas que le fueron atribuidas por distintos autores (Becerra et al.,

2015; Agatonovic-Kustrin y Morton, 2017; Agatonovic-Kustrin et al., 2018).

Rf=0,97

Rf=0,93
Rf=0,81
Rf=0,71

Rf=0,42

Rf=0,00

Figura 6.17. Cromatograma obtenido sobre Silicagel G60, con
diclorometano-metanol (9:1) como fase mévil de los extractos etanédlicos
EOH1 y EOHZ2 obtenidos a temperatura ambiente y a 70 °C,
respectivamente, de las frondas de Undaria pinnatifida colectada
estacionalmente en las costas de Comodoro Rivadavia. Observada a la luz

natural.
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Rf=0,97
Rf=0,93
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Rf=0,71
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Rf=0,03

Rf=0,00

Figura 6.18. Cromatograma obtenido sobre Silicagel G60, con
diclorometano-metanol (9:1) como fase mévil de los extractos etandlicos
EOH1 y EOH2 obtenidos a temperatura ambiente y a 70 °C,
respectivamente, de las frondas de Undaria pinnatifida colectada
estacionalmente en las costas de Comodoro Rivadavia. Observado al UV 365
nm. 1: EOH1 de primavera, 2: EOH2 de primavera, 3: EOH1 de verano, 4:
EOH2 de verano, 5: EOH1 de otono, 6: EOH2 de otono, 7: EOH1 de invierno,
8: EOH2 de invierno.

Los compuestos fenélicos presentes los extractos (EOH1 y EOH2) de las
cuatro estaciones se pusieron en evidencia con una soluciéon de FeCls al 1 %
(Figura 6.19). La solucién empleada es una prueba de identificacién
cominmente utilizada para determinar la presencia de polifenoles
(Shakambari et al., 2015).

Dado que el ion Fe*** es un agente oxidante y quelante, produce una
coloracion caracteristica que depende de los grupos hidroxilo presente en el
anillo bencénico. Para compuestos con dos oxhidrilos adyacentes se observa
un color verde y para aquéllos con tres oxhidrilos adyacentes se observa un
color gris azulado, en tanto que el color amarillo indica la presencia de
oxhidrilos fenélicos aislados (Agatonovic-Kustrin y Morton, 2017).

En las muestras analizadas, (EOH1 y EOH2) de las cuatro estaciones, los

polifenoles mostraron un color verde amarillenta a la luz natural y desde un
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azul tenue hasta un azul mas intenso a la luz UV a 365 nm, color
caracteristico de derivados de floroglucinol (Shakambari et al., 2015), a un
Rf = 0,00 (punto de siembra). El extracto que mostré una mayor proporcién
y complejidad fue el EOH1 de verano.

Después del revelado con solucion de FeCls al 1 %, todas las zonas
detectadas a la luz natural cambiaron a un tonalidad amarillenta mas
intensa en los extractos etandlicos EOH2 de otono e invierno y una
tonalidad verde amarillenta en los restantes extractos de cada estacion,
siendo mas acentuadas en EOH1 de primavera y verano (Figura 6.19.a).
Esto puso en evidencia la presencia de una mezcla de compuestos fenoélicos,
entre ellos los 4cidos fenélicos (ver Tabla 6.8) en las distintas estaciones.

La formacion de color con FeCls al 1 % también puede ocurrir con algunos
compuestos no fenodlicos ya que se pueden oxidar en presencia de Fett+
(Krishnaswamy, 1999). Dentro de este grupo, los taninos en los que se
incluyen a los florotaninos (Quideau et al., 2011) pueden ser detectados en
presencia de una soluciéon de KsCr:07 al 5 %. Ambos reactivos son
ampliamente utilizados en los andlisis fitoquimico preliminares de extractos
vegetales.

En presencia de florotaninos el ién Cr *6 (color naranja) se reduce a Cr *3y
esto se puede observar por un cambio de color que va desde un pardo oscuro
hasta un verde claro debido a la formacién de 6xido de cromo (CrzOs)
(Gutiérrez Corona et al., 2010; Quideau et al., 2011).

Al revelar los cromatogramas con la solucion mencionada en el parrafo
anterior se observé una mayor proporciéon y complejidad de compuestos
derivados del floroglucinol en el EOH1 de verano y una menor proporcién
en los EOH1 y EOH2 de invierno (Figura 6.18.b). La composicién de los
florotaninos en las algas es siempre de alta complejidad (Heffernan et al.,
2015). Cabe mencionar que se observé distintas bandas a lo largo de la calle
correspondiente al EOH1 de verano y ademas una zona muy notoria en el
punto de siembra cuyo centro presenté una tonalidad verde clara, lo que

sugiere la presencia de una compleja mezcla de compuestos derivados del
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floroglucinol. El contraste del poder reductor podria originarse en las
diferencias entre el peso molecular y la cantidad de floroglucinol en la
estructura molecular de los florotaninos presentes en las muestras (Shibata
et al., 2015). Por lo tanto esto sugiere una mayor sintesis de compuestos
fendlicos capaces de enfrentar dano oxidativo en la estacién de mayor

incidencia de luz solar.

 KCre07al 5% b

Figura 6.19. Cromatograma obtenido sobre Silicagel G60, con
diclorometano-metanol (90:10) como fase mévil de los extractos etandlicos
EOH1 y EOHZ2 obtenidos a temperatura ambiente y a 70 °C,
respectivamente, de las frondas de Undaria pinnatifida colectada
estacionalmente en las costas de Comodoro Rivadavia. a: revelado con FeCls

1 %, b: revelado con K2Cr207 al 5 %.

Nuestros resultados tienen concordancia con estudios realizados por otros
investigadores. Connan et al. (2004) encontraron niveles mds altos de
compuestos fendlicos durante el verano, en ocho especies de algas pardas de
las costas norte de Bretana en Francia, los mismos estaban relacionados con
una mayor incidencia de radiacion solar. Del mismo modo, Abdala Diaz et
al. (2006) encontraron un mayor contenido de fenol en verano que en
invierno en Cystoseira tamariscifolia colectada en las cosas del sur de
Espana durante las primeras horas de la manana. Sin embargo, estos

investigadores observaron que al mediodia los niveles eran similares en
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ambas estaciones debido a la alta liberacién de polifenoles en verano. Cabe
destacar que la colecta de los ejemplares de U. pinnatifida en las cuatro
estaciones, para el estudio en esta tesis, se realizé antes del mediodia.

Los resultados del screening fitoquimico (ver Tabla 6.7) mostraron la
ausencia de taninos en los extractos etandlicos EOH1 y EOH2 de verano y
EOH1 de primavera, lo que estaria relacionado con la presencia de
florotaninos de bajo peso molecular, que no forman el precipitado
caracteristico entre los taninos y alcaloides. Existe evidencia de la existencia
de florotaninos de bajo peso molecular en las algas pardas Kisenia bicyclis,
Fisenia arborea, Fcklonia kuromey FEcklonia cava, colectadas a lo largo de
las costas de la peninsula de Itoshima en Japodn, constituidos por 3a 7y 3 a
8 wunidades de floroglucinol en los géneros Flisenia y [FEcklonia,
respectivamente (Shibata et al., 2015).

A diferencia de nuestros resultados, en la que se manifesté la presencia de
florotaninos de bajo peso molecular tuUnicamente en verano, en Fucus
vesiculosus y en Fucus serratus, colectados en la costa oeste de Irlanda en
verano y otono respectivamente, los florotaninos estaban constituidos por 3
a 16 unidades de floroglucinol en ambas especies (Heffernan et al., 2015).
Otros metabolitos secundarios que se pudieron determinar en U. pinnatifida
fueron los productos oxidados de los polifenoles, las quinonas, observadas a
la luz UV a un Rf de 0,03 de color rosa tenue (Figura 6.18), sugiriendo bajas
proporciones de estos compuestos en los extractos etandlicos EOH1 y EOH2
de primavera e invierno.

Las quinonas se pueden dividir en benzoquinonas, naftoquinonas,
antraquinonas y sus dimeros; entre ellas se destacan las antraquinonas y
naftoquinonas por su actividad farmacologia (Silva et al., 2012)

Especies de algas verdes estudiadas en nuestros laboratorios mediante el
analisis cromatografico monodimensional por TLC, revelaron la existencia
de antraquinonas en Ulva lactuca y Ulva rigida colectadas estacionalmente
en dos playas distintas del GSJ. Sus perfiles cromatograficos fueron

complejos debido a la presencia de derivados diméricos tipo sennédsido C,
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como aloe emodina y reina, presentes en ambas especies colectadas en
invierno y primavera (Uhrich, 2016). Nuestros resultados en cuanto a la
presencia de quinonas en Undaria pinnatifida, coinciden estacionalmente
con los resultados observado en Ulva lactucay Ulva rigida.

Desde el punto de vista de la salud las antraquinonas y sus derivados
actian acelerando el peristaltismo intestinal. Es por ello que nuestros
resultados deben ser considerados especialmente al momento de decidir o
proponer la utilizacion de U. pinnatifida para alimentacion.

Dentro de las naftoquinonas la B-lapachona, obtenida de la corteza de
Tabebuia avellanedae (Bignoniaceae), presenta actividad antitumoral
(Pardee et al.,, 2002) y se ha demostrado que el sulindac (fairmaco
antiinflamatorio no esteroideo) y sus metabolitos aumentan sinérgicamente
los efectos anticancerigenos de la naftoquinona sobre lineas celulares de
adenocarcinoma de pulmoén, por lo que estos resultados sugieren que estos
principios activos podrian proporcionar una nueva terapia de combinacion
para el tratamiento de cancer de pulmén (Kung et al., 2014).

Las algas que habitan los intermareales en regiones de aguas poco
profundas, como lo es la zona de colecta de las muestras para la presente
tesis, deben hacer frente a importantes gradientes en la intensidad de la luz
incidente, que depende no solo del curso diario de la radiaciéon solar, sino
también del rango de mareas y de la coincidencia temporal de la radiaciéon
méxima al mediodia (Goss y Jakob, 2010).

Dada la variabilidad de la luz solar, no es sorprendente que sea aceptada
como un parametro clave que controla la estructura de las comunidades de
macroalgas en relacion con su distribuciéon de profundidad y el transcurso
estacional (Goss y Jakob, 2010). En particular, el potencial de la
fotoproteccion se ve como un rasgo funcional de la diversidad de algas. Los
diferentes mecanismos fotoprotectores, tales como la produccion de
compuestos absorbentes de UV (compuestos polifenélicos) o la disipacién de

energia excesiva (absorcién relacionada con el ciclo de la xantofila), son de
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gran importancia para la prevencion del dano en los sistemas fotosintéticos
de las algas (Goss y Jakob, 2010).

Los resultados aqui descriptos demuestran una variabilidad metabdlica
estacional, atribuible a la necesidad de adaptarse a los cambios ambientales.
Esto constituye una contribucién al conocimiento de la metabolémica de U.

pinnatifida que habita en las costas de Comodoro Rivadavia.

6.3.8. Cuantificacion de los principales grupos quimicos presentes en

los extractos etandlicos

Para poder cuantificar los principales grupos quimicos presentes en los
extractos etandlicos EOH1 y EOH2, se prepar6 una soluciéon madre, a partir
de la cual se tomaron distintas alicuotas (ver Capitulo 4 de esta tesis); cada
alicuota se trabajé por triplicado (n=3). A partir de las distintas
absorbancias promedio medidas y la ecuacién de la recta de la curva patréon
correspondiente de cada grupo quimico (hidratos de carbono con respecto a
la glucosa, fenoles con respecto a acido galico, proteinas con respecto a la
albimina de suero bovino y sulfatos con respecto a sulfato de sodio anhidro)
se determiné la masa total del metabolito contenida en la alicuota.
Posteriormente los valores de las masas de las alicuotas se promediaron y
con este ultimo se estableci6 el porcentaje total.

Los metabolitos bioactivos como polisacaridos, proteinas y polifenoles deben
ser evaluados cuantitativamente porque de ello depende en gran medida su
bioactividad. A su vez la cantidad de metabolitos presentes en una muestra
depende de la metodologia y tipo de solvente empleado en su extraccion.

El etanol presenta la desventaja de precipitar las macromoléculas como
polisacaridos y proteinas, por lo que este tipo de extractos puede contener
oligosacaridos de baja masa molecular y monosacaridos, como
representantes de los hidratos de carbono, y péptidos y/o aminoacidos, como

representantes de las proteinas.
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Nuestros resultados mostraron en general valores bajos con respecto a otras
investigaciones (Cofrades et al., 2008; Renaud y Luong-Van, 2006); estas
variaciones pueden deberse a las metodologias y solventes empleados.

En ambos extractos (EOH1 y EOH2) los hidratos de carbono y aminogrupos
primarios y/o secundarios variaron cuantitativamente de acuerdo al
momento del ciclo de vida de U. pinnatifida, mostrando en general un
descenso de sus metabolitos en primavera y otono con excepcion de los
aminogrupos extraidos en caliente en primavera (Figura 6.20.a, b). Esto
puede explicarse considerando que en primavera el alga comienza la sintesis
de metabolitos relacionados con su etapa reproductiva en verano, mientras
que en otonio los esporofitos se desintegran para dar paso a un nuevo
reclutamiento durante el invierno (Martin y Bastida, 2008). La cantidad de
aminogrupos resulté ser mayor al aumentar la temperatura de extracciéon
(70 °C, Figura 6.20.b) en las estaciones de primavera y verano.

Con respecto al grupo sulfato, estuvo ausente en ambos extractos EOH1 y
EOH2 de todas las estaciones. El mayor aporte de este grupo esta dado por
los fucoidanos, polisacarido caracteristico de las algas pardas. En el caso de
U. pinnatifida, colectada en el norte y sur de Corea, los fucoidanos extraidos
con HC1 0,1 N, a temperatura ambiente durante 24 h, mostraron diferencias
en cuanto a los monosacaridos constituyentes, pero ademas los mismos

estaban sustituidos con grupos sulfato en un 97 % (Synytsya et al., 2010).
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Cuantificacién de los extractos aleohélicos a Cuantificacién de los extractos alechdélicos a 70 ° C
temperatura ambiente
6 a b
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. a1 — Aminogrupos 1° y 2°
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.
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Figura 6.20. Cuantificacion de hidratos de carbono, aminogrupos primarios
y secundarios, fenoles y sulfatos, presentes en los extractos etandlicos

obtenidos a partir de las frondas de U. pinnatifida colectada

estacionalmente en Comodoro Rivadavia. a:

ambiente (EOH1), b: extractos a 70 °C (EOH2).

extractos a temperatura

Los fenoles presentan un aumento en verano, para ambos extractos,
manteniendo el resto del ano una concentracion similar. Esto se puede
atribuir al ciclo de vida del alga. Como se menciond, la concentracion de los
polifenoles en las algas pardas puede variar entre distintas especies e
incluso entre individuos de la misma especie, siendo afectados por diversos
factores como su ontogenia, salinidad, niveles de nutrientes, intensidad de
la luz, temperatura del agua, presencia de herbivoros, entre otros
(Rodriguez-Bernaldo de Quirés et al., 2010).

En los extractos etandlicos, la presencia y cantidad de los metabolitos
cambid de una estacién a otra, correspondiéndose este comportamiento con
los criterios de Chopin et al. (1992), quienes plantean que la composicién
quimica depende de la especie, influencia estacional y condiciones
ambientales en general.

Las algas tienen un periodo de vida relativamente corto y una estacion

implica una diferencia importante en el desarrollo ontogenético.
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6.4. Conclusiones

Con relaciéon a uno de los objetivo planteados, el estudio integral de los
metabolitos biosintetizados por Undaria pinnatifida implicé la colecta de
ejemplares de dos =zonas pertenecientes al Golfo San dJorge, Bahia
Bustamante y Comodoro Rivadavia, con el proposito de un estudio
preliminar y exhaustivo, respectivamente.

Las caracteristicas macroscopicas de U. pinnatifida permitieron establecer
la presencia de estructuras propias de la especie como el estipe, esporofilo,
estructura que en la especie determina la etapa reproductiva de su ciclo de
vida, frondas pinnadas y nervadura central.

La especie de ambas zonas de colecta fue debidamente clasificada y
herborizada. Posteriormente las frondas de los ejemplares fueron secadas,
molidas y tamizadas.

En el estudio preliminar, el screening ficoquimico realizado sobre el extracto
total y las distintas fracciones, mostraron la presencia en proporcion
importante, de péptidos y/o aminogrupos y compuestos fendlicos,
metabolitos con importante actividad farmacolégica. Otro de los grupos
quimicos destacados fueron los alcaloides, si bien mostraron una menor
proporcion, su presencia deberia ser considerada si se busca destinar el alga
a la alimentacion.

El perfil lipidico revel6 una complejidad de sus constituyentes, en las que se
destacaron los acidos grasos poliinsaturados. En cuanto a la presencia de
fosfatidilcolina (PC), marcador quimiotaxonémico, confirmé la ubicacién de
U. pinnatifida en el grupo que biosintetiza este compuesto dentro del orden
Laminariales.

Los principales pigmentos observados fueron clorofilas a, ¢ clorofilide a,
violaxantina y fucoxantina. Este Gltimo metabolito descripto con actividad
antitumoral.

En el estudio exhaustivo, los registros de los factores ambientales como la

temperatura y salinidad mostraron encontrarse dentro del rango de
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tolerancia de U. pinnatifida, facilitando la adaptacion de la especie y su
éxito para colonizar este nuevo ambiente.

En el analisis macroscépico, se observd la presencia de ejemplares que
guardan relacién con el ciclo de vida de la fase esporofitica.

El andlisis de microscopia éptica (MO) mediante cortes transversales o
longitudinales, permiti6é observar la presencia de distintas zonas en las que
se disponen las células y la variabilidad de formas que ellas presentan. La
presencia de pelos y cristales fueron caracteres morfolégicos que constituyen
un novedoso aporte al conocimiento integral de la especie que habita la
region central del Golfo San Jorge.

Mediante el estudio histoquimico de U. pinnatifida colectada
estacionalmente, se pudo identificar y localizar los grupos quimicos mas
relevantes, principalmente fenoles, lipidos y proteinas. Tales grupos
presentaron variabilidad en cuanto a la estacién y la zona de localizacion
tisular.

La observacion superficial mediante MEB, de fronda, esporofilo y nervadura
de ejemplares colectados en primavera e invierno, contribuyé al
conocimiento superficial de la especie, permitiendo visualizar la generacion
de esporas y filamentos (estos tltimos también fueron observados mediante
MO).

En el screening ficoquimico, los extractos etanélicos al 80 % (v/v) a distintas
temperaturas, mostraron una importante variacién estacional 'y
metodoldgica en cuanto a las proporciones de los metabolitos, entre los que
se destacaron los polifenoles (fundamentalmente derivados del floroglucinol
y quinonas), ademéas de péptidos y/o aminogrupos 1° y 2°, esteroides, entre
otros. Por cromatografia en capa delgada (TLC) fue posible identificar la
presencia de distintos pigmentos como violaxantina, anteraxantina,
fucoxantina y algunos metabolitos de grupos quimicos destacados en el

screening ficoquimico.
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La cuantificacion de los grupos quimicos mas relevantes, también mostro
una variaciéon estacional y esto debe ser tenido en cuenta en el analisis de
bioactividad.

La adaptaciéon a nuevos ecosistemas y la competencia con especies nativas
hacen que una especie invasora necesite desarrollar diversas estrategias
metabodlicas y/o morfoldgicas, que le permitan colonizar el nuevo habitat.
Nuestros resultados muestran que U. pinnatifida tiene la capacidad de
desarrollar estas estrategias, siendo esta capacidad adaptativa, gran
responsable de su capacidad invasora, permitiéndole transformarse en una

especie aloctona.
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7.1. Alginato de sodio

Los alginatos comerciales se obtienen principalmente a partir de diversas algas
pardas de los o6rdenes Laminariales y Fucales, entre las que se encuentran,
Ascophyllum nodosum, Laminaria hyperborea, L. digitata, Lessonia sp., Undaria
pinnatifiday Macrocystis pyrifera. De ellas, habitan en las costas patagoénicas los
tres dltimos géneros (Zaixso y Boraso, 2015).

En el Capitulo 2 de Introduccion de la presente tesis, se destacé la importancia de
los alginatos por sus aplicaciones industriales. El empleo del alginato ha
experimentado un avance exitoso, especialmente en el desarrollo de innovaciones
cientificas que comprenden apodsitos biodegradables para la regeneracién de la
piel, encapsulacién de diversos farmacos (Liakos et al, 2013),
microencapsulacion, transporte de nanoparticulas, compuestos antimicrobianos,
entre otros (Bajpai et al., 2012).

En la Gltima década, las industrias biomédica y farmacéutica estudian cada vez
mas a estos polisacaridos para el desarrollo de matrices para encapsular
medicamentos (Goh et al., 2012). Entre los alginatos, el de sodio (NaAlg) es el

mas ampliamente empleado por ser no toxico y biodegradable.

7.1.1. Obtencion de alginato de sodio purificado

La obtencién del NaAlg se efectu6 mediante una serie de etapas tal como se
describid en el Capitulo 4 de este trabajo de tesis.
Las etapas comprenden en general las reacciones que se describen a continuacion

mediante ecuaciones (Arvizu-Higuera et al., 1996):

Ca(Alg); + 2H*——> 2HAlg + Ca2+ (1)
2HAlg + Na;CO3—> 2NaAlg + H:O+ CO2  (2)
2NaAlg + Ca2*—> Ca(Alg)2 +2Nat 3
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El término Alg que aparece en las ecuaciones se emplea para representar la
unidad monomérica CsH704CO0~ ya sea del acido B-D-manurénico (M) o del 4cido
a-L-gulurénico (G), cuyas constantes de disociacién del 4cido carboxilico han sido
determinadas como pK.= 3,38 y pKa= 3,65, respectivamente, con valores de pKa
similares para los polimeros (Haug, 1961).

Durante todo el proceso de obtencién del alginato de sodio (NaAlg) en la presente
tesis, se realizé un estricto control de distintos parametros criticos como son las
temperaturas, pH, agitacién y tiempo en cada uno de los pasos, asi como la
utilizacion de reactivos y solventes de calidad adecuada, dado que las condiciones
de reaccion afectan la  viscosidad final del alginato obtenido
(Hernandez—Carmona et al., 2012).

El alginato en el alga se encuentra en forma de sales mixtas insolubles del acido
alginico principalmente como sal de calcio y en menor medida como sales solubles
de sodio, potasio, magnesio, entre otras (Herndndez—Carmona et al., 2012). Por lo
tanto la extraccién a partir de algas comprendi6 un pretratamiento con una
solucién acida (Arvizu-Higuera et al., 1996; Becerra 2016) de tal manera de
convertir todas las sales en acido alginico insoluble, cuya reaccion se describe en
la ecuacién (1). En la etapa siguiente se liberé el acido alginico previo tratamiento
con Na2COs3 al 1,5 % por formacion de alginato de sodio, cuya reaccién se describe
en la ecuacién (2). Las etapas siguientes consistieron en la purificacién mediante
dialisis y formacién de alginato de calcio con CaClz al 1 % correspondiente a la
ecuacién (3) y nuevo tratamiento de acidificacién con una solucién de HCl al 5 %
y posterior alcalinizacién con Na2COs al 2 %.

El produto final obtenido, NaAlg purificado (de cada estacién), se precipité con
etanol y una vez seco se pulverizo obteniéndose un polvo de una coloracion blanca
(primavera, otofio e invierno) y blanca amarillenta (verano).

Las etapas de extracciéon descriptas en los parrafos anteriores, en general son
comunes para la obtencion de alginato a partir de distintas especies de algas
pardas, con algunas variantes en cuanto al tipo se solucidon, concentracién, pH y
tiempo de reaccion; ejemplo de ello lo constituye la extraccion a escala piloto de
NaAlg a partir de Macrocystis pyrifera colectada en las costas de México

(Hernandez-Carmona et al., 2012).
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En la etapa de conversién de acido alginico a NaAlg (correspondiente a la
ecuacién 2), dependiendo de la especie utilizada, puede requerir hidratacién como
es en el caso de Lessonia vadosa colectada en las costas del Golfo San Jorge
(Becerra, 2016). En nuestro caso, la hidratacién durante el proceso de extraccién
de U. pinnatifida no fue necesaria en ninguna de las estaciones.

Por lo tanto el proceso de extraccion realizado en la presente tesis, es un punto

inicial de partida para optimizar la obtencién de NaAlg a escala piloto.

7.2. Analisis de los productos

7.2.1. Rendimiento y viscosidad

Los rendimientos de extraccion de NaAlg mostraron valores interesantes al
compararlos con otras investigaciones (Murata y Nakazoe, 2001; Yoon et al.,
2004; Skriptsova et al.,, 2004). No obstante, los niveles de alginato también
dependen de diferentes factores ambientales, como la estacion del afo, el ciclo de
vida, el lugar de colecta, entre otros (Stengel et al., 2011).

En la Figura 7.1 se observa un aumento progresivo del rendimiento de extraccién
con un minimo en otonNo y un maximo en verano, marcando claramente una
variabilidad estacional.

Tal como ocurre con otras algas, las variaciones en el rendimiento de obtencién
del alginato de sodio en Undaria pinnatifida esta relacionado con la distribucién
del polisacarido en las frondas, la proporcion de residuos de las unidades
monoméricas acido manurénico y acido gulurénico, la estaciéon de colecta y la
etapa de desarrollo de los esporofitos (Skriptsova et al., 2004).

El NaAlg obtenido a partir de U. pinnatifida colectada en la costa de Bahia de
Pedro el Grande, Mar de Japén (Rusia), registr6 valores de rendimiento de
extraccién maximos en primavera y minimos en otofio (Skriptsova et al., 2004), a
diferencia de estos resultados, en nuestro caso el valor maximo de rendimiento
fue en verano, lo que se relaciona con la temperatura en la zona de colecta (13 °C)
que favorece la tasa de crecimiento y la etapa reproductiva del alga, lo que

contribuye a la produccién de alginato, manteniéndolo en un valor maximo. En
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tanto que el valor minimo de rendimiento también fue en otono, y guarda relaciéon
con la época de menor crecimiento de la especie; esto se vio reflejado en la

longitud de los ejemplares que se colectaron durante esta estacién (ver Capitulo

6).

Rendimiento (%)

NaAlg NaAlg NaAlg NaAlg
primavera  verano otofio invierno

Estacion

Figura 7.1. Rendimientos de las extracciones de alginato de sodio (NaAlg) a
partir de las frondas de U. pinnatifida colectada estacionalmente en las costas de

Comodoro Rivadavia.

El aumento del contenido de alginato en los esporofilos esta claramente
relacionado con el desarrollo de estructuras reproductivas (Skriptsova et al.,
2004). En nuestro caso las muestras colectadas en verano presentaron un alto
porcentaje de esporofilos (ver Capitulo 6), coincidiendo con la mayor produccién
de alginato en las frondas.

Ademas del rendimiento, es de gran importancia conocer la viscosidad del
alginato obtenido, ya que de esta depende el uso que pueda darle la industria.

La aplicacién de los alginatos se basa en sus distintas propiedades, entre ellas su
habilidad como espesantes al ser disueltos en agua, generando un aumento en la
viscosidad del disolvente.

La capacidad del alginato para formar soluciones coloidales se mide en funcion de
su grado de polimerizacidn, el cual es una medida de la masa molecular promedio
(MWa) y la proporcién de los constituyentes del polisacarido, esto es los 4cidos
urénicos B-D-manurénico (mana) y o-L-gulurénico (gula) que se relacionan

directamente con la viscosidad de sus soluciones (Lupo et al., 2012).
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Por otra parte las soluciones de alginato presentan un comportamiento de
caracter no-newtoniano, donde la viscosidad depende de la velocidad de
deformacién y la temperatura (Arvizu-Higuera et al., 1996). Las temperaturas
elevadas y los tiempos de agitacién prolongados produciran alginatos de menor
viscosidad, debido al fraccionamiento de las cadenas de los acidos urénicos que
conforman el alginato.

En la industria de los alginatos se emplea en general para evaluar la calidad del
polisacarido en términos de viscosidad, la determinaciéon de la viscosidad
aparente (Mazumder et al., 2016). En este trabajo de tesis, la viscosidad aparente
se determina a partir de una soluciéon de alginato de sodio purificado preparada
al 1 % p/v en agua bidestilada y equilibrada en reposo, por 2 h a 25 °C. Se mide la
viscosidad después de mantener una agitacion por 30 s a 60 rpm. Los resultados
se muestran en la Tabla 7.1, también se muestran las proporciones de los

constituyentes del alginato y su MWa.

Tabla 7.1. Resultados de masa molecular promedio, viscosidad y constituyentes
de los alginatos purificados de Undaria pinnatifida colectada estacionalmente en

Comodoro Rivadavia.

Estacion Muestras MWa Viscosidad Hidratos de carbono
(Da) (cP) constituyentes

primavera  NaAlg 1083 7,2 manA-gulA (0,7-1)

verano NaAlg 7359 10,7 manA—gulA (1,1-1)

otono NaAlg 805 9,0 manA—gulA (0,8-1)

invierno NaAlg 603 6,7 manA-gulA (1,5-1)

La composicién de acidos urdnicos mostré una variacion estacional, resultando
interesante la proporcion de estos acidos para el producto de verano, lo cual se
correlaciona con su MWa. En el producto de invierno la proporciéon de acido D-
manuroénico fue mayoritario con respecto a las restantes estaciones.

Nuestros resultados concuerdan con otras investigaciones realizadas por

Skriptsova et al. (2004), quienes mediante estudios realizados con 3C-RMN sobre
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el alginato obtenido de U. pinnatifida colectada en las costas de Rusia durante el
invierno, mostraron que el producto contenia principalmente acido manurodnico,
mientras que el producto obtenido de ejemplares adultos colectados en verano
mostraron proporciones iguales de los residuos de manurénico y gulurénico.
Estas variaciones fueron distintas en otras especies del orden Laminariales, por
ejemplo las proporciones relativas de los residuos de manurénico y gulurénico en
ejemplares juveniles y adultos de Laminaria digitata fueron 0,8-1 y 1-1,84;
respectivamente (Indergaard et al., 1990).

La obtencién de alginato de sodio de baja viscosidad (menor a 50 cP), resulta
también interesante desde el punto de vista de la conservacién ya que permite
que se puedan almacenar a temperaturas entre 10 a 20 °C sin observarse
cambios por hasta tres anos. Al contrario, los de mayor viscosidad son menos
estables. En la industria farmacéutica se comercializan productos con grado de
polimerizacion entre 100 y 1000 unidades cuyas viscosidades estan en el rango de
10-1000 cP para soluciones al 1 % ((McHugh, 1987; Muniswamy, 1989). Los
resultados obtenidos en la presente tesis mostraron que los NaAlg de las cuatro
estaciones registraron valores bajos de viscosidad, indicando productos con gran
estabilidad y con potencial para aplicaciones farmacéuticas.

La Figura 7.2 muestra nuestros resultados de las cuantificaciones realizadas al
alginato obtenido estacionalmente de U. pinnatifida. En las cuatro estaciones los
alginatos presentaron grupos sulfato como parte de su estructura molecular,
siendo el producto de verano el de mayor proporcion.

Con el objetivo de evaluar la posibilidad del uso de Macrocystis pyrifera y
Undaria pinnatifida, colectadas en las costas de Bahia de Camarones (norte del
GSJ) y del Golfo Nuevo durante los meses de noviembre a diciembre, para la
remociéon de mercurio, zinc, cadmio, cromo y niquel, se demostré mediante
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), la presencia de
grupos sulfato en el espectro del alginato de U. pinnatifida, no asi en el de M.
pyrifera, senalando una diferencia notoria en la composiciéon del polisacarido en
ambas especies (Plaza-Cazén, 2012).

Estudios de distintos polisacaridos han descripto como influye la presencia de

grupos sulfato en su estructura, asi como en el peso molecular que adquieren, la
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complejidad de los polimeros o su composicion, pudiendo ser responsables ademas
de la potenciacién de su actividad biolégica (De Jesus Raposo et al., 2015;

Montoya—Rosas et al., 2017).

Cuantificacién de NaAlg
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= Hjdratos de carbono
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Figura 7.2. Resultados de las cuantificaciones realizadas del NaAlg extraido de
las frondas de U. pinnatifida colectada estacionalmente en las costas de
Comodoro Rivadavia. (NaAlg p, NaAlg v, NaAlg o, NaAlg i, corresponden a

alginato de sodio de primavera, verano, otofio e invierno, respectivamente).

Los distintos bloques (G, M y MG) constituyentes del alginato de sodio de
Lessonia vadosa colectada en la zona central del GSJ durante el verano,
evidenciaron ausencia de proteinas en todos los casos y muy bajo contenido en
sulfatos (Becerra, 2016).

En nuestro caso, las proteinas estuvieron presentes en todas las estaciones en
bajas proporciones, siendo el producto de primavera y de otono los que
presentaron menor valor; esto permite indicar que estos alginatos son los que
presentaron mayor pureza.

S1 bien el procedimiento aplicado para la extraccion de los alginatos resultd
promisorio para todas las estaciones, resulta evidente que en el caso del alga en
estudio en esta tesis, se requiere una mayor purificacion a fin de obtener
alginatos de calidad 6ptima. En este contexto, estos resultados constituyen un

importante aporte que permitira definir a futuro una metodologia apropiada para
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la obtencién racional de este polisacarido, sobre la base del conocimiento integral

alcanzado durante la tesis.

7.3. Péptidos

En la actualidad existen diversas técnicas para la purificacion de péptidos
potencialmente bioactivos, las cuales pueden ser utilizadas para obtener
resultados promisorios y confiables. De ellas, destacamos la cromatografia liquida
de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC en inglés) que ha sido ampliamente
utilizada como una herramienta para el analisis y purificacién de biomoléculas.
Este tipo de cromatografia no sélo es capaz de separar péptidos de bajo peso
molecular provenientes de hidroélisis enzimaticas, o purificar péptidos sintéticos,
sino también, polipéptidos y proteinas de alto peso molecular. Ademas, se pueden
separar péptidos con secuencias de aminoacidos casi idénticas, los cuales difieren
solo de un residuo de aminodacido (Aguilar, 2004).

La columna (fase estacionaria sélida) contiene una matriz de naturaleza no polar
sobre la cual los péptidos y polipéptidos se retienen. La columna esta empacada
con microesferas de silica porosa acoplada con un derivado alquilsilano. Los
alquilsilanos de entre 4 y 18 atomos de carbono (conocidos como columnas C-4 y
C-18, respectivamente) son utilizados para modificar la superficie de la fase
estacionaria. La retenciéon del soluto se produce a través de interacciones
hidrofébicas e hidrofilicas con la fase estacionaria de la columna, y la elucién se
lleva a cabo por la disminuciéon de la naturaleza i6nica, o el aumento de la
hidrofobicidad del eluyente. En la separaciéon de péptidos, éstos son eluidos con
gradientes en los cuales se va incrementando la concentracion de un solvente
organico (fase mévil) como el acetonitrilo, conteniendo un modificador iénico,

como el 4cido trifluoroacético (TFA) (Sewald y Jakubke, 2002; Aguilar, 2004).

7.3.1. Extraccién y determinacién de péptidos por RP-HPLC

La extraccion de los péptidos presentes en las frondas de Undaria pinnatifida

colectada en las costas de Comodoro Rivadavia (Golfo San Jorge) durante la
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primavera (EMUpp), se realizé con metanol (ver Capitulo 4, Desarrollo
Experimental). La presencia de estos metabolitos, en el extracto metandlico
concentrado, fue analizada por HPLC en una columna C18, con un detector de
arreglo de Diodos (RP-HPLC-DAD), a una longitud de onda de 215 nm. En la
Figura 7.3 se muestra el perfil obtenido, ampliando en la parte inferior la zona de
interés. En él se destaco la presencia de dos sefnales interesantes; la senal A, con
un tiempo de retencién (tr) de 41,04 min, que mostr6 un espectro de absorcién con
maximo en la zona de 280 nm, propia de péptidos en cuya estructura estan
presentes aminoacidos aromaticos tales como fenilalanina o triptéfano. Y la sefial
B, con un tr de 59,31 min, que mostré un espectro de absorcién con maximo en la

zona de 254 nm, propia de péptidos en cuya estructura esta presente el

e
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Figura 7.3. Cromatograma obtenido mediante RP-HPLC-DAD del extracto
metanélico de U. pinnatifida colectada en primavera (parte superior) y

ampliacién de la zona de interes (parte inferior).

En algunas algas rojas, como Palmaria palmatay Porphyra tenera, las proteinas
pueden representar de un 35 y 47 % (con respecto al peso seco). En las algas
verdes como Ulva sp. se encuentran entre un 15 a un 20 % con respecto al peso
seco. En tanto que en algas pardas como Laminaria digitata, Ascophyllum
nodosum, Fucus vesiculosus y Himanthalia elongata tienen un bajo contenido

cuyos valores van de un 5 a un 15 % (Burtin, 2003).
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Entre los péptidos encontrados en macroalgas abundan los de 2 a 20 aminoacidos
y pueden ser lineales, ciclicos o péptidos con uno o mas enlaces amida no
peptidico (Frikha et al., 2011). Estos péptidos aislados se caracterizan por poseer
actividades antioxidante, antitumoral, antiviral, antimicrobiana,
antihipertensiva, anticoagulante, hipoglucemiantes, hipocolesterolemiantes,
entre otras (Holdt y Kraan, 2011; Samarakoon y Jeon, 2012).

Dentro de la actividad antihipertensivas, estudios realizados sobre Porphyra
yezoensis (Suetsuna, 1998) y Undaria pinnatifida (Suetsuna y Nakano, 2000)
sugirieron que ciertos péptidos podrian tener potentes efectos antihipertensivos
comparables a los de los farmacos terapéuticos. Suetsune y Nakano (2000)
aislaron en fracciones peptidicas de U. pinnatifida, cuatro tetrapéptidos (ver
Capitulo 2, Tabla 2.2) cuyo efecto antihipertensivo es atreves de la inhibicién de
la enzima convertidora de angiotensina (ECA).

Los resultados obtenidos aunque preliminares, constituyen una base para

profundizar el estudio que conduzca a la elucidaciéon estructural y bioactividad.

7.4. Analisis del perfil metabdlico por tH-RMN

Los ambientes marinos son diversos y heterogéneos, lo que esta relacionado en
cierta medida con distintas condiciones fisico-quimicas como la salinidad, la
radiaciéon UV, la temperatura y la presiéon. Dichos habitats estan ocupados por
una gran diversidad de organismos, destacdndose las algas (Mora et al., 2011).

Las micro y macroalgas son organismos que biosintetizan una gran variedad de
metabolitos, a menudo unicos, relacionados con diferentes factores como las vias
metabodlicas, los sistemas reproductivos, los patrones de desarrollo, los
mecanismos sensoriales y de defensa (Blunt et al., 2012). Los metabolitos
desempenan funciones importantes en muchos procesos biolégicos, la
reproduccion, el desarrollo y la respuesta a los cambios en el medio ambiente
(factores abiéticos o bidticos), por lo que su perfil metabélico se ve alterado por los
cambios en la expresién génica, la regulacién de las funciones de proteinas, y esta
bajo la influencia de mutaciones y factores endégenos o exégenos. En este sentido,

la metaboléomica debe considerarse como el estudio metabdlico de un organismo
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en un momento dado, y puede modificarse de acuerdo con las diferentes etapas de
la vida y las condiciones de crecimiento de cada especie (Gerwick, et al., 2012).
Los complejos perfiles metabdlicos son el resultado de las interacciones de cada
especie con su entorno (Blunt et al., 2012).

Durante muchos anos, el estudio de los metabolitos en los extractos de algas
marinas se restringi6 a la identificacion y cuantificacion de aquellos mas
relevantes. En 2011 se publicé el primer estudio metabolomico de algas rojas
(Nylund et al., 2011), que describia los cambios en el perfil metabédlico producidos
por Gracilaria vermiculophylla en relaciéon con una respuesta de defensa.

Las ciencias “0micas” permiten estudiar un gran numero de moléculas bioldgicas,
implicadas en el funcionamiento de un organismo (Jamers et al, 2009).

El avance tecnolégico ha permitido el estudio de las ciencias “6micas” a gran
escala de muchos genes, proteinas y metabolitos, permitiendo la creaciéon de
nuevas ciencias como la gendmica, protedmica y metaboléomica, entre otras
(Jamers et al, 2009). Estas ciencias proporcionan métodos de generacién de alto
contenido de datos que permiten una descripciéon completa de casi todos los
componentes dentro de la célula.

La metabolomica es el estudio de los procesos quimicos que involucra todos los
metabolitos necesarios para el funcionamiento normal, el mantenimiento y el
crecimiento de una célula (Beecher, 2004).

En el caso de plantas terrestres y de las algas, se puede realizar el estudio de la
composicion quimica durante su desarrollo cuyo resultado brinda informacién
detallada sobre un gran nimero de compuestos que se encuentran en la célula o
tejidos en un momento dado (Fiehn, 2002; Forster et al., 2006). Por ello, el
fenotipo metabdlico de una célula o tejido es el resultado final de la interaccion
entre el genotipo y el medio ambiente. Este fenotipo varia en el espacio segun el
tipo de célula, en el tiempo dependiendo de la etapa de desarrollo y caracteriza un
estado dado (normal o en respuesta al estrés bidtico o abiético) (Fiehn et al.,
2003).

Las principales técnicas analiticas que se emplean estan basadas en resonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de masas (MS) y espectroscopia

infrarroja con transformada de Fourier (FT IR) (Nylund et al., 2011). Lo central
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de esta ciencia es que ya no se aislan compuestos individuales, sino que se realiza
un analisis del perfil metabdlico de un organismo y los informes producen una
cantidad de datos que solamente se pueden manejar con sistemas de informacién

muy avanzados (Verpoorte et al., 2005).

7.4.1. Metabolomica: empleo de la espectrometria de Resonancia Magnética

Nuclear (RMN)

La espectrometria de RMN es un método de eleccion para un analisis
comparativo de extractos de plantas (Ward et al., 2007).

Esta metodologia no requiere purificacién ni derivatizacién quimica de los
compuestos a analizar (Fan, 1996). Permite la deteccién simultdnea de los
principales metabolitos presentes en extractos complejos sin destruir las
muestras que se pueden recuperar después del analisis. La desventaja es la baja
sensibilidad, 10 moles. La espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear
Proténica ((H'RMN) se ha desarrollado para obtener rapidamente huellas
metabdlicas o perfiles metabdlicos que resultan tutiles para la identificacion y
posterior cuantificacién de los metabolitos (Moing et al., 2007) mediante métodos
analiticos complementarios (Nylund et al., 2011).

No obstante, no se realiza la asignaciéon de senales porque hay muchas
superposiciones en los espectros.

En este trabajo de tesis, trabajamos en el Laboratorio de Productos Naturales de
la Universidad de Leiden (Holanda), bajo la direccién del Dr. Yang Choi,
mediante una estancia de investigacion que realicé en el marco del proyecto
internacional ChemBioFight FP7 IRSES.

Para poder asignar las sefales del espectro a su correspondiente metabolito, se
utiliz6 la base de datos incorporada en el software Chenomx NMR Suite 8.1,
2001-2015, disponible en aquel laboratorio.

Previo al analisis por 'H RMN, los extractos etandlicos secos de primavera e
invierno se pesaron y disolvieron con 500 ul de MD6 [250 m]l de CD30OD (MeOD)
+ 250 ml buffer KH2PO4 en D20 (pH 6.0) conteniendo 0,1 % (p/p) del 4cido 3-
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(trimetilsilil) propionico-2, 2, 3, 3-d4 (TSP), 1:1]. La Tabla 7.2 detalla las
condiciones empleadas y los resultados alcanzados en esta tesis.

En la Figura 7.4 se presentan los espectros correspondientes obtenidos a partir
de los extractos etandlicos a temperatura ambiente (EOH1) y a 70 °C (EOH?2) de
primavera (a, b) e invierno (c, d). Como se puede observar, se detectaron distintas
senales; de ellas, se destacaron las de mayor proporcion en la regiéon de los
hidratos de carbono y de los aminoacidos, las que se correspondieron con el
manitol y la alanina, respectivamente. Ademas, en ambos extractos de invierno

se detect6 la senial correspondiente a la glicina.

Tabla 7.2. Condiciones y perfil metabdlico de tH-RMN de los extractos etandlicos
al 80 % (v/v) obtenidos a temperatura ambiente (EOH1) y a 70 °C (EOH2) de U.

pinnatifida.
Estaciéon Muestra Peso Solvente Perfil
(mg) metabélico

« EOH1 8,47 MD6 (250 ul MeOD + manitol, alanina
g 250 pl buffer)
«
g EOH2 6,19 MD6 (250 pl MeOD + manitol, alanina
A 250 1l buffer)

EOH1 7,78  MD6 (250 nl MeOD + manitol,
9 250 nl buffer) alanina, glicina
g EOH2 7,49  MD6 (250 1l MeOD + manitol,
g 250 nl buffer) alanina, glicina

En general, las proteinas de las algas son ricas en glicina, arginina, alanina y
acido glutamico; contienen aminoacidos esenciales en niveles comparables a los
que indica FAO/OMS como requerimientos (Rajapakse y Kim, 2011).

La presencia de alanina en todos los extractos EOH1 y EOH2 concuerda con el
analisis de un producto comercial de U. pinnatifida, proveniente de Japon, que
demostré que el contenido de proteinas totales era del 16,3 g/100 g de alga seca y
dentro de los aminoacidos constituyentes la alanina representé el mayor valor
(27,20 mg/g del alga seca) respecto de los demds aminoécidos (Kold et al., 2004).

Distintas algas verdes y rojas, por ejemplo: Ulva pertusa (6,1 mg/g del alga seca)

249



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 7 - ESTUDIO PARTICULAR DE METABOLITOS...

y Porphyra tenera (7,4 mgl/g del alga seca) mostraron las presencia de alanina en
menores cantidades con respecto al aminoacido arginina de mayor valor 14,9 y
16,4 g/100 g de alga seca, respectivamente (Fleurence, 1999).

En otro estudio se ha encontrado que los extractos obtenidos del esporofito de U.
pinnatifida contenian alanina, la cual resulté variable de acuerdo al lugar
geografico de colecta (Kwang-Jae et al., 2012). El predominio de alanina, se

relaciona con el gusto tipico U. pinnatifida (Nisizawa et al., 1987).
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Figura 7.4. Espectro de H-RMN, en donde se muestran las zonas
correspondientes al manitol, alanina y glicina presentes en el extracto etandlico
obtenido a temperatura ambiente y 70 °C de primavera e invierno a partir de las
frondas de U. pinnatifida colectada en Comodoro Rivadavia. a: EOH1 primavera,

b: EOH2 primavera, ¢: EOH1 invierno, d: EOH2 invierno.

La deshidrataciéon y la salinidad son factores ambientales importantes que

provocan estrés osmotico, teniendo un impacto negativo en el crecimiento de
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plantas terrestre y algas. Es por ello que distintas especies incrementan su
potencial osmoético y mantienen estable las condiciones intracelulares, a través de
la sintesis de metabolitos intracelulares como la glicina y el manitol, entre otros
(Zhu, 2002; Wang et al., 2007).

Durante la colecta en el intermareal de la especie en estudio, la salinidad fue un
factor que se mantuvo constante en las distintas estaciones, por lo que este
parametro no puede ser considerado como un factor que modifique el perfil
metabodlico de los extractos etandlicos analizados. Seguramente en este caso, el
clima y las estrategias del alga para colonizar el habitat, son los factores externos
determinantes de los perfiles obtenidos.

En el estrés hidrico, los tejidos vegetales generan una acumulaciéon activa de
solutos para asegurar su sobrevivencia (Attipalli et al., 2004). En las algas
pardas dentro de los solutos implicados en la osmorregulacién se encuentran el
manitol y la glicina, cuya sintesis se ha asociado con el mantenimiento de la
turgencia de sus tejidos para continuar con la funcién celular (Raven y Reed,
1989; Reed et al., 1995; Yanagisawa et al., 2013).

Ascophyllum nodosum a diferencia de otras especies de algas pardas, soporta en
su hébitat natural (Japén) periodos de inmersién marina y periodos de exposicién
segun el ciclo de las mareas, hecho que constituye un éxito de adaptacion
fisiolégica frente a condiciones de estrés hidrico y salino. El manitol sintetizado
por Ascophyllum nodosum, ademas de actuar como osmoregulador, se comporta
como un eficaz antioxidante al bloquear las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
evitar asi alteraciones metabélicas (Abu et al., 2013).

La presencia de glicina en los extractos etandlicos de U. pinnatifida estaria
relacionado con una mayor exposicion a la desecaciéon de los ejemplares
colectados en el intermareal.

En la década del 90 se investigoé el efecto beneficioso de la glicina en la salud, el
cual no es compartido por otros aminoacidos (Zhong et al., 1999). Ademas de ser
un antioxidante, la glicina bloquea el proceso inflamatorio sistémico originado
por diversas patologias. Valores superiores a los normales en sangre de este
aminoacido, han demostrado mejorar entre otros, el dano hepatico y la

nefrotoxicidad producida por medicamentos (Ramos, 2004).
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Estos resultados demuestran la importancia de la determinacion del perfil
metabdlico en un estudio integral, dado que a partir de los mismos es posible
seleccionar adecuadamente la estacién de colecta de los ejemplares para obtener

determinados metabolitos de interés.

7.5. Pared celular fibrilar

Las paredes celulares de las algas juegan un rol trascendente en el
mantenimiento celular, siendo para las especies aléctonas un factor crucial para
sobrevivir en condiciones muy distintas a las de origen. En las costas del Golfo
San Jorge, U. pinnatifida se ha adaptado a nuevas condiciones con respecto a su
lugar de origen, tanto de temperatura como con respecto a la variabilidad en la
concentracion salina y el pH, esto dltimo debido a la influencia de corrientes
marinas que confluyen en el Golfo (ver Capitulo 6, habitat y ecologia de Undaria
pinnatifida).

El compartimento fibrilar de las paredes celulares de algas pardas se forma
principalmente por microfibrillas de celulosa, incrustadas en una matriz amorfa
de polisacaridos, principalmente acido alginico y fucoidanos sulfatados, unidos
entre si mediante proteinas y restos de fenoles. Los polisacaridos le aportan
resistencia y flexibilidad ya que forman geles en la matriz intercelular,
ayudandole a resistir las tensiones provocadas por las olas y las corrientes
marinas.

Dada su importancia, a lo cual se suma el hecho de que no existen estudios
previos de la porcion fibrilar de algas pardas, se extrajeron y caracterizaron por
primera vez los constituyentes de la pared celular fibrilar de U. pinnatifida,
colectada en la region central del Golfo San Jorge, en verano e invierno.

Para liberar la porcién fibrilar de las paredes, se utilizaron técnicas de disrupcién
celular, combinando disrupcién mecanica, sonicado y temperatura; luego el
material fue sometido a wuna extraccion secuencial mediante Folch
(cloroformo-metanol, 2:1), urea 7 M, EDTA al 2 % y PAW (fenol-4cido
acético—agua, 2:1:1, p/v/v) (ver esquema y descripcién en la parte experimental,

Capitulo 4 de este trabajo de tesis). Los extractos se purificaron por dialisis y se
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obtuvieron dos subfracciones, correspondientes a materiales que permanecieron
solubles dentro de la bolsa de dialisis y a otra parte que se insolubiliz6 durante la
dialisis. Los productos fueron caracterizados quimicamente.

La porcién fibrilar de la pared celular de las frondas de U. pinnatifida colectada
en las estaciones de verano e invierno representd un 31,4 y 17 %,
respectivamente.

El contenido de lipidos fue calculado a partir del extracto de Folch (ver Capitulo
4, fraccionamiento de los constituyentes de la pared celular fibrilar), el cual
constituyé un 12,5 % para la estacién verano (EFV) y un 17,6 % para invierno.

En la Figura 7.5 se presentan los resultados de las cuantificaciones de los
distintos constituyentes de la pared celular fibrilar. La urea produce la
disrupcion de las uniones hidrégeno sin degradacion de alguna de las uniones
covalentes de los polisacaridos, como B-glucanos; también acttia sobre los puentes
hidrégeno de las proteinas. La subfraccion insoluble obtenida con urea presentd
el mayor contendido de hidratos de carbono con respecto a la L-fucosa (30,10 %)
para la estaciéon invierno. Cabe destacar que la cuantificaciéon de hidratos de
carbono se determiné a partir de D-galactosa y L-fucosa mediante sus respectivas
curvas patron.

Los solventes quelantes como el EDTA, extraen sustancias ricas en acidos
urédnicos, como restos de alginatos. En general, nuestros resultados mostraron
que los constituyentes de la pared celular obtenidos con este solvente
representaron los mas bajos respecto a las demas subfracciones. Dentro de los
constituyentes mayoritarios se destacaron las proteinas en invierno.

PAW extrae sobre todo proteinas por un efecto caotrépico debido a que el fenol
desordena las estructuras proteicas mediante la ruptura de puentes hidrégeno y
alteraciones de las interacciones hidroféobicas; extrae ademas arabinosa y
galactosa. En nuestro caso, la subfraccion insoluble de invierno present6 el mayor
contenido en proteinas (22,5 %) respecto a las otras subfracciones.

Estos resultados son inéditos, constituyendo los primeros que describen los
constituyentes de la porcién fibrilar de las paredes celulares de las frondas de

Undaria pinnatifida colectada en las costas de la region central del GSJ.
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Figura 7.5. Resultados de la cuantificacién de los principales componentes de la
porcion fibrilar de las paredes celulares de las frondas de Undaria pinnatifida

colectada durante el verano e invierno, en las costas de Comodoro Rivadavia.

Los componentes de la pared celular de las algas y plantas estan sometidos a
diversas investigaciones, debido a su alto valor econémico dentro de las
industrias del papel, los alimentos y las fibras; ademas se proyectan distintas
aplicaciones futuras como biocombustibles, nutracéuticos y productos
farmacéuticos (Niklas, 2004).

Al igual que en [ridaea undulosa, alga roja colectada en las costas de Puerto
Deseado a 294 km al sur de Comodoro Rivadavia, la porcion fibrilar de la pared
celular de U. pinnatifida probablemente esta constituida por glicoproteinas. Estos
agregados macromoleculares desde el punto de vista cuali-cuantitativo,
resultaron ser la parte mas importante de la porcién fibrilar (Flores et al., 1997;
2000). Es posible que los amino4cidos formen zonas que complejan las fibrillas de
celulosa, que facilitarian el entrecruzamiento con otras fibrillas de celulosa u
otros polisacdridos fibrilares de la pared celular (Flores et al., 1997; 2000).
Ademas, los compuestos fendlicos, entre ellos los florotaninos se encuentra en la
pared celular formando complejos con los polisacaridos estructurales (Arnold y
Targett, 2003).

En las algas pardas los alginatos estan presentes como componente de la matriz

de la pared celular y también lo encontramos en las regiones intercelulares. Su
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funcién biolégica es principalmente estructural, lo que le otorga a las algas la
fuerza mecanica y la flexibilidad necesaria para resistir el movimiento del mar

(Plaza-Cazén et al., 2014).

7.6. Extraccion de fucosterol y fucoxantina de Undaria pinnatifida

mediante Fluido Supercritico (FSC)

Los distintos sistemas cromatograficos planteados (ver Capitulo 4), en el estudio
preliminar para la extracciéon de fucosterol y fucoxantina, demostraron que el
extracto de ciclohexano y las distintas fracciones purificadas mediante resinas de
adsorcién, contenian fucosterol y fucoxantina, por lo que no fue posible la
separacion de estos metabolitos por estos sistemas.

Es por esto que se estudid la posibilidad de la extraccién y purificacion de estos
metabolitos mediante Fluidos Supercriticos.

La extraccion de fucosterol y fucoxantina, de las frondas secas y molidas de U.
pinnatifida colectada en primavera, se realiz6 en dos etapas, mediante una
estancia de investigacién en la Universidad Paris Descartes (Francia) en el marco
del proyecto internacional ChemBioFight FP7 IRSES.

1. Extraccion de esteroles a menor presion.

2. Extraccion de fucoxantina y otros pigmentos con la adicién de un co-disolvente
(etanol 5 %) a alta presién para mejorar recuperacion.

Paralelamente a las extracciones con COgz supercritico, los compuestos
insaponificables se extrajeron con una solucién etandlica de hidréxido de potasio
y hexano y posteriormente fueron cuantificados.

Las condiciones 6ptimas para la extraccion del fucosterol mediante FSC, fueron
obtenidas en un ensayo preliminar con Lessonia vadosa, en la que se pudo
obtener fracciones enriquecidas en este metabolito (Becerra, 2016); ademads estas
muestras fueron usadas de referencia para poder compararlas con las fracciones

obtenidas de U. pinnatifida mediante el mismo método de extraccion.
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7.6.1. Etapa 1: extraccién de esteroles

Se realizé la extraccion con COz supercritico a partir de 0,5 kg de frondas secas y
reducidas a polvo, a 50 °C y 18 MPa de presion, con el propodsito de evitar la
extraccion de los distintos pigmentos presentes en la muestra.

En esta etapa la extraccion con CO2 supercritico se realizé en presencia de etanol,
el cual no se encontraba en contacto con la materia prima ya que sirvié para
evitar la cristalizaciéon del extracto y recuperar todo el extracto de los
separadores.

Durante la extraccion se estudiaron dos parametros: la cantidad de celulosa
necesaria para colocar en el extractor (cuya capacidad es de 2 1); este parametro
limita la extraccion de los pigmentos y el arrastre de la muestra en estudio. El
segundo parametro considerado fue la proporcion de CO2 por kg de material algal
seco. En la Tabla 7.3 se presentan los detalles correspondientes.

Tras probar distintas extracciones combinando los parametros mencionados en
parrafos anteriores, se efectué una estandar de hasta 11 kg de COqo/kg de las
frondas reducidas a polvo, utilizando 30 % de celulosa/volumen total (2 1. A
partir de ella se obtuvieron los extractos F1 y Fla (Figura 7.6).

F1 una vez disuelto en acetona, fue de color amarillo-naranja (sugiriendo que la
fraccién se encontraba enriquecida en esteroles). El uso de 30 % de celulosa y 18
MPa resulté adecuado en esta etapa de extraccion, debido a que se obtuvo un
extracto con la caracteristica buscada, es decir libre de clorofilas y derivados. En
nuestro caso, el rendimiento de la extraccién fue superior (0,85 %) al de Lessonia

vadosa, cuyo valor comprendié entre 0,15 a 0,17 % (Becerra, 2016).

7.6.2. Etapa 2: extraccién de fucoxantina con un codisolvente a partir del

residuo de la etapa 1
En la extraccion con COz se inyecté previamente etanol como codisolvente. Este

proceso permitid mejorar la extraccion de los pigmentos, entre ellos la

fucoxantina.
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La fucoxantina presente en diversas especies de algas pardas, entre ellas en U.
pinnatifida, es un metabolito secundario perteneciente a los carotenoides. Debido
a su mayor peso molecular respecto al fucosterol, la extraccion por CO2
supercritico se llevé a cabo a una mayor presién para garantizar su maxima
recuperacion.

A partir del residuo de la primera extraccion, se trabajé con hasta 40 kg de
COg/kg del alga reducida a polvo, y 30 % de celulosa/volumen total (2 1) con una
presién de 29 MPa y 5 % de EtOH de 96°, obteniéndose el extracto F2 (Figura
7.6). Cabe destacar que el extracto obtenido a alta presién (F2), con el
codisolvente fue de color verde oscuro, esto evidencié la abundante presencia de

pigmentos.

r' P
. Undaria pinnatifida

Extraceion con CO2
18 MPa/ 50 °C

Extracto con COE, - Marco
relacion 11(F1)

Extracto con COs, Extraccién con COz

relacién 11 a 15 (Fla) EtOH 96" (5 %)
20 MPa/ 50 °C

Extracto eon CO-2,
EtOH, relacién 40
(F2)

Figura 7.6. Protocolo de extraccién mediante Fluidos Supercriticos (FSC) de
fucosterol y fucoxantina de Undaria pinnatifida colectada en las costas de

Comodoro Rivadavia en la estacién primavera.

Por otra parte, cabe destacar que la extraccién del alga con hidréxido de potasio
etandlico produjo un rendimiento mucho mas bajo que el obtenido con COq

supercritico (Tabla 7.3).
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Tabla 7.3. Rendimiento, condiciones y parametros determinados en la extraccion
de fucosterol y fucoxantina con COgz supercritico de U. pinnatifida colectada en

primavera en Comodoro Rivadavia.

Extracto Celulosa Relacién Presién Codisolvente Rendimiento
(%) COz (MPa) (%)
(kg/kg)
F1 30 0-11 18 - 0,68
Fla 30 11-15 18 - 0,17
F2 30 0-40 29 EtOH 96° (5 0,49
%)
Insaponificable de KOH etandlico 0,30

7.6.3. Caracterizacién preliminar de las fracciones obtenidas mediante FSC

Para evaluar preliminarmente las fracciones obtenidas por FSC, se utilizé una
cromatografia en capa delgada (TLC) sobre Silicagel G60 Fzs4, con cloroformo —
éter dietilico (9:1) como fase mévil. Como referencia se empleé una fraccién del
extracto de Lessonia vadosa analizada previamente (Becerra, 2016). El
cromatograma se revel6 a la luz natural y al UV (a 254 y 365 nm), seguido de la
utilizaciéon del reactivo vainillin-sulftrico y calentamiento.

La Figura 7.7 presenta el cromatograma obtenido, revelado con luz natural (a) y
tras la aplicacién del reactivo indicado en el parrafo anterior (b).

En la Figura 7.7.a se puede observar fundamentalmente en F2, un compuesto de
intenso color amarillo-anaranjado antes de revelar, el cual tras el revelado con
vainillin-sulftrico se colore6 de azul (Figura 7.7.b). Este metabolito,
probablemente fucoxantina (Rf= 0,07), practicamente no se visualizé en F1 ni
tampoco en el extracto de L. vadosa empleado como referencia; evidentemente en
ellos la proporcién era muy baja.

Por otra parte, en F2 fue posible también evidenciar a la luz natural y tras el uso
del revelador, las clorofilas que corrieron muy cerca del frente del solvente, con Rf
de 0,88 (Figura 7.7.a, b).

En cuanto al compuesto separado con Rf de 0,47 (Figura 7.7.b), por bibliografia se

corresponde con el fucosterol. Ademas se visualizé otro compuesto de Rf= 0,39 el
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cual se corresponde con el 24-metilén colesterol. Sanchez-Machado et al. (2004)

destacaron la presencia de este tltimo metabolito en U. pinnatifida.

CHCER20 (WY)

a CHCIVELO (/1) b
W cloroma® bt
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Figura 7.7. Cromatograma obtenido sobre Silicagel G60 con éter-cloroformo (1:9)
como fase moévil, de extractos de U. pinnatifida obtenidos mediante fluido
supercritico, en comparacion con el obtenido de Lessonia vadosa. a, revelado a la
luz natural; b, revelado con vainillin—sulftrico. (F1, Fla, extractos obtenidos a 18

MPa; F2, extracto recuperado a 29 MPa).

En sintesis, la extraccion de las frondas de U. pinnatifida con CO2 supercritico
permitié obtener extractos enriquecidos en fucosterol, cuyo rendimiento fue del
0,68 y 0,17 % para las fracciones F1 y Fla, respectivamente. Ademas, bajo estas
mismas condiciones fue posible extraer otro esterol, el 24-metilén colesterol.

No obstante, si bien las condiciones empleadas habian sido 6ptimas para extraer
fucosterol con buen grado de pureza de Lessonia vadosa (Becerra, 2016), para el
caso de U. pinnatifida ademas de extraer esteroles también se extrajeron otros
compuestos, sobre todo pigmentos en cantidades destacables.

Mediante CG-MS fue posible confirmar la presencia de fucosterol en los extractos
F1, Fla y el extracto de hidréxido de potasio etandlico. Ademas en este ultimo
también se identificé la presencia de 3-eicoseno y acidos grasos libres como el
acido palmitoléico, araquidénico, linoleico, linolénico y oleico. La deteccion de la

fucoxantina y otros pigmentos no es posible por este sistema.
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Las algas pardas (Phaeophyceae) han sido ampliamente estudiadas por su
contenido en clorofilas, esteroles, carotenoides, entre otros, mostrando efectos
beneficiosos sobre la salud en modelos animales (Stengelet al., 2011). De las
actividades evidenciadas, cabe destacar la hipoglucemiante, la capacidad
antioxidante, antihipertensiva y antiobesidad (Okada et al., 2011; Lee, 2012;
Fung et al., 2013; Tong et al., 2015).

Se ha observado que la fucoxantina disminuye el nivel plasmatico de los lipidos y
de la glucosa (Woo et al., 2010). Estudios recientes de Grasa-Loépez et al. (2016)
demostraron que este pigmento obtenido de U. pinnatifida previene la
acumulacion excesiva de lipidos reduciendo la inflamacién y la resistencia a la
insulina. Las investigaciones in vitro e in vivo van en aumento y sugieren que la
fucoxantina, debido a su estructura quimica caracteristica tiene efectos
beneficiosos en la salud por su propiedad antioxidante (Sachindra et al., 2007;
Riccioni, 2012; Tanaka et al., 2012; Grasa-Lépez et al., 2016).

En cuanto a la propiedad antiobesidad, también ha sido atribuida a la
fucoxantina, siendo éste uno de los carotenoides mas abundantes encontrado en
algas pardas (Phaeophyta) y en diatomeas (Bacillariophyta) (Peng et al., 2011).
Respecto del fucosterol, Bang et al. (2011) lo aislaron de las frondas secas y
molidas de U. pinnatifida y demostraron que inhibe la diferenciacion
osteoclastica, de modo dosis dependiente sin efecto citotéxico, evidenciando una
actividad potencial de este metabolito contra la osteoporosis.

Los esteroles tales como fucosterol, a-tocoferol y 24-metilén colesterol presentes
en U. pinnatifida colectada en Nueva Zelanda, mostraron variaciones
estacionales, presentando altas concentraciones durante el invierno (Boulom et
al., 2014).

Los resultados alcanzados en este trabajo de tesis muestran la potencialidad del
alga como fuente de esteroles y pigmentos, sugiriendo la necesidad de
profundizar estos estudios para alcanzar una separaciéon y purificaciéon optima

que permita obtenerlos con un rendimiento y pureza apropiados.
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7.7. Conclusiones

La obtencion del NaAlg se efectué usando una metodologia practica cuyo
rendimiento mostré una variabilidad estacional con un minimo de un 40 % en
otono y un maximo del 62 % en verano, sin embargo se sugiere nuevas
condiciones para favorecer una mejor calidad de los productos obtenidos.

La viscosidad aparente de la solucion del alginato de sodio preparada al 1 % p/v
de la cuatro estaciones mostraron valores menores al 50 cP siendo estos valores
interesantes desde el punto de vista de la conservacién ya que permite que se
puedan almacenar a temperaturas entre 10 a 20 °C sin observarse cambios por
hasta tres anos.

La cuantificacion de los alginatos mostr6 la presencia de grupos sulfatos como
parte de su estructura molecular, siendo el producto de verano el de mayor
proporciéon. La composicion de acidos urdnicos mostrdé una variaciéon estacional
siendo mayor en verano, lo que se correlacioné con su peso molecular aparente
(MWa). En los productos de verano e invierno el 4cido D-manurénico fue
mayoritaria con respecto a primavera y otono, en tanto que la porcién de acido L-
gulurdnico fue idéntica en todas las estaciones. Estos datos son de interés para
las posibles aplicaciones de los alginatos. Las proteinas y los fenoles estuvieron
presentes en todas las estaciones en bajas proporciones, siendo el producto de
primavera y otonio el que presentdé mayor purificacion.

El analisis de péptidos del extracto metandlico de las frondas colectadas en
primavera, realizado por HPLC en columna de fase reversa, mostré dos péptidos
cuyas estructuras presentan probablemente aminoacidos aromaticos tales como
fenilalanina o triptéfano en un caso y tirosina en el otro, como constituyentes.
Para un estudio mas profundo, sera necesario realizar un proceso de purificacion
preparativo, que permita obtener las cantidades necesarias de material para
realizar estudios de elucidacion estructural y bioactividad, que exceden este
trabajo de tesis.

El perfil metabdlico de los extractos etandlicos de primavera e invierno a
temperatura ambiente y 70 °C, obtenido por H-RMN determiné la presencia de

manitol y alanina en todas las muestras en tanto que la glicina se detectd sélo en
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los extractos de invierno. El método analitico propuesto se puede considerar para
1dentificar condiciones de estrés, tal como la deshidratacion a la que esta
expuesta U. pinnatifida.

La porcién fibrilar de la pared celular de las frondas de U. pinnatifida colectada
en verano e invierno mostré la presencia de hidratos de carbono, proteinas y
compuestos fendlicos.

La extraccion de las frondas de U. pinnatifida colectada en primavera, con COq
supercritico bajo distintas condiciones de presion permitié obtener extractos
enriquecidos en fucosterol, ademas de 24-metilén colesterol y pigmentos. Se
propone continuar su estudio para la obtencién de fucosterol y fucoxantina por

sus aplicaciones en la industria farmacéutica.
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Las actividades bioldgicas del extracto alcohdlico total de las frondas de U
pinnatifida colectada en Bahia Bustamante (FABB) fueron evaluadas mediante
los ensayos de actividad antioxidante e inhibicién radicular, cuyos resultados se

muestran a continuacion.

La capacidad atrapadora de radicales libres mediante el ensayo del DPPH,
evidencié que el extracto alcohdlico FABB, present6 una actividad antioxidante
interesante con un SCso de 143 pg/ml, estos resultados condicen con los obtenidos
por otros investigadores, en la que han informado que los extractos metandlicos
de las frondas, estipe y esporofilo de U. pinnatifida inhibian al DPPH en un 36 y
37 %, respectivamente (Yan et al., 1999).

Dentro de los metabolitos con actividad antioxidante presentes en U. pinnatifida
se destaca a la fucoxantina (Yan et al., 1999). La misma puede ser extraida, junto

con carotenoides oxigenados, con etanol (Yan et al., 1999; Kanda et al., 2014).

Se trabajé con dos diluciones (0,05 y 0,5 %) del extracto crudo (FABB), cuyos
resultados fueron interesantes ya que para la dilucién preparada al 0,05 % se
obtuvo un 34,7 + 0,3 % de inhibicién del desarrollo radicular mostrando un
promedio de longitud de la raiz mas larga de 5,55 + 0,3 cm. Para la dilucién diez
veces mas concentrada, es decir preparada al 0,5 %, la inhibicién fue del 83,5 +
0,9 %, con un promedio de longitud de la raiz mas larga de 1,4 + 0,3 cm.

Ademas se observé una protuberancia en una raiz, semejante a las producidas
por el control positivo vinblastina, un antitumoral ampliamente utilizado como
antineoplasico, que se une al mondémero beta de la tubulina y con ello evita la
facultad de los mondémeros alfa y beta de formar el dimero y dar origen al
polimero de tubulina; por lo que bloquea el proceso de mitosis y provoca que el
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ciclo celular se detenga en la metafase con dispersiéon y desorganizacion del
material cromosémico (Lucas et al., 2010).

La Figura 8.1.a. muestra las placas con los resultados observados, mientras que
en la Figura 8.1.b. se presentan en forma comparativa la raiz mas larga de cada
dilucién de la FABB, la obtenida con el control positivo (+) vinblastina y la del

control negativo (), agua corriente.

== I
(8] “

Figura 8.1. a. Placas resultantes del estudio de inhibicion radicular de FABB de
U. pinnatifida; b. Comparacion de las raices mas largas del control negativo agua
potable (-) con las dilucién 0,05y 0,5 % de la FABB de U. pinnatifida y el control

positivo vinblastina (+).

Estos resultados, los cuales presumen actividad antitumoral, condicen con los
descriptos por otros investigadores en donde han descripto a U. pinnatifida con
efectos antitumorales, ademés de actividad anticoagulante (Han et al., 2002).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo de algas marinas en
Japén es un factor de proteccién contra algunos tipos de cancer (Carper, 1989),
igualmente resultados in vivo senalan que la administracion de extractos de
algas marinas en animales de experimentaciéon suprime la carcinogénesis

(Funahashi et al., 2001)
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Dentro de los metabolitos bioactivos presente en algas pardas, la fucoxantina ha
mostrado tener efectos beneficiosos sobre la quimioprevencion del cancer, ya que
inhibe el crecimiento de células de neuroblastoma humano GOTO (Okuzumi, et
al., 1990), la carcinogénesis intestinal en experimentos con animales (Okuzumi et
al., 1993; Kim et al., 1999), y la apoptosis inducida en células de leucemia
humana HL-60 (Hosokawa et al., 1999).

Nuestros resultados y apoyados en bibliografia nos motivaron a profundizar los
estudios sobre los distintos metabolitos presentes en los extractos. La posible
presencia de fucoxantina presente en el extracto alcohélico analizado explicaria,

al menos en parte, la actividad antitumoral detectada.

En base a los resultados obtenidos en la muestra colectada en Bahia Bustamante
y presentada en la seccién anterior se profundizan los estudios de bioactividad
utilizando distintos ensayos primarios y secundarios sobre los extractos
etanélicos a distintas temperaturas y del alginato de sodio purificado de U.
pinnatifida colectada en las costas de Comodoro Rivadavia durante las cuatro

estaciones.

La evaluacion biolégica primaria citotoxica mediante el Test de la Artemia salina
(BST = Brine Shrimp Test) de los extractos etandlicos (EOH1 y EOH2) de U.
pinnatifida colectada estacionalmente en Comodoro Rivadavia mostraron en
general una importante actividad citotéxica, observandose una elevada
mortalidad, en las concentraciones habituales de prueba (1000, 100 y 10 pg/ml),
por la accién toxica de los extractos analizados. Por tal motivo, se analiz6 un
perfil de concentraciones de extracto méas bajo (250, 25 y 2,5 pg/ml). El grado de

toxicidad, segin el porcentaje de muerte de los nauplios es expresado
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generalmente como CLso (concentracién que causa la muerte, letalidad, del 50 %
de los organismos expuestos a la sustancia).

En el caso del alginato de sodio se analizaron concentraciones habituales para
este test de 1000, 100 y 10 pg/ml.

La Tabla 8.1 y Tabla 8.2 muestran las CLso y los porcentajes de mortalidad de los
nauplios de cada concentracién evaluada, en los extractos alcohodlicos y NaAlg,
con respecto a una poblacion control, las mismas fueron calculadas de acuerdo a
la siguiente expresion:

. ] . Y. nauplios muertos
% de mortalidad de Artemia salina = S total de nauplios x 100

Tabla 8.1. Porcentaje de nauplios muertos y CLso debido a la actividad citotéxica
de los extractos EOH1 (extractos alcohélicos a temp. ambiente), EOH2 (extractos

etanolicos a 70 °C) de las cuatro estaciones.

Estacion | Extracto Concentracién y CLso Limite de
etandlico % de nauplios muertos pg/ml, confianza 95%
250 pg/ml 25 png/ml 2.5 ng/ml 24h inferior = superior

primavera  EOH1 64,5+5.,6 46,7+5,6 26,7+5,6 41,76 10,48 326,65
EOH2 66.67+15.2 50,010 26,7+£5,7 32,97 8,29 176,82

verano EOH1 70,0+ 17,3 43,33+ 5,7 20,0x10 46,55 19,43 146.4
EOH2 1667+57 667+57 0 > 1000

otofio EOH1 83,33+11,5 36,7+57 233+57 2961 12,97 70,44
EOH2  83,33+57 53,3+57 2627+57 16,75 6,19 39,13

invierno EOH1  66.67=577 400+10 16,06+53 5944 2369 23544
EOH2 26,67+ 5,7 17.04+5,1 6,06+5,1 =1000

Los valores obtenidos de la CLso de cada muestra fueron analizadas segin el
grado de actividad, ya que su magnitud esta clasificada en distintas categorias
segtn la actividad citotéxica que presentan (Tabla 8.3).

Los extractos etandlicos EOH1, EOH2 y el NaAlg de todas las estaciones
presentaron un comportamiento dosis dependientes, es decir, a mayor
concentracion mayor fue el porcentaje de organismos muertos debido al efecto
citotéxico (CLso). El EOH2 de otofio presenté una elevada toxicidad comparada
con primavera, en tanto que las estaciones verano e invierno no presentaron
actividad citotéxica. Los extractos EOH1 de todas las estaciones mostraron tener

interesantes actividad bioldgica.
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El NaAlg de otono no mostré citotoxicidad en tanto que el de primavera resulto

tener una actividad citotdxica interesante.

Tabla 8.2. Porcentaje de nauplios muertos y CLso debido a la actividad citotéxica
del NaAlg (Alginato de sodio) obtenido a partir de las frondas de U. pinnatifida

colectada estacionalmente en las costas de Comodoro Rivadavia.

Estaciéon | Alginato Concentracién y CLso Limite de
de sodio % de nauplios muertos pg/ml, confianza 95%
1000 pg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 24h inferior superior
primavera NaAlg 86,67+572 46,67+55 23,33+116 107,43 47,76 229,13
verano NaAlg 50,0+10,0 36,67+5,1 10,0+1,0 842,12 36,42 136,53
otofio NaAlg 63,33+£9,43 430+£471 27,0+£4,71 > 1000
invierno NaAlg 50,01+£10,0 30,0+10,0 13,33+5,77 892,52 52,16 126,83

Los valores de la CLsy de los extractos alcohédlicos (EOH1 y EOH2) fueron
comparados con un estudio realizado sobre diferentes algas pardas, entre ellas
Dictyota indica, (141 npg/ml), Dictyota hauckiana (524 pg/ml) y Dictyota
dichotoma var. Velutricata (812 ng/ml), en el que se destacé el extracto de
Dictyota indica por presentar una actividad importante sobre A. salina (Ayesha

et al., 2010).

Tabla 8.3. Clasificacion de la actividad citotéxica de acuerdo al CLso segun
McLaughlin et al., 1998
CLso (ug/ml) Clasificacién

> 1000 No activa (NAC)
30 — 1000 Activa (AC)
<30 Muy activa (MAC)

Dentro de nuestro grupo de investigacion, los estudios realizados por Becerra
(2016) demostraron que la actividad citotéxica frente a la Artemia salina del
alginato de sodio purificado de Lessonia vadosa evidencié citotoxicidad
importante (CLso 168,5 pg/ml), la cual podria deberse al menos en parte al aporte
del bloque GG (homopoligulurénico), dado que el mismo presenté valores de

citotoxicidad destacables respecto a los bloques MM y GM. Asimismo estos
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resultados demostraron que la estructura del polisacarido completo ejerce su
efecto mas marcado que cada uno de sus bloques por separado.

Los antecedentes mencionados en el parrafo anterior nos permitieron resaltar la
actividad citotoxica del NaAlg de primavera, por lo que la CLso fue promisoria

para continuar con otros ensayos bioldgicos.

Las capacidades metabdlicas y fisiologicas de los organismos marinos que les
permiten sobrevivir en un habitat complejo les otorgan un enorme potencial para
la sintesis de diversos metabolitos Uinicos que no se encuentran en ambientes
terrestres. Asi, los organismos marinos y particularmente los invertebrados
sésiles han sido reconocidos como una fuente atractiva de potenciales compuestos
farmacéuticos (Faulkner, 2002).

Entre estos organismos, las algas son una de las fuentes mas ricas en nuevos
compuestos bioactivos (Blunt et al., 2006). Por otro lado, se ha encontrado que
varias especies de algas marinas producen metabolitos secundarios con actividad
antitumoral (Blunt et al., 2006).

En nuestro caso, el ensayo de inhibicién de la elongacion de las raices de trigo
mostré resultados interesantes para la mayor concentracion del alginato de sodio
de las cuatro estaciones, sugiriendo una potencial actividad antitumoral. Los
EOH2 al 0,05 % de las cuatro estaciones generaron estimulaciéon en el
crecimiento radicular, este mismo efecto fue detectado en las restantes muestras
de otofio y en el NaAlg de invierno (Tabla 8.4). En el EOH1 de primavera se
observaron raices mas finas que las producidas por el control positivo vinblastina,
un antitumoral de amplia utilizacién. Posiblemente la caracteristica particular de
las raices sometidas al extracto se deba a mecanismos de citotoxicidad distintos
al de la vinblastina.

En esta tesis para evaluar la actividad antitumoral se tom6 como patrén positivo
la vinblastina que es un antimitético derivado de la planta de la vinca,
Catharanthus roseus (Cutts et al., 1960), que actia mediante la unién a la

subunidad B de la tubulina cerca del sitio de unién de GTP, Guanosin trifosfato,
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(Rai y Wolff, 1996) y con ello evitan la facultad de los monémeros alfa y beta de
formar el dimero y dar origen al polimero de tubulina, por lo que las células se
inhiben en la prometafase de la mitosis (Checchi et al., 2003; Correia y Lobert,
2001).

Ensayos primarios sobre la actividad antitumoral que presentan las algas
demuestran que los mismos se correlacionan con ensayos especificos; es asi como
Yuan y Walsh (2006) estudiaron la actividad antiproliferativa de extractos de
Palmaria palmata, Laminaria setchellii, Macrocystis integrifoli, Stypopodium
zonale y Nereocystis luetkeana. Dentro de ellos el extracto de Stypopodium
zonale demostré tener gran actividad citotéxica contra la linea celular de
melanoma humano (Rocha et al., 2007); ademés se ha descripto que los
polisacaridos extraidos de Sargassum stenophyllum inhibieron la migraciéon y la
viabilidad de las células de melanoma humano in vitro e in vivo (Dias et al.,

2005).
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Tabla 8.4. Actividad inhibitoria del desarrollo radicular de trigo del EOH1, EOH2
y alginato de sodio purificado (NaAlg), obtenidos a partir de las frondas de U.

pinnatifida colectada estacionalmente.

Muestra  Extracto Concentracion % de Observaciéon
inhibicién
Primavera  EOH1 0,05 8,4+0,8 Raices débiles
0,5 26,1+ 0,2
EOH2 0,05 1,9+ 0,04 Estimulacién para
0,5 30,4 + 0,26 0,05 %
NaAlg 0,05 7,8+ 0,5
0,5 45,1 + 0,21
Verano EOH1 0,05 14,2 + 0,3
0,5 25,1+0,3
EOH2 0,05 3,1+0,1 Estimulacion para
0,5 26,1 +0,2 0,05 %
NaAlg 0,05 1,9+ 0,04
0,5 30,4 + 0,26
Otono EOH1 0,05 19,9+ 0,9 Estimulacién para
0,5 52,1+ 1,76 0,05 %
EOH2 0,05 15,8 £ 1,05 Estimulacion para
0,5 46,1+ 1,76 0,05 %
NaAlg 0,05 4,9+ 0,89 Estimulacién para
0,5 71,27 + 0,98 0,05 %
Invierno EOH1 0,05 9,3 +0,98
0,5 27,8+ 1,98
EOH2 0,05 18,8 £ 1,09 Estimulacién para
0,5 11,7+ 1,12 0,05 %
NaAlg 0,05 2,5+0,98 Estimulacién para
0,5 82.6 + 1,65 0,05 %

Los resultados obtenidos fueron promisorios para continuar con su estudio, y
para ello se efectué un ensayo especifico que nos permitié analizar uno de los
posibles mecanismos de la acciéon citotoxica, como es el de intercalaciéon en el
ADN, mediante el ensayo colorimétrico del metil green-ADN (MG-ADN) (ver
Capitulo 5). El alginato de sodio de primavera, verano e invierno fueron

analizados en concentraciones de 1000, 100 y 10 pg/ml. En la Tabla 8.5 se
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muestran los resultados obtenidos, en la que se observa una disminucion del
porcentaje de inhibicién del alginato de sodio de primavera, por lo que se concluye
que su posible mecanismo molecular de accién es la intercalacion en el ADN.

Los extractos etandlicos no mostraron actividad interesante.

Tabla 8.5. Ensayo del metilgreen-ADN sobre alginato de sodio (NaAlg) de
primavera y verano de U. pinnatifida.

% de inhibicion

Estacion Muestra 10 pg/ml 100 pg/ml 1000 pg/ml
Primavera NaAlg 3,8 5,7 13,8
Verano NaAlg 0 0,31 3
Invierno NaAlg 0 0,45 5

Los resultados muestran que la actividad bioldgica de los polisacaridos obtenidos
del alga varian con la estacién de colecta y las condiciones ecoldgicas locales,
probablemente debido a una variacién en la composicion de los mismos.

Los polisacaridos naturales desempenan un papel relevante en aplicaciones
biomédicas y farmacéuticas, particularmente en el campo de desarrollo de
farmacos, por su biocompatibilidad intrinseca y su bajo costo potencial
(Laurienzo, 2010). Nuestros resultados muestran la importancia de considerar

las variaciones espacio temporales para la obtencién de estos polisacaridos.

El resultado de los extractos etanélicos obtenidos a distinta temperatura (EOH1
y EOH2) y alginato de sodio de las cuatro estaciones no presentaron actividad
antibacteriana ante las cepas ensayadas. Diversos autores mencionan que la
actividad biolégica mostrada por extractos de los organismos marinos depende
tanto de factores bidticos como abidticos, entre los que se encuentran la
temperatura, la salinidad y la localizacién geografica, entre otros factores. Otros
autores atribuyen que la actividad antibacteriana de las algas marinas se deben
fundamentalmente a la presencia de florotaninos y estos tienen una actividad

mayor a los taninos extraidos de distintas especies terrestres (Wang et al., 2009).
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En nuestro estudio el bajo contenido de compuestos fendlicos en las distintas
muestras evaluadas (ver Capitulos 6 y 7, cuantificacién de compuestos fendlicos)

estaria relacionado, al menos en parte, con su nula actividad antibacteriana.

Los extractos alcohédlicos (EOH1 y EOH2) asi como el alginato de sodio de las
cuatro estaciones, mostraron una actividad antioxidante frente al DPPH de
moderada a baja (Tabla 8.6). El bajo % de inhibicién guarda relacién con los
resultados obtenidos por otros investigadores para la misma especie en estudio.
Yan et al. (1999) compararon extractos con distintos solventes de las diferentes
partes morfolégicas de U. pinnatifida (Tabla 8.7).

La temperatura es otro de los factores que deben ser tenidos en cuenta al
momento de evaluar la actividad antioxidante en extractos alcohdlicos, dado que
nuestros resultados mostraron que los EOH2 tuvieron una marcada diferencia en
su actividad con respecto a los EOH1.

Los ensayos sobre la actividad antioxidante de diferentes investigadores han
indicado que el contenido de compuestos fendlicos es el responsable de las
propiedades antioxidantes en extractos de algas (Karawita et al., 2005, Kuda et
al., 2005).

Al comparar nuestros resultados con el trabajo realizado por Mach et al. (2015)
en el cual investigaron el contenido fendlico en extractos y lo correlacionaron con
la actividad antioxidante de distintas algas, entre ellas FElisenia bicyclis, Hizikia
fusiformis 'y Undaria pinnatifida, destacaron que ambos ensayos son
directamente proporcionales. La especie Eisenia bicyclis presenté una importante

capacidad antioxidante, con respecto a las otras especies.
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Tabla 8.6. Actividad antioxidante (DPPH) de los extractos alcohélicos y alginatos

de U. pinnatifida colectada estacionalmente.

Estacion Muestra Absorbancia % de inhibicién

primavera EOH1 0,8654 + 0,04 1,48
EOH2 0,7112 £ 0,02 18,10
NaAlg 0,6948 £ 0,02 16,80*
verano EOH1 0,8197+ 0,02 2,09
EOH2 0,7341+£0,02 13,98
NaAlg 0,7427+0,03 17,60 *
otono EOH1 0,8123 + 0,02 1,55
EOH2 0,7224 +£0,03 12,05 *
NaAlg 0,755 + 0,04 4,96
Invierno EOH1 0,8187+0.02 3,09
EOH2 0,7453 + 0,03 20,01
NaAlg 0,7057+0,02 11,96 *
*muestras realizadas con distintos blancos

Tabla 8.7. Actividad antioxidante (DPPH) de extractos obtenidos de diferentes
partes morfolégicas de U. pinnatifida colectada en Japén (Yan et al., 1999).

Cloroformo (CHCl3), etanol acuoso (EtOAc), acetona (Me2Co), metanol (MeOH).

Parte morfolbgica % de inhibicion

CHCls EtOAc Me2Co MeOH
Fronda 23 6 13,2 36,4
Esporofilo 23,5 5,4 8,3 51,1
Estipe 10,4 - 4,2 36,9

Otro metabolito presente en extractos etandlicos de U. pinnatifida es la
fucoxantina cuya actividad antioxidante (Yan, et. al., 1999) podria contribuir a
los resultados obtenidos en esta tesis.

En el estudio preliminar sobre la actividad antioxidante (muestra colectada en
Bahia Bustamante, seccién 8.1.1) el resultado fue superior con respecto al EOH1,
ambas de primavera. Esta diferencia, podria ser atribuida a la variaciéon de
temperatura que se registran en los puntos de colecta de las muestras que se
tomo para esta tesis, ya que este factor esta fuertemente relacionado con el ciclo
de vida de U. pinnatifida. En el GSJ la temperatura presenta una distribucién

horizontal en los diferentes niveles de profundidad y que corresponde en general
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a un gradiente que va en aumento en direccidon sur-norte, siendo las
temperaturas extremas las que se dan en aguas superficiales costeras, y son las
que normalmente soportan las algas del sector intermareal (Ferndndez et al.,
2007).

Por otra parte, la mayor actividad antioxidante de los alginatos correspondié al
producto de verano y este resultado concuerda con lo obtenido en la cuantificacion
de grupos sulfatos; se ha demostrado que los polisacaridos sulfatados de algas
pardas desempenan también un papel importante como antioxidantes. Nuestros
resultados demuestran que los grupos sulfatos presentes en el alginato de sodio

de verano (40,7 %) contribuyen, al menos en parte, a la actividad evaluada.

La Agencia Internacional para Investigacién en Cancer (IARC) ha estimado que
en el 2002 hubo 10,9 millones de casos nuevos de cancer y cerca de 7 millones de
muertes por cancer en todo el planeta. Estas cifras representan un incremento de
22 % en la incidencia y mortalidad por cancer en comparaciéon con las cifras de
1990. Segin la OMS el numero de casos se elevara a 15 millones para el 2020
(Parkin, 2002)

El cancer es una enfermedad progresiva y mortal si no es detecta en etapas
iniciales de su aparicién. El tratamiento adecuado es fundamental para detener o
erradicar el cancer. Desafortunadamente, los medicamentos y las terapias que se
utilizan no son completamente efectivas, y ademéas de su alto costo econdémico,
producen diversos efectos secundarios que desgastan al paciente tanto fisica como
emocionalmente. Los distintos farmacos usados como anticancerigenos actian
tanto en células normales como anémalas.

La busqueda de nuevas moléculas con potencial actividad anticancerigena a
partir de productos naturales es un campo vigente. En este proceso, la valoracién
de la citotoxicidad in vitro sigue siendo una herramienta valida y tutil en las
primeras etapas de seleccion de compuestos promisorios, que los grupos de

investigacion basica utilizan ampliamente.
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Para dar solidez a las valoraciones es necesario disponer de un panel de lineas
celulares que represente diversos tipos de tumores, y conocer su sensibilidad a
agentes con accién citotéxica demostrada (Leén et al., 2006).

Los resultados previamente obtenidos nos llevaron a evaluar el efecto
antiproliferativo del alginato de sodio de primavera a distintas concentraciones
(ver Capitulo 5) frente a lineas celulares derivadas de cancer de mama (CMF-7) y
colon (Caco-2) ambas obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC).
En este trabajo de tesis se consideraron activas las muestras que presentaron
porcentajes de viabilidad inferiores a un 50 % (Cobs-Rosas, et al., 2015).

El fundamento del método de reduccion de la resazurina, se basa en el hecho que
al ser metabolizada por células viables, genera un metabolito irreversible
altamente fluorescente conocido como resorufina, permitiendo de esta manera la
deteccién del crecimiento celular por fluorometria (Escobar, 2007). Una de las
ventajas de utilizar resazurina es que las células que son usadas con este
colorante pueden ser utilizadas para otros experimentos, puesto que el colorante
no es toxico para las células (O’Brien, 2000). Aprovechando esta caracteristica, en
este estudio fue posible observar el efecto antiproliferativo que posee el alginato
de sodio de primavera.

El alginato de sodio de primavera presenté una actividad importante sobre las
células tumorales MCF-7, exhibiendo a 1 mg/ml, con una inhibicién de la
proliferacion celular del 75 % la cual se mantuvo activa ain a una concentracién
de 500 pg/ml (Tabla 8.8). Si bien el porcentaje de inhibicién en las células Caco-2
fue del 61,6 % a una concentracién de 1 mg/ml (Tabla 8.8) al graficar una curva
dosis respuesta se puede observar que la curva se encuentra un poco mas
desplazada hacia la derecha, esto indica que el NaAlg primavera ejerce una
menor afinidad sobre la linea celular Caco-2 en comparacién con MCF-7. (Figura

8.2).
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Tabla 8.8. Porcentaje de proliferacién de células de cdncer de mama (MCF 7)

sometidas a seis diluciones de alginato de sodio de primavera de U. pinnatifida.

Dilucién Promedio Desviacién Porcentaje Desviacion

RFU Estandar de Estandar
proliferacién (%)

1:1 683256,5 3107,8 24,8% 0,1%

1:2 982090,7 20563,6 35,7% 0,7%

1:4 1964125,9 54985,5 71,4% 2,0%

1:8 2533817,3 27275,5 92,1% 1,0%

1:16 2673937,1 43411,4 97,2% 1,6%

1:32 2745092,1 39300,6 99,8% 1,4%
DMSO 1% 2751154,3 28063,5 100,0% 1,0%
Control 2804485,4

Porcentaje de muerte por DMSO 1% fue de 1,9%

Tabla 8.9. Porcentaje de proliferacién de células de cancer de colon (Caco-2)

sometidas a seis diluciones de alginato de sodio de primavera de U. pinnatifida.

Dilucién Promedio Desviacion  Porcentaje  Desviacién
RFU Estandar de Estandar
proliferacién (%)
1:1 636663,7 5214,8 38,4% 0,3%
1:2 961794,3 13937,2 57,9% 0,8%
14 1340315,7 40727,0 80,7% 2,56%
1:8 1514529,2 48476,3 91,2% 2,9%
1:16 1544698,2 18142,3 93,1% 1,1%
1:32 1620182,0 13114,7 97,6% 0,8%
DMSO 1% 1659891,9 14022,8 100,0% 0,8%
Control 1709849,3

Porcentaje de muerte por DMSO fue de 1%
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Curva dosis respuesta de las células de cancer MCF-7 y
Caco-2 expustas al NaAlg primavera
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20 4
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Log de la concentracion

Figura 8.2. Curva dosis respuesta de las células de cancer de mama (MCF-7) y
colon (Caco-2) expuestas a distintas concentraciones de alginato de sodio (NaAlg)

de primavera.

El resultado obtenido se condice con los ensayos realizado por Funahashi et al.
(2001) en el que usaron un extracto acuoso del esporofilo de U. pinnatifida, que
mostré una significativa actividad antiproliferativa contra tres tipos de lineas
celulares de cancer de mama (MCF-7, T47D, y MDA-MB-231), a través de una
induccion de apoptosis. Posteriormente el extracto fue aplicado en ratas y reveld
una actividad supresora significativa en la carcinogénesis mamaria, sin toxicidad
en las células normales, este efecto demostré ser mayor comparado con agentes

quimioterapéuticos ampliamente utilizados contra el cancer mamario.

Se evalu6 la actividad del alginato de sodio de primavera sobre promastigotes y
amastigotes de varias especies de Leishmania (ver Capitulo 5) mostrando que
hasta una concentracion de 250 pg/ml no presenta actividad sobre las dos formas
evolutivas del parasito de L. infantum, L. amazonensis y sobre los macréfagas
murinos derivados de un sarcoma de células reticulares (J774).

La linea celular de macrofago J774 aislada de células reticulares se utilizé6 como

control positivo para la infecciéon con los parasitos utilizados en el ensayo. Los
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macrofagos son el principal blanco de la infeccion con promastigotes tanto in vivo
como In vitro, pero estos no son los unicos blancos, debido a que se ha reportado
infecciones en células epiteliales, neutréfilos y fibroblastos entre otras (Scout y
Hunter, 2002; Engwerda et al., 2004).

En nuestro grupo de investigaciéon se realizé esta misma actividad sobre el
alginato de sodio purificado y el fucosterol de Lessonia vadosa cuyo resultado
mostré que el fucosterol presenté una importante actividad antileishmania frente
a la forma amastigote intracelular en comparaciéon con el promastigote
extracelular de Leishmania amazonensis y L. infantum, y baja citotoxicidad
contra J774. En cuanto al alginato de sodio, el screening de actividad
antileishmania evidencié inhibicién, aunque poco relevante, para las formas
promastigotes de L. donovani y L. infantum. En el caso de L. amazonensis y
J774, no se observé inhibicién alguna. (Becerra, 2016).

La necesidad de buscar nuevas drogas y blancos terapéuticos frente a estas
patologias, hace necesario continuar con este tipo de estudios. Los productos

naturales constituyen una alternativa de investigacién (Croft y Coombs, 2003).

Al exponer a la hidratacion al bulbo de Al/ium cepa se produce una estimulacién
del crecimiento de las células apicales, lo cual permite la elongacion de las raices
de la planta. Sin embargo, cuando la exposicién se lleva a cabo en presencia de
sustancias organicas o inorganicas toxicas, la divisiéon celular de los meristemas
radiculares puede inhibirse, ya sea retardando el proceso de mitosis o
destruyendo las células. Este tipo de alteraciones generalmente impide el
crecimiento normal de la raiz y, por tanto, su elongacién (Fiskesjo, 1985).

Este efecto se estudi6 en forma indirecta, mediante la comparaciéon de la
elongaciéon de las raices de A. cepa expuestas a las distintas muestras con
respecto al control negativo. La cuantificaciéon se efectudé considerando dos
respuestas: el porcentaje de inhibicion del crecimiento de las raices expuestas al

compuesto, respecto a la longitud promedio de las raices del recipiente control
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(IM) y el diagndstico microscépico, para establecer el indice mitético y las
aberraciones cromosémicas que se presenten en el ciclo celular.

El ciclo celular regula la divisién celular y es fundamental tanto para generar
nuevas células en el desarrollo embrionario como para reemplazar las células
dafiadas en un o6rgano adulto. Se distinguen varias fases, en la fase Go o de
reposo las células permanecen sin dividirse, pero conservan la capacidad de
reiniciar el ciclo; en la fase G1 (gap 1) de presintesis, las células producen ARN y
proteinas; en la fase S se replica el ADN; en la fase G2 (gap 2) o de postsintesis el
nucleo se organiza para la division celular, que se produce en la fase M o de
mitosis. En la apoptosis se produce la activacion de enzimas que inducen la
condensacién de la cromatina y la fragmentaciéon del ADN, que conllevan a la

destruccién nuclear y citoplasmética (Figura 8.3).

G2, CICLO CELULAR G1
APOPTOSIS
o CELULAR

Figura 8.3. Ciclo celular y las distintas fases: Go. Fase de reposo; G1. Fase de

presintesis; S. Fase de sintesis; G2. Fase de postsintesis; M. Mitosis.

Para poder evaluar la actividad de citotoxicidad y genotoxicidad de los extractos
alcohdlicos y los alginatos obtenidos a partir de las frondas de U. pinnatifida se
prepararon dos concentraciones de cada una de las distintas muestras (Tabla

8.10)

290



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 8 - ACTIVIDAD BIOLOGICA Y APLICACIONES

Tabla 8.10. Concentraciones en las que fueron evaluadas los extractos y
productos obtenidos a partir de las frondas de U. pinnatifida colectada

estacionalmente. C1 y C2 son la minima y maxima concentracién de prueba.

primavera verano otofio invierno
Concentracién  EOHL EOQOH2 EOH1 EOH2 EOH1 EOQOH2 EOH1 EOH2
ue/ml C1 c2z 1 Cc2 Cci1 cC2 Cc1 c2 C1 c2 Cc1 cC2 Cc1 Cc2 Cc1 Cc2

960 2550 960 2110 880 2460 964 2450 962 2540 960 2110 964 2547 963 2111

concentracién Alginato de sodio (MaAlg)
primavera verano otofio Invierno
1 2 1 2 1 2 = 2
hg/mi 300 2440 902 2400 210 2398 920 2110

El crecimiento radicular de Allium cepa durante 72 h con las distintas muestras
y los controles empleados en el ensayo, mostr6 una mayor longitud al estar
expuesta con agua potable (control negativo, C-) y un menor crecimiento frente a
KsCr207 (control positivo, C+), en tanto que con todas las muestras ensayadas la
elongacién radicular fue variable con respecto a la concentracién utilizada. A
modo de ejemplo, en la Figura 8.4 se muestra el crecimiento radicular luego de
estar en contacto con la solucion de NaAlg de primavera a una concentracion de

2,44 mg/ml y con ambos controles.

Figura 8.4. Comparacién del crecimiento radicular de Allium cepa sometidas al
tratamiento con agua potable (C-), solucién de KoCr207, 32,29 pg/ml (C+) y NaAlg

de primavera, 2,44 mg/ml.
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Nuestros resultados mostraron que la inhibicion del desarrollo radicular de
Allium cepa por exposicién aguda a los extractos etanélicos (EOH1, EOH2) y al
alginato de sodio de U. pinnatifida fueron dosis dependiente, es decir, a mayor
concentracion menor fue el crecimiento radicular, por lo tanto mayor es la
inhibicién del crecimiento con respecto al control negativo.

El analisis del efecto de los extractos alcohdlicos y alginatos durante una parte
del ciclo celular mostraron una relacion directa en la inhibicion de la mitosis
normal de las células meristematicas radiculares, los cuales se vieron reflejados
en las distintas fases de la mitosis y el indice mitético (IM) en porcentajes
variables.

En términos generales, valores del IM inferiores al valor del control negativo
indican alteraciones inhibitorias, derivadas del o los metabolitos presentes en la
muestra. En tanto que, valores del IM superiores al control negativo indican un
mcremento en la division celular, mostrando un desorden en la proliferacion
celular, evidenciando la presencia de uno o mas metabolitos con potencial para
formacién de tejido tumoral (Morais y Marin-Morales, 2009).

En la Figura 8.5 el control positivo (K2CrzO7 32,29 pg/ml, IM = 1,02 %) mostré su
efecto sobre los procesos de reproduccion en las células de Allium cepa,
observandose un claro efecto inhibitorio. Los IM del control negativo fueron de
22,81 y 23,24 % para las muestras alcohdlicas de verano y los restantes extractos
y productos de las estaciones primavera, otofio e invierno, respectivamente.
Todas las muestras manifestaron una disminucion del IM a medida que aumenté
su concentracion y por lo tanto la inhibicién de la mitosis durante la division
celular. La mayor concentracién del extracto etanélico a 70 °C (EOH2, 2110
ng/ml) y el alginato de sodio de primavera (2440 pg/ml) mostraron valores de IM
de 4,86 y 5,32 %, respectivamente, lo que reveld6 una importante accién
inhibitoria sobre el proceso mitético, con un porcentaje de inhibicion del 79,09 y
77,11 % respectivamente, comparando con el control negativo (Figura 8.6). Los
extractos etanélicos a temperatura ambiente (EOH1) de las cuatro estaciones
mostraron un IM entre un 8 y 9 % a una concentracion de 2500 pg/ml
aproximadamente, estos valores corresponden a un 40 y 45 % de inhibicién

mitética, respectivamente (Figura 8.5 y 8.6). El NaAlg (910 pg/ml) y el EOH2
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(960 pg/ml) de otofio, mostraron la menor actividad inhibitoria en comparacién
con el resto de las muestras ensayadas.

La alteracion del IM se debe a la interferencia de los extractos etandlicos y el
alginato de sodio en el proceso normal de mitosis, reduciendo el ntimero de

células en divisién (Ghareeb, 1997; Badr, 1983).

Control +
nvierno NaAg C2
Mafk C1

. NahlgC2
N0 maig 1 |
VErano Narg C1
Natg C2
. NalgC2
primavera Nale €1
EQH2C2 |
invierno | EOH2C1 |
EOH1 C2 |
EOH1C1 |
EOH2C2 |
qtofio | EOHZCL |
EOH1C2 |
| EoH1C1 |
[EOHZ C2 |
primavera | EOH2C1
EOH1C2 |
| EQH1CL |
Control - |
TEOH2C2 |
EOHZ €1 |
Verano | ggH1ca |
EOH1 C1 |
“Control - |

[EEEREE BN BN BN EEpEN -

10 15 20 25

1]

Figura 8.5. Indice mitético (IM) de los extractos alcohélicos y alginato de sodio
(NaAlg) obtenido de las frondas de U. pinnatifida, colectada estacionalmente.
EOH1: extracto alcohdlico a temperatura ambiente; EOH2: extracto alcohdlico a

70 °C.

En este ensayo se pudo observar que una disminucién del indice de fases (Figura
8.7) con respecto al control negativo, lo que indica que el ciclo celular se retrasa
antes de pasar a la fase M, sin detener todo el ciclo, ya sea al final de G2 o en el
transito de G2 a M. Esto se deduce por la disminucién en el porcentaje de las
distintas fases durante la mitosis comparado con el control negativo. En todos los
casos el mayor porcentaje de fase mitdtica se correspondié a la profase al igual
que ocurri6 en el control positivo. Las otras fases de la mitosis en general fueron

de mejor porcentaje comparadas con el patréon negativo, excepto el EOH2 de
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otofio cuyo valor de metafase super6 al C~. El EOH2 (2110 pg/ml) y el NaAlg
(2440 pg/ml) de primavera fueron los que produjeron mayor inhibicién en las

fases durante la mitosis de las células meristematicas de A. cepa (Figura 8.7).

100

% de inhibicién mitética

AR A AR RN o AN (o O’ ARV S L L LS
N QY v g A~ q, Q‘N 37 o o o o o 0% Mo o
o“’db © <"GZ‘ é? é@@ Q‘Gz‘ (5?‘ G:\ & *’G?‘ & db <‘, %(5?‘ dz‘ GZ‘ '3 ‘\'b 0‘@ ‘\'? o@’b ‘\'3 0\;‘? ‘\’y o
& ~ ; -.; S 0'9‘\ -e.@
‘;&(b & & \6,\‘?- & X & &

Q‘
Muestras y control +

Figura 8.6. Porcentaje de inhibicién mitética del control positivo (K2Cr207),
extractos alcohélicos y alginato de sodio (NaAlg) obtenido de las frondas de U.
pinnatifida, colectada estacionalmente. EOH1: extracto alcohdlico a temperatura

ambiente; EOH2: extracto alcohdlico a 70 °C.
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Figura 8.7. Porcentajes de las distintas fases de la mitosis en las células
meristematicas de Allium cepa bajo tratamiento de los extractos alcohdlicos y
NaAlg de U. pinnatifida colectada estacionalmente en las costas de Comodoro

Rivadavia. C1: concentracion minima, C2: concentracién maxima.

Si bien en todas las muestras los indices mostraron una actividad citotoxica, los
hallazgos microscépicos evidenciaron caracteristicas importantes.

A continuacion se exponen algunas fotografias que demuestran la citotoxicidad,
evidente en la pérdida de la estructura celular asi como la genotoxicidad
observada por la presencia de aberraciones cromosémicas en diferentes etapas de
la mitosis.

La Figura 8.8.a muestra las distintas fases de la mitosis (A, B, C, D) y citocinesis

(E) normal en el control negativo, y aumento de tamafio nuclear (F), lisis celular
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(), pérdida del contenido citoplasmatico (H), y membrana nuclear (I), en las

células del control positivo.

N control -

Control +

Figura 8.8.a. Diferentes fases de la mitosis del ciclo de divisién celular normal
(tratamiento con agua potable, control negativo, C-); A: profase, B: metafase, C:
anafase, D: telofase, E: citocinesis, F: aumento de tamafio nuclear, G: lisis
celular, H: pérdida del contenido citoplasmatico, I: pérdida de la membrana

nuclear, (40X).

Los extractos alcohdlicos y el alginato de las distintas estaciones produjeron
algunas modificaciones a nivel estructural y/o nuclear en las células
meristematicas. Por ejemplo, en el EOH1 de primavera, en general se conservo el

estado de las distintas fases (Figura 8.8.b I), pero también se detect6 la ausencia
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o ruptura de membrana nuclear en algunas células meristeméaticas (Figura 8.8.b
II), el resto de las muestras ensayadas mostrarén diferentes cambios celulares,

los mismos se datallan en la Tabla 8.11.

| 7 e o
- X e
: _ S o < o L
el | 0 & ' 'EOH1 primavera C1

NaAlg primavera C2

Figura 8.8.b. Caracteristicas anormales (IT- IV) en las células meristematicas de
Allium cepa durante la mitosis al estar expuesta a distintas concentraciones de

EOH1 (960 ug/ml), EOH2 (2110 ug/ml) y NaAlg (2440 pug/ml) de primavera (40X).
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Tabla 8.11. Caracteriticas de los cambios a nivel estructural y/o nuclear en las

células meristematicas de A. cepa por efecto de los extractos alcohdlicos y

alginato obtenidos a partir de U. pinnatifida colectada estacionalmente.

Estacion Muestra Conc. Cambio estructural y/o nuclear Figura
(ng/ml)
EOH1 C1 960 En general se conservo las distintas  Fig. 8.8.b,
) fases de la mitosis. I (fases de
Primavera Algunas presentaron ruptura de la mitosis)
membrana nuclear yII
(ruptura de
la
membrana)
EOH1 C2 2550 Ruptura de membrana nuclear n. m
EOH2 C1 960 Células binucleadas n. m
EOH2 C2 2110 Células binucleadas y amorfas Fig. 8.8.b,
111
EOH1 C1 880 Cromosoma errante en telofase Fig. 8.8.c,
\Y
EOH1 C2 2460 Cromosoma errante en telofase n. m
Verano EOH2 C1 964 Nucleo desplazado a la zona n. m
periférica
EOH2 C2 2450 Ntcleo desplazado a la zona Fig. 8.8.c,
periférica VI
EOH1 C1 962 macrocélulas Fig. 8.8.c,
VII
. EOH1 C2 2540 Cromosoma errante n. m
Ligee EOH2 C1 960 Cromosoma errante n. m
EOH2 C2 2110 Cromosoma errante y células Fig. 8.8.c,
alargadas VIII
EOH1 C1 964 Células binucleadas y amorfas n. m
. EOH1 C2 2547 Células binucleadas y amorfas n. m
e EOH2 C1 963 Células amorfas n. m
EOH2 C2 2111 Células amorfas n. m
NaAlg C1 900 Cromosoma errante n. m
Primavera NaAlg C2 2440 Cromosoma errante en telofase Fig. 8.8.b,
v
NaAlg C1 902 macrocélulas y alargadas n. m
Wiz NaAlg C2 2400 Células amorfas n. m
NaAlg C1 910 Células binucleadas n. m
Otofio NaAlg C2 2398 Alargamiento de células, n. m
cromosoma errante
NaAlg C1 920 Células binucleadas n. m
Invierno  NaAlg C2 2110 Ntcleo desplazado a la zona Fig. 8.8.d,
periférica y células amorfas IX

n.m: imagen no mostrada

298



Tesis Doctoral de la Farm. Miriam Delma Escobar Daza: CAPITULO 8 - ACTIVIDAD BIOLOGICA Y APLICACIONES

EOH2 verano C2

Figura 8.8.c. Caracteristicas anémalas de las células meristematicas al estar

expuestas al EOH1 (962 pg/ml, VII) y EOH2 (2110 pg/ml, VIII) de otofio, (40X).
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NaAlg invierno C2

Figura 8.8.d. Caracteristicas anémalas de las células meristematicas al estar

expuestas al NaAlg (2110 pg/ml, IX) de invierno, (40X).

Las imagenes mostradas son una prueba de la actividad antitumoral de los
extractos alcohoélicos y el alginato de sodio obtenida a partir de las frondas de U.
pinnatifida, cuyo mecanismo de accion es a nivel de la mitosis, con diferentes
modificaciones estructurales a nivel del ADN.

El paclitaxel, farmaco utilizado en el tratamiento de cancer, produce la inhibicién
de la mitosis en un 50 % con la presencia de células multinucleadas y la
supresién de la dindmica de los microtibulos (Jordan et al., 1993).

Teniendo en cuenta nuestros resultados, y la informacién del mecanismo de
accion de farmacos anticancerigenos que inhiben a nivel de la mitosis,
proponemos que el bloqueo mitético inducido por las muestras ensayadas en
ambas concentraciones conduce no solo a la inhibicién de la proliferacion celular
entre las fases G2/M, sino también la apoptosis celular.

Nuestros resultados concuerdan con lo informado por Yu et al. (2011). Estos
investigadores estudiaron el efecto de la fucoxantina aislada de U. pinnatifida
sobre lineas celulares de adenocarcinoma gastrico, cuyo efecto fue la inhibicién
del ciclo celular a nivel de las fases G2/M y la induccion de apoptosis, dosis

dependiente, cuyo mecanismo de accién propuesto fue través de la regulacion de
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expresion de caspasas, proteinas clave en la transduccion y apoptosis inducida
por una diversidad de estimulos a través de ruta de JAK / STAT. Las proteinas
JAK (del inglés: Janus cinasas) son las Unicas proteinas que se asocian con
receptores de citocinas. En la uniéon del ligando, ellas activan a los miembros de
la familia de Transductores y Activadores de las Sefiales de Transcripcién (STAT)
(Heim, 1999).

La presencia de fucoxantina, polifenoles (principalmente derivados del
floroglucinol), determinados por TLC (ver Capitulo 6), en todos los extractos
etanodlicos estudiados, muestra que estos metabolitos serian los responsables, de
forma sinérgica o individual, de la actividad antitumoral. La proporcién de estos
metabolitos se ve influenciado por diversos factores, dando variaciones
estacionales, que explica al menos en parte, las diferencias bioactivas de los
diferentes extractos (Holdt y Kraan, 2011).

En cuanto al NaAlg, caracteristicas particulares como su alto contenido en grupos
sulfatos (ver Capitulo 7), son responsables de su actividad antitumoral, lo que se
condice con la actividad del alginato de verano. Sin embargo, el alginato de
primavera tiene un menor contenido de sulfato, pero un mayor nivel de

intercalacién del ADN (Tabla 8.5), lo que explica su alta actividad antitumoral.

Los resultados muestran que el porcentaje de germinaciéon promedio, en el ensayo
del extracto etandlico a temperatura ambiente (EOH1) de U. pinnatifida
colectada en primavera, sobre Lycopersicum esculentum, produjo una
estimulacion en las dos concentraciones mas bajas con valores del 14,29 y 4,76 %
mayores con respecto al control (Figura 8.9.a), en tanto que sobre Lolium
multiflorum se vio inhibida en todas las concentraciones ensayadas con respecto
al control (Figura 8.9.b). El porcentaje de crecimiento radicular promedio sobre
Lycopersicum esculentum presenté una inhibicién para las dos concentraciones
mas bajas y una estimulaciéon a la mayor concentracién con un 6,25 % mas

respecto al control (Figura 8.10.a) y sobre Lolium multiflorum el extracto
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etandlico mostré tener un efecto de inhibicion moderada dosis dependiente
(Figura 8.10.b).

Al comparar nuestros resultados de la germinacion y desarrollo radicular con los
datos obtenidos por Marchiaro et al., (2013), en la que expusieron dos extractos
(acuoso y 4cido) de U. pinnatifida sobre Salvia officinalis, se pudo observar que el
extracto acido tuvo una mayor eficacia en la germinacién y crecimiento de las
plantas a la concentracién més baja ensayada (0,05 mg/ml). Sin embargo en la
mayor concentracién (0,4 mg/ml) se registré inhibicién (100%) en el crecimiento
de las plantas con los dos tipos de extracto ensayados in vivo. KEsta marcada
diferencia en cuanto a los valores obtenidos nos lleva a pensar que el
comportamiento de U. pinnatifida tiene una notable influencia en la germinacién
y el desarrollo radicular, de inhibicién o estimulacion, que depende de la especie

usada en el ensayo, el tipo de extracto y condiciones de cultivo.

Germinaciéon de Lycopersicum esculentum a
150,00
o 120,00 I
NS
'g 90,00 -
£ 60,00
253 30,00
o 0,00 A
° Control 0,1 mg/ml 0,3 mg/ml 0,5 mg/mi
concentracién
Germinacién de Lolium multiflorum b
150,00
\g 120,00
‘5 90,00 A
&
£ 60,00
£ 30,00
D]
@) 0,00 -
=X Control 0,1 mg/mi 0,3 mg/mi 0,5 mg/mi
concentracién

Figura 8.9. Resultados de la germinacién de Lycopersicum esculentum (a) y
Lolium multiflorum (b) con distintas concentraciones del extracto alcohélico de

Undaria pinnatifida colectada en primavera en las costas de Comodoro
Rivadavia, GSd.
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Crecimiento radicular de Lycopersicum esculentum
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— 60,00 T T
8 50,00 | 1 I N
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g
~ 830,00
g 20,00
-t
& 10,00
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Crecimiento radicular de Lolium multiflorum b
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Figura 8.10. Resultados del crecimiento radicular de Lycopersicum esculentum
(@) y Lolium multiflorum (b) con distintas concentraciones del extracto etanélico
de Undaria pinnatifida colectada en primavera en las costas de Comodoro

Rivadavia, GSd.

Para dar cumplimiento a uno de objetivos planteados se seleccioné el NaAlg de
primavera y verano debido a los resultados obtenidos durante el desarrollo de la
presente tesis. Una de las caracteristicas que se destaca en ambos productos es la

diferencia de Mwa, presencia de grupos sulfatos y grado de purificacién.
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Las obtenciéon de microparticulas, mediante gelificacién i6nica interna, fueron
preparadas a partir de una solucién de alginato de sodio de U. pinnatifida
colectada en primavera y verano, las mismas produjeron valores bajos en cuanto
al rendimiento (% Ren), eficacia de encapsulacién (% EE) y contenido de
paracetamol (% Cpa). Dentro de estos valores, los mayores porcentajes
correspondieron al de primavera (Tabla 8.12).

Estos resultados muestran que el alginato de sodio de U. pinnatifida obtenido de
las muestras colectadas en primavera y verano, en las condiciones llevadas a
cabo, no son aptas para la microencapsulacion de paracetamol mediante

gelificacion interna idnica.

Tabla 8.12. Porcentajes de rendimiento, eficacia de encapsulacién y contenido de

principio activo en el proceso de microencapsulacion.

Estacion Microencapsulacion
% Rend % EE % Cpa

Primavera 10 2 9,13

Verano 1,16 1,8 7,00

Con el objeto de conocer la conformacién de las microparticulas, identificar si
existieron interacciones quimicas asociadas al proceso de microencapsulacion y
estimar la estabilidad del producto, se analizé el alginato de sodio y las
microcapsulas, de ambas estaciones, por difraccién de rayos X.

Los difractogramas del alginato de primavera y verano se compararon con una
muestra de alginato de sodio comercial. En la Figura 8.11 se observa la presencia
de una regién amorfa (curva que se aleja de la base) en las tres muestras
analizadas, en la que el alginato de sodio comercial presenta una estructura mas
amorfa comparada con la de primavera y verano. Esto demuestra el plegamiento
de cadenas desordenadas o desalineadas debido a las torsiones y dobleces de las

cadenas poliméricas que impiden su orientacion. Observado esto, se puede inferir
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la falta de uniformidad y ordenamiento asi como la alta flexibilidad, elasticidad
de las muestras analizadas (Dill y Bromberg, 2003).

El alginato es un copolimero por lo que se reduce el grado de cristalizacion,
porque las cadenas poliméricas no pueden ajustarse adecuadamente en la red
cristalina de otras cadenas poliméricas y, en el caso de ser muy diferentes,
provocan que la cristalizacidon sea completamente impedida por falta de
regularidad estructural. Las senales de distintas intensidades en las tres
muestras senalan la presencia de cierta cristalinidad, las cuales son atribuidas a
la presencia de grupos funcionales, estos por su fuerte interaccion forman
puentes hidrégeno permitiendo realizar un mejor reordenamiento (Donati y
Paoletti, 2009)

Los picos diferenciables para el alginato de sodio de primavera y verano (Figura
8.12) se observan a 20 = 35°, en tanto que para la muestra comercial se puede
observar dos picos a 20 = 30° y 42°. Por otra parte, el difractograma mostré
ademas los picos caracteristicos del alginato de sodio.

En cuanto a los difractogramas de las microparticulas (Figura 8.12 y 8.13) se
observa que la cristalinidad o mejor ordenamiento y regularidad que presentaba
el alginato de sodio de primavera y verano al inicio se perdié al elaborar las
microparticulas. KEste comportamiento se debe a que el proceso de
microencapsulacion en lugar de contribuir al ordenamiento del polimero, termina
por plegarla mas y la deforma, debido a la presencia de calcio y que fue el

responsable de la gelificacion interna, perdiendo su ordenamiento inicial.
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Figura 8.11. Comparacion de los difractogramas de alginato de sodio comercial y
los obtenido a partir de las frondas de U. pinnatifida colectada en primavera y

verano.
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Figura 8.12. Comparaciéon de los difractogramas de alginato de sodio purificado

de primavera y de las microparticulas conteniendo paracetamol.
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Figura 8.13. Comparacion de los difractogramas de alginato de sodio purificado

de verano y de las microparticulas conteniendo paracetamol.

En el campo de los polimeros, se deben utilizar técnicas capaces de observar la
estructura microscopica. La microscopia electréonica de barrido proporciona
informaciéon morfolégica y topografica sobre la superficie de los sélidos que son
normalmente necesarias para entender el comportamiento de las superficies. Asi,
un analisis por microscopia electréonica es a menudo la primera etapa en el
estudio de las propiedades de las superficies de un sélido (Bassett, 1981).

Las microparticulas tanto vacias como llenas con paracetamol exhibieron formas

irregulares y de gran tamafo, como se observa en la Figura 8.14 y 8.15.

11000 pm 12000 pm

Figura 8.14. Microparticulas vacias. a, primavera; b, verano.
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16000 pm 20000 pm

Figura 8.15. Microparticulas con paracetamol. a, verano; b, primavera.

Si bien el procedimiento de obtencién de microparticulas de alginato es, desde un
punto de vista tedrico, relativamente simple, la produccién de microparticulas con
caracteristicas 6ptimas (por ejemplo, forma esférica, capacidad adecuada de
hinchamiento) requiere el estricto control de una serie de pardmetros. Estos
incluyen el tipo de polimero a ser utilizado, la concentraciéon del alginato usada,
la estructura monomérica del alginato, el peso molecular y la concentracion de
iones calcio utilizada para el proceso de gelificacién, entre otros (Salib et al.,

1978).

A nivel molecular, la gelificacién consiste en un proceso de formacion de una red
continua tridimensional de macromoléculas, estableciéndose interacciones de
diferente naturaleza entre cadenas de polimeros, permitiendo la retencién de la
sustancia a encapsular y una gran cantidad de solvente (Almdal et al., 1993).

Las uniones se establecen de forma localizada entre porciones de cadenas libres
(u otras estructuras por ellas formadas) de conformacién y configuracién similar,
es decir, los segmentos ordenados de una cadena se pueden asociar con los

mismos segmentos de otra cadena, formando una hélice doble, en tanto que los
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segmentos no periédicos o desordenados no pueden participar en estas
asociaciones.

Analizando nuevamente los resultados mostrados en el Capitulo 7 (ver Figura
7.2), observamos claramente que el alginato de sodio de primavera esta
constituido por cadenas poliméricas mas cortas, siendo estas una séptima parte
con respecto a la de verano, esto podria explicar, al menos en parte el menor
tamafo que presentaron las microparticulas obtenidas (Figura 8.14.a). Con
respecto al alginato de verano su mayor contenido en grupos sulfatos y su
impurificaciéon con proteinas serian los responsables de la estructura reticular del
gel formado y que presente mayor tamano de particula con poros o cavidades
(Figura 8.14.b). Las caracteriscas antes mencionadas hacen que el paracetamol
sea capaz de difundir hacia el exterior dando como resultado bajos porcentajes en
cuanto a la eficacia de encapsulacion y contenido de principio activo, reflejados en
un menor tamano (Figura 8. 15.a), caso contrario ocurrié con el producto de
primavera (Figura 8. 15.b).

Es importante sefialar que el rendimiento, encapsulacién y contenido de principio
activo son controles significativos dado que cada uno refleja la calidad de las
microparticulas obtenidas. Por ejemplo, el rendimiento de produccion muestra el
porcentaje de microparticulas obtenidas con respecto a la cantidad total de
alginato de sodio y paracetamol empleado. Se trata de un control muy
importante desde el punto de vista econdémico, teniendo en cuenta el elevado costo
de la mayoria de los polimeros y principios activos utilizados.

Otro punto a considerar es que tanto el contenido en principio activo como la
eficacia de encapsulacion sean lo mas elevados posibles, es decir, se busca que
todo o practicamente todo el principio activo utilizado en el proceso sea
encapsulado.

Dentro de nuestro grupo de investigacién, Becerra (2016) desarrollo una técnica
de microencapsulacién por gelificaciéon idénica interna con alginato de sodio de
Lessonia vadosa colectada en Santa Cruz, cuyos resultados fueron éptimos en
cuanto al rendimiento de obtencion de microparticulas y la eficacia de
encapsulacion del paracetamol, 46,7 y 98,0 % respectivamente, comparados con

una muestra comercial de alginato de sodio.
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Teniendo en cuenta los sistemas de colecta a granel utilizados en la industria,
esto muestra la importancia de evitar la mezcla de Lessonia vadosa con Undaria
pinnatifida, si se tiene como objetivo la obtencién de alginato de alta calidad para

la industria farmacéutica.
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De acuerdo a uno de los objetivos planteados se evaluaron distintas actividades
biolégicas mediante experiencias in vitro.

La actividad antioxidante y el ensayo de inhibicién de crecimiento radicular, este
ultimo que presume actividad antitumoral, realizados sobre el extracto etandlico
total del estudio preliminar, muestra colectada en Bahia Bustamante, mostraron
Interesantes respuestas, las mismas atribuibles, al menos en parte, a la presencia
de aminogrupos primarios y/o secundarios y compuestos fendlicos.

El estudio exhaustivo, muestra colectada en las costas de Comodoro Rivadavia,
de los extractos etanédlicos (EOH1 y EOH2) y alginato de sodio (NaAlg) obtenidos
estacionalmente, mostraron tener una importante actividad citotoxica frente a
Artemia salina por lo que se continu6 con otros ensayos biologicos.

El ensayo de inhibicion del crecimiento radicular de los extractos etandlicos a
temperatura ambiente (EOH1) a una concentracién del 0,05 % mostraron
actividad inhibitoria en todas las estaciones a excepcion de otofio que produjo una
estimulaciéon del crecimiento. Este ultimo efecto también se observé en los
extractos a 70 °C (EOH2) al 0,05 % de las cuatro estaciones.

Todos los extractos etandlicos (EOH1 y EOH2) al 0,5 % mostraron una actividad
inhibitoria del crecimiento radicular, siendo de aproximadamente un 50 % en
otono. El alginato de sodio de primavera y verano, a ambas concentraciones de
prueba, mostraron inhibicion radicular. En tanto que otonio e invierno
manifestaron estimulacién e inhibicién radicular a las concentraciones de 0,05 y
0,5 % respectivamente. La mayor actividad de inhibicién radicular lo produjo el
NaAlg al 0,5 % de invierno cuyo valor fue del 82 %.

De todas las muestras analizadas mediante el ensayo del metilgreen-ADN, el
NaAlg de primavera fue el que presenté un posible mecanismo molecular de
accion mediante la intercalacién en el ADN.

Los extractos etanélicos (EOH1 y EOH2) y el NaAlg de las cuatro estaciones no

presentaron actividad antileshmania ni antibacteriana ante las cepas ensayada.
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Los extractos alcohélicos (EOH1 y EOH2) asi como el alginato de sodio de las
cuatro estaciones, mostraron una actividad antioxidante moderada a baja frente
al DPPH.

El alginato de sodio de primavera, a una concentracion de 1 mg/ml, mostrdé una
actividad antitumoral sobre lineas celulares MCF-7 del 75 % la cual se mantuvo
activa ain a una concentraciéon de 500 pg/ml. Si bien la actividad antitumoral
sobre lineas celulares Caco-2 fue del 61,6 % el NaAlg mostr6 una menor afinidad
sobre Caco-2 en comparaciéon con MCF-7.

La actividad de cito y genotoxicidad de los EOH1, EOH2 y NaAlg de las cuatro
estaciones mostraron citotoxicidad por inhibiciébn mitética de las células
meristematicas de Allium cepa entre las fases G2/M y cambios en las células a
nivel estructural y/o nuclear. La mayor concentracion del EOH2 y NaAlg, ambos
de primavera, mostraron los valores méas altos de inhibicién con valores del 79,09
y 77,11 % respectivamente, por lo que esta estaciéon produjo un mayor efecto
antitumoral comparado a las restantes estaciones. La presencia de fucoxantina,
derivados del floroglucinol en el extracto etanélico (EOH1 y EOH2), muestra que
estos metabolitos serian los responsables de la actividad antitumoral. En el caso
del NaAlg la presencia de grupos sulfatos dan al polisacarido propiedades
antitumorales, siendo mayor para la estaciéon primavera.

El ensayo alelopético del extracto etandlico a temperatura ambiente (EOH1) de
primavera sobre Lycopersicum esculentum (dicotiledénea), produjo una
estimulacién de la germinacién a concentraciones mas bajas de prueba (0,1 y 0,3
mg/ml) con valores del 14,29 y 4,76 %, en tanto que sobre Lolium multiflorum
(monocotiledénea) vio inhibida en todas las concentraciones. El porcentaje de
crecimiento radicular promedio sobre Lycopersicum esculentum presenté una
inhibicién para las dos concentraciones mas bajas y una estimulacion a la mayor
concentracién (0,5 mg/ml) con un 6,25 % mds respecto al control. Sobre Lolium
multiflorum el extracto etandlico mostrd tener un efecto de inhibicién moderada
dosis dependiente. Este ensayo demuestra que el uso del extracto EOH1 de
primavera con fines de cultivo debe ser previamente evaluado en cuanto a las

especies y propositos de su aplicacion.
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Se aplico el NaAlg de primavera y verano a la formulaciéon farmacéutica de
microencapsulacién de paracetamol. Si bien los resultados fueron bajos en cuanto
al rendimiento, eficacia de microencapsulacién y contenido de principio activo, no
debe descartarse la posibilidad de continuar con la elaboracién de otras formas

farmacéuticas.
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RESUMEN

El presente trabajo de tesis plantea demostrar el potencial de Undaria
pinnatifida (Alariceae), especie de alga parda aléctona de las costas patagénicas
argentinas, colectada estacionalmente en el Golfo San Jorge, mediante un estudio
que Integra aspectos farmacognésticos y bioquimicos, priorizando aquellos

metabolitos con posible aplicacién farmacéutica.

En la Parte I - INTRODUCCION, se destacan antecedentes que sirvieron de base

para esta tesis, agrupados en los Capitulos 1, 2 y 3:

1. Una descripcion general de la taxonomia de las algas y en especial una revision
taxonomica de la especie en estudio, asi como una breve descripcion
morfoanatémica y su distribucion geografica.

2. Una descripcién de los grupos de metabolitos mas relevantes que han sido
determinados en las algas pardas, poniendo énfasis en su importancia en salud.
3. Una revision de la importancia de las algas marinas en Salud, destacando
antecedentes de algas pardas. Se incluye también un analisis de antecedentes de
distintas actividades bioldgicas analizadas en esta tesis, destacando el rol de los
principales metabolitos de las algas como responsables de las actividades

descriptas.

En la Parte II - DESARROLLO EXPERIMENTAL, se describe el equipamiento,

materiales y métodos utilizados constituyendo los Capitulos 4 y 5:

4. Describe la colecta en la costa de Bahia Bustamante y la colecta estacional en
la costa de Comodoro Rivadavia. Se detallan: Metodologias de conservacién y
caracterizacion morfolégica. Diferentes metodologias de extraccion y
fraccionamiento. Estudios ficoquimicos, cromatograficos y cuantificaciones.
Metodologia de purificacién de alginato y estudios especificos sobre el mismo.
Metodologias de purificacion de fucosterol y fucoxantina. Otros estudios

generales.
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5. Contiene una descripcion de los diferentes ensayos de bioactividad in vitro e in
vivo. Test de la Artemia salina, Ensayo de inhibicién de la elongacion de las
raices de semillas de trigo, Actividad antibacteriana, Actividad antioxidante,
Prueba del Metilgreen-ADN, Ensayo de citotoxicidad in vitro con lineas celulares,
Actividad antileishmania, Test del Allium cepa y Ensayo Alelopatico.

Ademas se describe la metodologia de preparacion de microparticulas y su
caracterizacion. Analisis de rendimiento de la produccién, eficacia y contenido de

principio activo.

En la Parte III - RESULTADOS Y DISCUSION, se describen los resultados

obtenidos y la discusién correspondiente, conformando los Capitulos 6, 7 y 8:

6. Estudio Preliminar: Se realiz6 este estudio con material colectado en la costa
de Bahia Bustamante en la provincia del Chubut. Una muestra de la colecta se
deposit6 en el Herbario Regional Patagénico (HRP N° 7656). Se observé que los
ejemplares mostraron diferencias en cuanto a la longitud del esporofito, de las
frondas y esporofilo.

El resto del material colectado fue secado a temperatura ambiente, bajo techo y al
abrigo de la luz, reducido a polvo y sometido a extraccion y fraccionamiento con
un rendimiento interesante del extracto bruto del 16 %.

Se realizé un screening ficoquimico sobre el extracto y las distintas fracciones
mostré una importante proporcion de hidratos de carbono, péptidos /
aminogrupos y derivados fendlicos. No obstante no se detectaron flavonoides ni
taninos.

Otro grupo de metabolitos destacados en el screening quimico fueron los
polifenoles y los alcaloides. Se realizé un perfil lipidico del extracto alcohdlico
crudo obtenido para el screening ficoquimico y del extracto preparado segun la
metodologia de Folch, en éste ultimo caso se observé un rendimiento importante
del 13,6 %.

Los principales lipidos identificados son el Monogalactosildiacilglicerol (MGDG),
digalactosildiacilglicerol (DGDG), sulfoquinovosildiacilglcerol o sulfolipido (SL),
fosfatidilglicerol (PG) y fosfatidilcolina (PC). Este tultimo es un marcador
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quimiotaxondémico que confirma la ubicaciéon de U. pinnatifida en el grupo de las
Laminariales. Otro lipido destacado es el glicésido de esterol, pudiendo ser al
menos en parte, responsable de la reaccién positiva obtenida para el grupo
esteroide.

El estudio de pigmentos efectuado mediante perfiles cromatograficos evidencio la
presencia de clorofilas a, ¢ clorofilide a, violaxantina y BB-caroteno.

Estos pigmentos han sido descriptos como caracteristicos de las algas pardas,
ademas de la fucoxantina.

Estudio general: Se realiz6 una colecta estacional en la costa de Comodoro
Rivadavia. Un ejemplar de cada estacion se herborizé y deposité en el Herbario
Regional Patagénico (primavera HRP N° 7096, verano HRP 7162, otofio HRP
7163 e invierno HRP 7164).

Se analizaron las caracteristicas macroscopicas de los ejemplares colectados. El
tamano de las distintas formas anatémicas mostré diferencias significativas entre
estaciones, cada estacién presento caracteristicas propias del momento en el ciclo
de vida en que se encontraba el alga. Los ejemplares colectados en primavera
fueron considerablemente mas jovenes en comparaciéon con los de verano, donde
los esporofitos presentaban esporofilos desarrollados en el 80 % del total de la
muestra colectada, indicando que los ejemplares se encontraban en la etapa
reproductiva de su ciclo de vida. En otono la presencia de esporofitos en la zona
intermareal fue escasa.

Se realiz6 una observaciéon microscopica sobre cortes de las distintas partes
anatomicas de U. pinnatifida colectada estacionalmente, destacando las frondas
por ser la parte morfolégica empleada en esta tesis. En las frondas, nervadura
central, esporofilo y hapterios del grampén se observd la presencia de paredes
celulares gruesas y abundante cuticula. En la zona cortical de las frondas se
observaron células glandulares y células pequenas y regulares con depdsito de
pigmento, aumentando de tamano a medida que se avanzé hacia la médula. En la
médula, las células se tornaron irregulares, voluminosas e inmersas en
polisacaridos; estas caracteristicas fueron comunes en las cuatro estaciones. En
las frondas de primavera, verano e invierno se observaron pelos semejantes a los

tectores, y cristales de dimensiones importantes en primavera e invierno. En el
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esporofilo se destacaron los esporangios pluriloculares con abundantes esporas en
verano. Las células de los esporangios y los hapterios del grampodn, eran
turgentes destacandose en primavera. La presencia de las cavidades concéntricas
y las disposiciones de las células meristematicas y corticales observadas en esta
tesis en las frondas de U. pinnatifida, han sido descriptas para el género
Undaria. No ocurre lo mismo con los pelos y cristales detectados, los cuales atin
no se encuentran descriptos en bibliografia, por lo que nuestros resultados
constituyen un nuevo aporte al conocimiento integral de los caracteres
morfolégicos del alga que habita la region central del Golfo San Jorge.

Se realizaron estudios histoquimicas sobre las frondas de U. pinnatifida colectada
estacionalmente, se efectuaron determinaciones de hidratos de carbono, fenoles,
lipidos y proteinas. Los hidratos de carbono de reserva tipo almidéon y dextrinas
se localizan mayoritariamente en la matriz intercelular, paredes celulares y
cuticula, destacandose en las frondas de invierno. Se observan cuerpos lipidicos
en las cuatro estaciones, los cuales se distinguieron como pequenas manchas
rojizas oscuras, resultando mas acentuadas en invierno.

Los fenoles se localizaron en los fisodes, en la regién subcortical de la fronda en
cercanias de la nervadura. Se detectaron fenoles con oxhidrilos no adyacentes o
con un solo oxhidrilo libre. Esto fue caracteristico para todas las estaciones. En
cuanto a los péptidos y/o aminogrupos 1° y 2° se localizaron sobre todo en
paredes y cuticula, en mayor proporcién en primavera y verano.

Las observaciones por microscopia electrénica de barrido (MEB) de fronda,
esporofilo y nervadura de ejemplares colectados en primavera e invierno
permitieron describir una superficie irregular con borde externo continuo y
esponjoso. El esporofilo, también de ambas estaciones presentd bordes convexos;
en el caso de primavera se encontr6 ademas una zona de liberacion de esporas
Los resultados de los estudios microscopicos descriptos, fundamentalmente los de
histoquimica y de MEB, constituyen un novedoso aporte al conocimiento integral
de la especie que habita la regién central del Golfo San Jorge.

Se realiz6 un Screening ficoquimico estacional, a partir del producto de una
extraccion exhaustiva de frondas secas reducidas a polvo de la especie en estudio.

Para ello se realizé6 un tratamiento con etanol acuoso al 80 % a temperatura
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ambiente por 24 h, seguida de una maceracion a 4 °C por 24 h mas y
posteriormente una digestiéon a 70 °C, también por 24 h, dando lugar a EOH1 y
EOH2, respectivamente. Los marcos se continuaron trabajando para la obtencién
de alginato de sodio purificado.

Los resultados evidenciaron una proporciéon importante en hidratos de carbono,
compuestos fendlicos, aminoacidos y/o péptidos y lactona o-insaturada. Los
esteroides y triterpenos mostraron variacién estacional y con respecto a la
temperatura (70 °C) empleada para la extraccién.

Otros resultados para este estudio estacional del alga colectada en Comodoro
Rivadavia, que se diferencian de los obtenidos en el analisis preliminar efectuado
con ejemplares colectados en Bahia Bustamante, fueron la ausencia de alcaloides
en todos los casos y la presencia de polifenoles. Dentro de estos ultimos, los
taninos se detectaron en los extractos etandélicos exhaustivos (EOH1 y EOH2) de
todas las estaciones a excepcion de verano, lo que sugiere una variacion espacio—
temporal, coincidiendo con los resultados obtenidos en algas verdes colectadas
también en las costas de Comodoro Rivadavia.

El perfil lipidico de las frondas colectadas estacionalmente en Comodoro
Rivadavia, mostr6 mayor complejidad durante la primavera. Al comparar con el
estudio preliminar de la especie colectada en Bahia Bustamante también en
primavera, surge que ambos perfiles se asemejan. Se observa una importante
variacion estacional de los lipidos totales, aumentando a medida que se
desarrollan las frondas (primavera a verano), para luego disminuir
drasticamente en otono y finalmente volver a aumentar en invierno.

El perfil cromatografico de los extractos alcohdlicos mostré una complejidad
interesante de compuestos de naturaleza fendlica. En todos los extractos se pudo
determinar la presencia de acido galico, en tanto que el acido cafeico lo fue en
primavera, en ambos extractos, y en verano en EOH2. No se detectd la presencia
de flavonoides en las muestras analizadas. Se detectaron compuestos atribuibles
a florotaninos presentes en los extractos EOH1 y EOH2.

El analisis cromatografico para hidratos de carbono mostré la presencia de

glucosa en todas las estaciones, a excepcion del extracto EOH2 de invierno, y de
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manitol. Los alginatos de sodio hidrolizados de todas las estaciones mostraron
acido D-manuroénico y L-gulurénico, respectivamente.

Se detectd la presencia de clorofila a, ¢y de feofitina. Otra xantofila detectada en
ambos extractos etandlicos fue la fucoxantina. La anteraxantina fue la xantofila
de mayor sintesis durante las estaciones de mayor incidencia de radiacién solar
(verano y primavera) en tanto que la violaxantina fue escasa.

Otros metabolitos que se pudieron detectar el fucosterol y compuestos
polifendlicos relacionados con el floroglucinol, ya sean taninos o polifenoles de
bajo peso molecular y quinonas.

La cuantificaciéon de los grupos quimicos mas relevantes mostré una variacién

estacional.

7. La obtencién del NaAlg se efectu6 en una serie de etapas que se describié en el
Capitulo 4 de este trabajo de tesis. El producto final obtenido, NaAlg purificado
(de cada estacién), se precipité con etanol y una vez seco se pulverizé
obteniéndose un polvo de una coloracién blanca (primavera, otofio e invierno) y
blanca amarillenta (verano), obteniéndose buenos rendimientos.

La composiciéon de acidos urdnicos mostré una variacion estacional, resultando
interesante la proporcion de estos acidos para el producto de verano, lo cual se
correlaciona con su MW. En el producto de invierno la proporciéon de acido D-
manuroénico fue mayoritario con respecto a las restantes estaciones.

Los resultados obtenidos en la presente tesis mostraron que los NaAlg de las
cuatro estaciones registraron valores bajos de viscosidad, indicando productos con
gran estabilidad y con potencial para aplicaciones farmacéuticas.

Las proteinas estuvieron presentes en todas las estaciones en bajas proporciones,
siendo el producto de primavera y de otofo los que presentaron menor valor; esto
permite indicar que estos alginatos son los que presentaron mayor grado de
pureza.

Si bien el procedimiento aplicado para la extraccion de los alginatos resultd
promisorio para todas las estaciones, se requiere una mayor purificacién a fin de
obtener alginatos de calidad optima. En este contexto, estos resultados

constituyen un importante aporte que permitira definir a futuro una metodologia
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apropiada para la obtencién racional de este polisacarido, sobre la base del
conocimiento integral alcanzado durante la tesis.

Se realiz6 una extraccidon de péptidos en las frondas de Undaria pinnatifida
colectada en las costas de Comodoro Rivadavia durante la primavera con
metanol. Al extracto resultante se le hizo un HPLC en una columna de fase
reversa, detectdndose dos sefiales de interés: la sefial A (tg de 41,04 min), que
mostré un espectro de absorcién con maximo en la zona de 280 nm, propia de
péptidos en cuya estructura estan presentes aminoacidos aromaticos tales como
fenilalanina o triptéfano; y la sefial B (tg de 59,31 min), que mostré un espectro
de absorcién con maximo en la zona de 254 nm, propia de péptidos en cuya
estructura esta presente el aminoacido tirosina. Los resultados obtenidos aunque
preliminares, constituyen una base para profundizar el estudio que conduzca a la
elucidacion estructural y bioactividad.

El perfil metabdlico de los extractos etandlicos de primavera e invierno, obtenido
por 'H-RMN determiné la presencia de manitol y alanina en todas las muestras
en tanto que la glicina se detecté sélo en los extractos de invierno. El método
analitico permite identificar condiciones de estrés, tal como la deshidrataciéon a la
que esta expuesta U. pinnatifida.

La porcién fibrilar de la pared celular de las frondas de U. pinnatifida colectada
en verano e invierno mostré la presencia de hidratos de carbono, proteinas y
compuestos fendlicos. Estos resultados son los primeros en describir los
constituyentes de la porcién fibrilar de las paredes celulares de las frondas de
Undaria pinnatifida colectada en las costas de la regiéon central del GSJ.

La extraccion de las frondas de U. pinnatifida colectada en primavera, con COq
supercritico bajo distintas condiciones de presiéon permitié obtener extractos
enriquecidos en fucosterol, ademas de 24-metilén colesterol y pigmentos. Se
propone continuar su estudio para la obtencién de fucosterol y fucoxantina por

sus aplicaciones en la industria farmacéutica.

8. Se evaludé la actividad antioxidante e inhibicion radicular del extracto
alcohélico total de las frondas de U, pinnatifida colectada en Bahia Bustamante.

Presenté una actividad antioxidante interesante con un SCso de 143 pg/ml. En
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cuanto a la actividad inhibitoria del desarrollo radicular, los resultados fueron
interesantes, obteniéndose para la dilucién del 0,05 %, un 34,7 + 0,3 % de
inhibicién del desarrollo radicular mostrando un promedio de longitud de la raiz
mas larga de 5,55 + 0,3 cm. Para la dilucién del 0,5 %, la inhibicion fue del 83,5 +
0,9 %, con un promedio de longitud de la raiz mas larga de 1,4 + 0,3 cm. Ademas
se observaron protuberancias, semejante a las producidas por el control positivo
vinblastina, un antitumoral ampliamente utilizado. Estos resultados presumen
actividad antitumoral de este extracto.

En base a estos resultados se profundizan los estudios de bioactividad en los
extractos etanodlicos a distintas temperaturas y del alginato de sodio purificado de
U. pinnatifida colectada en las costas de Comodoro Rivadavia durante las cuatro
estaciones.

La evaluacion biolégica primaria citotoxica mediante el Test de la Artemia salina,
mostré que los extractos alcohdlicos EOH1, EOH2 y el NaAlg de todas las
estaciones tienen un comportamiento dosis dependientes. E1 EOH2 de otofio
presentdé una elevada toxicidad comparada con primavera, en tanto que las
estaciones verano e invierno no presentaron actividad citotoxica. Los extractos
EOH1 de todas las estaciones mostraron tener interesantes actividad bioldgica.
El NaAlg de otonio no mostré citotoxicidad en tanto que el de primavera resultd
tener una actividad citotoxica interesante.

El ensayo de inhibicién de la elongacién de las raices de trigo mostré resultados
interesantes para el alginato de sodio de las cuatro estaciones, sugiriendo una
potencial actividad antitumoral. Los extractos EOHZ2 al 0,05 % de las cuatro
estaciones, generaron estimulacién en el crecimiento radicular, este mismo efecto
fue detectado en las restantes muestras de otono y en el NaAlg de invierno.

El ensayo del metil green-ADN mostré una disminuciéon del porcentaje de
inhibicién solamente en el alginato de sodio de primavera, por lo que se concluye
que su posible mecanismo molecular de acciébn en cuanto a su actividad
antitumoral es la intercalacion en el ADN.

No se detect6 actividad antibacteriana en las muestras analizadas.

La actividad antioxidante de los extractos etandlicos, asi como del alginato de

sodio de las cuatro estaciones, fue de moderada a baja. En el estudio preliminar
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realizado en muestras colectadas en Bahia Bustamante, el resultado fue superior,
ambas de primavera. Esta diferencia se puede atribuir a la variacion de
temperatura que se registran en los puntos de colecta, ya que este factor esta
fuertemente relacionado con el ciclo de vida de U. pinnatifida. L.a mayor actividad
antioxidante de los alginatos correspondié al producto de verano y este resultado
concuerda con lo obtenido en la cuantificacion de grupos sulfatos; donde nuestros
resultados muestran que estos grupos presentes en el alginato de sodio de verano
(40,7 %) contribuyen, al menos en parte, a la actividad evaluada.

Los resultados previamente obtenidos llevaron a evaluar el efecto
antiproliferativo del alginato de sodio de primavera frente a lineas celulares
derivadas de cancer de mama (CMF-7) y colon (Caco-2). El alginato de sodio
presentd una actividad importante sobre las células tumorales MCF-7,
exhibiendo a 1 mg/ml una inhibiciéon de la proliferacion celular del 75 %, la cual
se mantuvo activa aun a una concentracion de 500 pg/ml. Si bien el porcentaje de
inhibicién en las células Caco-2 es del 61,6 % a una concentracién de 1 mg/ml, se
concluye que la afinidad sobre esta linea celular es menor en comparaciéon con
MCF-17.

Se evalud la actividad antileishmania del alginato de sodio de primavera sobre
promastigotes y amastigotes de varias especies de Lershmania, no presentando

actividad sobre las dos formas de los parasitos L. infantumy L. amazonensis.

Para evaluar la actividad de citotoxicidad y genotoxicidad de los extractos
alcohélicos y los alginatos obtenidos a partir de las frondas de U. pinnatifida se
utilizé el Test del Allium cepa.

Nuestros resultados mostraron que la inhibicion del desarrollo radicular de
Allium cepa por exposicién aguda a los extractos etandélicos (EOH1, EOH2) y al
alginato de sodio de U. pinnatifida fueron dosis dependiente. El analisis del efecto
de los extractos alcohodlicos y alginatos durante una parte del ciclo celular
mostraron una relacion directa en la inhibicion de la mitosis normal de las
células meristematicas radiculares, los cuales se vieron reflejados en las distintas
fases de la mitosis y el indice mitético IM). Todas las muestras manifestaron una
disminuciéon del IM a medida que aumentd su concentracién y por lo tanto la

inhibicién de la mitosis durante la divisién celular. Los extractos alcohélicos a 70
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°C (EOH2) y el alginato de sodio de primavera mostraron valores de IM de 4,86 y
5,32 %, respectivamente, lo que revel6 una importante acciéon inhibitoria sobre el
proceso mitético, con un porcentaje de inhibicion del 79,09 y 77,11 %
respectivamente. Los extractos etanélicos a temperatura ambiente (EOH1) de las
cuatro estaciones mostraron un IM entre un 8 y 9 %, estos valores corresponden a
un 40 y 45 % de inhibicién mitética. E1 NaAlg y el EOH2 de otofio, mostraron la
menor actividad inhibitoria en comparaciéon con el resto de las muestras
ensayadas. En este ensayo se pudo observar que una disminucién del indice de
fases con respecto al control negativo, lo que indica que el ciclo celular se retrasa
antes de pasar a la fase M, sin detener todo el ciclo, ya sea al final de G2 o en el
transito de G2 a M. Esto se deduce por la disminuciéon en el porcentaje de las
distintas fases durante la mitosis comparado con el control negativo. En todos los
casos el mayor porcentaje de fase mitotica se correspondié a la profase al igual
que ocurri6 en el control positivo. Las otras fases de la mitosis en general fueron
de mejor porcentaje comparadas con el patréon negativo. El EOH2 y el NaAlg de
primavera fueron los que produjeron mayor inhibicién en las fases durante la
mitosis de las células meristematicas de A. cepa. Los extractos etandlicos y el
alginato de las distintas estaciones produjeron algunas modificaciones a nivel
estructural y/o nuclear en las células meristematicas. Por ejemplo el EOH1 de
primavera en general conservoé el estado de las distintas fases, pero se detectd la
ausencia o ruptura de membrana nuclear en algunas células meristematicas, el
resto de las muestras ensayadas mostraréon diferentes cambios celulares. Estos
resultados son una prueba de la actividad antitumoral de los extractos alcohdlicos
y el alginato de sodio obtenida a partir de las frondas de U. pinnatifida, cuyo
mecanismo de accién es fundamentalmente a nivel de la mitosis, con diferentes
modificaciones estructurales. La presencia de fucoxantina y derivados de
floroglucinol en todos los extractos etandlicos, muestra que estos metabolitos
serian los responsables, de forma sinérgica o individual, de la actividad
antitumoral, siendo de interés observar que la proporciéon de estos metabolitos se
ve influenciado por diversos factores, especialmente por variaciones estacionales.
En cuanto al NaAlg las caracteristicas particulares, en especial su alto contenido

en grupos sulfatos, serian los que aportan a su actividad antitumoral. Si bien el
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alginato verano muestra un mayor contenido de grupos sulfatos, el de primavera
también actia a nivel de la intercalacion del ADN, lo que permite explicar su
actividad.

El ensayo alelopatico mostré6 que el porcentaje de germinaciéon promedio del
extracto EOH1 de U. pinnatifida colectada en primavera sobre Lycopersicum
esculentum produjo una estimulacion con valores de 14,29 y 4,76 %, en tanto que
sobre Lolium multiflorum se vio inhibida en todas las concentraciones ensayadas.
El porcentaje de crecimiento radicular promedio sobre Lycopersicum esculentum
presentd una inhibicion para las dos concentraciones mas bajas y una
estimulacién a la mayor concentracién (6,25 %) y sobre Lolium multiflorum
mostro tener un efecto de inhibicién moderada dosis dependiente.

Se observa una marcada diferencia en cuanto a los valores obtenidos frente a
otros trabajos disponibles en bibliografia, realizados con otras especies, lo que nos
permite concluir que los extractos de U. pinnatifida tienen una notable influencia
en la germinacién y el desarrollo radicular, de inhibicién o estimulacién, que
depende de la especie usada en el ensayo, el tipo de extracto y condiciones de
cultivo. Esto debe ser tenido en cuenta, si se plantea la utilizaciéon de esta alga
como fertilizante para cultivos.

La obtencién de microparticulas conteniendo paracetamol, mediante gelificacion
i6nica interna, se realiz6 a partir de una solucion de alginato de sodio de
primavera y verano. Los parametros analizados fueron bajos en cuanto al
rendimiento (% Ren), eficacia de encapsulacién (% EE) y contenido de
paracetamol (% Cpa). Estos resultados muestran que el alginato de sodio de U.
pinnatifida obtenido de las muestras colectadas en primavera y verano, en las
condiciones llevadas a cabo, no son aptas para la microencapsulaciéon del
principio activo empleado, no obstante no debe descartarse la posibilidad de
continuar con la elaboracion de otras formas farmacéuticas o mejorar la

metodologia de purificacién empleada.

En cuanto a la Bibliografia, al final de cada capitulo se detallan las citas
bibliograficas utilizadas, enumeradas en orden alfabético, segin las normas de la

American Chemical Society (ACS).
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El desarrollo de este trabajo de Tesis dio lugar a las siguientes publicaciones en
revistas cientificas, nimeros especiales de revistas y libros de resimenes de

eventos cientificos:

- Marine pharmacognosy: brown seaweeds from Golfo San Jorge (Argentina) with
potential application in health. Miriam D. Escobar Daza, Guillermo Ojeda, Diana
Quezada, Elisabet Braidot, Moénica Becerra, Graciela Pinto Vitorino, Mauricio
Reyna Jeldes, Caroline Weinstein-Oppenheimer, Osvaldo L. Cérdoba, Maria L.
Flores, International J. of Pharmaceutical Sciences and Research (IJPSR), 2015,
170-171 (E-ISSN: 0975-8232; P-ISSN: 2320-5148).

- Estudio ficoquimico y actividad biolégica in vitro de Undaria pinnatifida
(Harvey) Suringar (Alariaceae) colectada en el norte y centro del Golfo San Jorge.
Miriam Delma Escobar Daza, Diana Paula Quezada, Elisabet Braidot, Maria
Lujan Flores, Osvaldo Leén Cérdoba. Naturalia patagonica, 9: 61-75, 2016.

- Brown seaweed from the San Jorge Gulf, Patagonia Argentina, as potential
sources of bioactive products. Flores ML, Becerra MB, Escobar Daza MD,
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Nacionales e Internacionales:

- Perfil quimico y bioactividad del alga parda Undaria pinnatifida (Alariaceae)
colectada en el Golfo San Jorge. Miriam D. Escobar Daza, Ménica B. Becerra,
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invasora de Patagonia. Quezada, D.; Escobar Daza, M. D.; Flores, M. L., Cérdoba,
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Congreso Iberoamericano de Ciencias Farmacéuticas de la COIFFA, 06/2013.
- Metabolitos, capacidad tintoria y actividad biolégica de Undaria pinnatifida
(Harvey) Suringar (Alariaceae) colectada en el Golfo San Jorge. Escobar Daza
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Latinoamericano de Biotecnologia Algal, Florianépolis, Brasil, 11/2013.
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Congreso Iberoamericano de Cs. Farm. de la COIFFA, Coérdoba, Argentina,
11/2015.
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Daza MD, Flores ML, Coérdoba OL. Reunion de la Com. Permanente y VII
Congreso Iberoamericano de Cs. Farm. de Ia COIFFA, Cérdoba,
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Jorge, Argentina. Miriam Escobar Daza, Florencia Rondini, Diana Quezada,
Maria L. Flores, Osvaldo L. Cérdoba. X Congreso Chileno de Micro y Macroalgas,
Coquimbo, Chile, 07/2017.

Investigacién integral de Undaria pinnatifida (Alariaceae) colectada en
primavera en el Golfo San Jorge, Argentina: quimica, bioactividad, toxicidad y

aplicacion. Escobar Daza, Miriam Delma; Becerra, Moénica B.; Arancibia, Luz
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Oppenheimer, Caroline; Flores, Maria Lujan; Coérdoba, Osvaldo Leon. CLABA
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- Estudio comparativo de alginatos de sodio de dos algas pardas del Golfo San
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Becerra, Moénica B.; Escobar Daza, Miriam D.; Cérdoba, Osvaldo L.; Flores, Maria
L. Seleccionado para Comunicacion Oral. CLABA 2017, Lima, Pera, 10/2017.
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Jorge, Patagonia Argentina. Florencia Rondini, Miriam D. Escobar Daza, Diana
P. Quezada, Maria L. Flores, Osvaldo L. Cérdoba. X J. Nac. de Ciencias del Mar
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- Brown seaweed from the San Jorge Gulf, Patagonia Argentina, as potential
sources of bioactive products. Flores ML, Becerra MB, Escobar Daza MD,
Quezada DP, Pinto Vitorino G, Smirlis D, Kritsanida M, Grougnet R, Michel S,
Cordoba OL. Drug Discovery for Neglected Diseases International Congress
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