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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por
la busqueda de antioxidantes naturales, generalmente

En la actualidad existe un marcado interés por la busqueda de
antioxidantes de fuentes naturales, incluidas las algas marinas.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la composicion quimica y
propiedades antioxidantes del alga Bryothamnion triquetrum. Se
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estudio la composicion centesimal y de minerales, identificacion
de acidos grasos y sustancias antioxidantes. La composicion
centesimal es la siguiente: Proteinas (9,5%), Lipidos (1,3%),
Carbohidratos (5,9%), Fibras (10,2%) y Cenizas (43%). Los
resultados de la actividad antioxidante para las diferentes
metodologias empleadas fueron: atrapamiento de radicales DPPH
(38%, 4 mg de liofilizado), B-Caroteno-Linoleico (12%, 4 mg de
liofilizado), actividad atrapadora de radicales O, (CI,, 0,36 mg/
mlL), de radicales OH" (CI, 2,11 mg/mL) y unién al Fe (CI,, 0,37
mg/mlL). Las propiedades antioxidantes de esta alga parecen
explicarse por la capacidad atrapadora de radicales libres,
particularmente relacionada con mecanismos de dismutacion de

radicales O,",

En trabajos previos se identificaron dcidos cindmicos y fenolicos

inactivacion de radicales OH" y quelacion de Fe.

como moléculas que pudieran explicar la actividad antioxidante,
sin embargo adicionalmente se debe considerar un efecto
sumatorio y/o sinérgico de otros componentes antioxidantes del
extracto, como los descritos en este trabajo, incluidos minerales,
carotenoides y vitamina C.

constituidos por mezclas de compuestos con una elevada
diversidad molecular y funcionalidad bioldgica (Aruoma et
al.,2003). En su mayoria estas entidades son aceptadas
como no toxicas, aunque algunos de estos compuestos
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naturales pudieran presentar un definido riesgo
toxicoldgico (Vidal et al., 2005).

Las algas marinas son consideradas como un alimen-
to tradicional en la dieta de diferentes pueblos, sobretodo
asiaticos; de acuerdo a su composicion son alimentos bajos
en calorias, con altas concentraciones de minerales, vitami-
nas y proteinas, muy ricos en fibras y relativamente altas
concentraciones de dcidos grasos poli-insaturados
(Jimenez-Escrig, Goiii,1999; Risso ef a/.,2003). En su
mayoria se localizan en la zona fotica, con una notable
exposicion a la radiacion solar, lo que favorece la
generacion de radicales libres, y esto a su vez pudiera
condicionar la biosintesis de metabolitos secundarios con
propiedades antioxidantes. Se sugiere que la ausencia de
dafio oxidativo en los componentes estructurales de las
algas y su estabilidad frente a determinadas condiciones
adversas se deben a la presencia de efectivos antioxidantes
(Burritt et al., 2002).

En diferentes investigaciones se ha demostrado una
relacion directa entre el consumo de algas marinas y la
prevencion y/o en el tratamiento de patologias relaciona-
dos con el estrés oxidativo (Funahashi et al., 2001;
Jiménez-Escrig, Sanchez-Muiiiz, 2000; Yuan, Walsh,
2006). Algunos autores han comprobado que extractos de
algas marinas tienen actividad antioxidante explicada por
disimiles mecanismos de accion, incluidos la capacidad
atrapadora de radicales libres, la quelacion de metales
activos desde el punto de vista redox, los mecanismos de
donacioén y aceptacion de electrones, la capacidad de
interrupcion de la peroxidacion lipidica y el incremento de
la actividad de enzimas antioxidantes (Yan ef al., 1998,
1999; Jiménez-Escrig et al., 2001; Lim et al., 2002). Esta
actividad a su vez pudiera explicar las propiedades neuro-
y hepato-protectoras que presentan algunos de estos
extractos (Linares et al., 2004; Raghavendran et al.,
2005).

El alga marina Bryothamnion triquetrum crece
rapidamente a poca profundidad, es facil de recolectar, no
es toxica y se encuentra ampliamente distribuida
(Areces,1995), aspectos todos que avalan sus potencia-
lidades como fuente de compuestos bioactivos. Las
actividades antioxidante y neuroprotectora del alga B.
triguetrum han sido estudiadas con diferentes procedi-
mientos experimentales in vitro y en cultivos de células
neuronales GT1-7 y ha sido relacionada con los acidos
fenolicos y cinamicos identificados en este extracto, sin
embargo aun no ha sido esclarecido completamente su
mecanismo de accion (Vidal et al., 2001; Fallarero et al.,
2002, 2003, 2006).

Considerando estos antecedentes, el objetivo de este
trabajo fue evaluar la composiciéon quimica y las
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propiedades antioxidantes del alga marina Bryothamnion
triguetrum y a la vez profundizar en los mecanismos de
accion de esta propiedad. Los resultados de este trabajo
avalan sus potencialidades como fuente natural de
antioxidantes con perspectivas de aplicaciones como
fitofarmaco y/o suplemento dietético funcional.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de algas

El alga marina roja Bryothamnion triquetrum
(S.G.Gmelin) Howe fue colectada en el area del Bajo de
Santa Ana (La Habana, Cuba) en agosto/2005. Los
especimenes fueron identificados y autenticados en el
Laboratorio de Algas del Centro de Investigaciones
Marinas de la Universidad de La Habana, donde se
depositd una muestra.

Preparacion de los extractos

Los ejemplares frescos de B.triquetrum se lavaron y
se homogeneizaron en H,O destilada manteniendo una
relacion 1:4 (p/v). Los homogenados B.triquetrum
obtenidos se centrifugaron a 800 g, -4 °C durante 20 minu-
tos. Los sobrenadantes fueron liofilizados y posteriormente
conservados a -20 °C hasta su uso. El rendimiento estima-
do del extracto final liofilizado en comparacion con el alga
fresca fue de 0,5%.

Composicion centesimal

Las algas recién colectadas se lavaron con H,O des-
tilada y se dejaron secar bajo sombra a temperatura ambi-
ente. Posteriormente porciones de algas secas fueron
molidas en un molino eléctrico (IKA A1l Basic) y
tamizadas a 32 mesh. Las determinaciones de humedad,
cenizas, proteinas, lipidos totales y fibras se realizaron de
acuerdo a los procedimentos establecidos por la AOAC
(1995). En todos los casos, las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Preparacion de la fraccion lipidica

A porciones de algas secas y molidas se les realizo
una extraccion de la fraccion lipidica segun el
procedimiento de Folch et al. (1957): porciones de 5
gramos de alga se extrajeron con metanol (50 mL), y pos-
teriormente con cloroformo (100 mL), entonces se le
adicionaron KCl al 0,88% (' del volumen). La fase
organica se elimino por rotoevaporacion y se redisolvio en
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5 mL de cloroformo. Se le determind la cantidad de solutos
totales por gravimetria (1 mL/105 °C).

Los acidos grasos de la fraccion lipidica se metilaron
de acuerdo al procedimiento de Hartman y Lago (1973),
empleando acido heptadecanoico como estandar interno; a
las muestras lipidicas se le adicion6 KOH 0,5 N (2 mL) en
metanol, se calent6 a 100 °C (5 min) en tubos cerrados
herméticamente, para agregar mas adelante (6 mL) la
mezcla de metilacion (NH,Clen MeOH:H,SO,), se calent6
a 100 °C (3 min). Los acidos grados metilados se extrajeron
con hexano, la fase organica se llevo a sequedad y se
redisolvio en hexano. A cada fraccion se le determino la
cantidad de solutos totales por gravimetria.

Identificacion y cuantificacion de los acidos grasos

Alicuotas de los acidos grasos metilados fueron
estudiados mediante cromatografia gaseosa de acuerdo al
procedimiento reportado por AOAC (2002). Muestras de
acidos grasos metilados se analizaron en un CG Shimadzu
QP 5000 equipado con detector de ionizacion de llama y
una columna capilar de silica fundida Supelcowax 10 (J&
W Scientific) (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Las tempera-
turas del inyector y el detector fueron 250y 270 °C, respec-
tivamente. El programa de temperatura fue: 170 °C a
225 °C, conun gradiente de 1 °C/min. El gas portador fue
helio con un flujo de 1 mL/min. El AUC de cada pico fue
analizado mediante un integrador GC Workstation Class-
GC-10 (Shimadzu).

Andlisis cuantitativo de la composicién de minerales

El analisis de la composicion de minerales se rea-
lizo de acuerdo al método de espectroscopia atomica
descrito por Saari y Paaso (1980). Las muestras del
extracto liofilizado, se prepararon con una digestion
humeda con HNO, concentrado para posteriormente
realizar la determinacidn con un espectrometro de masas
Perkin Elmer Sciex Elan 6000 (Perkin Elmer, USA).
Adicionalmente el contenido de Se fue determinado
mediante un método de absorcion electrotérmica atomica
descrito por Kumpulainen ez al. (1983). Las muestras (1
g) fueron digeridas en una mezcla de HNO,, HCIO, y
H,SO, (1:1:1) (20 mL) y luego tratadas para reducir
todo el selenio a selenio (IV), el que luego fue quelado
com pirrolidinditiocarbamato de amonio y extraido en
una fase metil-isobutil-cetona (20 mL), para la determi-
nacidn en un espectrofotometro de absorcion atomica
modelo 5100 Zeeman (Perkin Elmer, USA). Como
estandar externo y para el control de calidad se
emplearon una solucioén estandar Merck de multi-

elementos en concentraciones de 10 mg.L' (10580 ICP
MultiElement Standard VI) y muestras certificados de
tejido de ostras, NBS 1566a (NIST, USA) y harina de
trigo NBS 1567a (NIST, USA).

Determinacion del contenido de acido ascérbico y
carotenoides

Se realiz6 seglin la metodologia espectrofotométrica
propuesta por Natelson (1964), que utiliza el reactivo de
2,4-dinitrofenilhidracina-tiourea. Se emple6 como estandar
una solucion de acido ascorbico a la concentracion de
0,01 mg/mL.

La determinacion del contenido total de carotenos se
realizo de acuerdo a la metodologia propuesta por la AOAC
(1990): extraccion con acetona: hexano (1:1,5) y
purificacion en una columna de MgO. La calibracion del
método fue realizada con B-caroteno (Fluka, E.U.) y los
resultados fueron expresados como mg de equivalentes de
-caroteno/g de extracto liofilizado.

Determinacion de la actividad antioxidante

Ensayo de actividad atrapadora de radicales 1, 1-difenil-
2-picrilhidracil (DPPH")

Este ensayo se realizo segun el protocolo descrito
por Goupy et al. (1999). 0,5 mL del extracto liofilizado
(en las concentraciones de 500-8000 pg) de
B.triquetrum disuelto en H,O destilada se agreg6 a una
solucién metandlica de DPPH' (1,5 mL), empleando
como control positivo trolox 50 uM. La absorbancia de
la solucion del radical estable en presencia de la muestra
(A, ) fue medida en un espectrofotometro (Spectronic
instruments, USA) a 517 nm. Los porcentajes de
inhibicion (PI) de la absorcion del DPPH' producidos
por B.triguetrum fueron calculados en relacion con la
absorbancia de la muestra blanco (A, con H,O destila-
da) usando la siguiente ecuacion:
PI=[(A,-A ) A,]x100.La CI, fue calculada segun
la relacion: CI,=C -AC, donde: AC=[(C-C)x
(PI,-50)]/ (PI,-PL), en el que: PI, y PL, corresponden a
los valores de porcentajes de inhibicion inmediatamente
superiores ¢ inferiores al 50% de inhibiciony C, y C,
corresponden a las concentraciones en las que se
producen PI, y PL, respectivamente.

Actividad antioxidante con el ensayo del B-Caroteno-dci-
do linoléico

La actividad antioxidante fue evaluada por el
procedimiento de Miller (1971): una mezcla 3-caroteno
(20 uL), acido linoléico (40 uL) y Tween 40 (530 mg) se
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suspendieron en agua oxigenada (100 mL). Porciones de
esta emulsion (5 mL) fueron colocados en diferentes tubos
conteniendo muestras (200 (L) o control positivo butil-
hidroxi-tolueno (BHT — 100ppm). 5 mL de esta mezcla se
considero como blanco. Los tubos se colocaron en un bafio
termostatado (50 °C) y la lectura inicial a 470 nm fue to-
mada como tiempo cero. Las medidas de absorbancia se
realizaron cada 15 minutos durante 120 minutos. Todas las
determinaciones se llevaron a cabo en triplicado. La
actividad antioxidante fue evaluada en términos del
blanqueamiento del B-caroteno, usando la siguiente formu-
la: AA (%) =100-[(A°, — A" /A° — A" ) x 100]; A° y A°,
son la absorbancia de los tubos muestras y controles al
tiempo cero y A"’ y A son las absorbancias medidas en
las muestras y en blanco respectivamente al final de la
incubacion.

Ensayo de actividad atrapadora de radicales O2*

La actividad atrapadora de radicales O, fue deter-
minada de acuerdo a Fridovich y McCord (1969), en las
siguientes condiciones: NBT (nitroblue tetrazolium)
31 uM; xantina 240 uM en tampon fosfato (pH 7,8, 13
mM), en una cantidad suficiente para obtener una pendiente
de incremento de la absorcion espectrofotométrica (550
nm) igual a 25 x 10* ADO/min. Las mediciones cinéticas
se realizaron en un espectrofotometro Ultrospec 111
(Pharmacia-LKB, Suecia) con un programa para cinética
enzimatica con un tiempo de ensayo de 10 minutos. Los
porcentajes de inhibicion (PI) de la reduccion del NBT
producidos por el extracto fueron calculados a partir de la
variacion de su pendiente de incremento de la absorcion
espectrofotométrica (S ) en comparacion con la de la
muestra de referencia (S, con H,O destilada) segtn la
siguiente ecuacion: PI=[S-S )/ S ] x 100.

Ensayos de actividad atrapadora de radicales OH' y union
al Fe

El método empleado (Aruoma, 1994) se realiz6 en las
siguientes condiciones: en la mezcla reaccionante se anadio
2-desoxi-d-ribosa 2,8 mM; FeCl, 25 uM; EDTA 100 mM
(enel caso del ensayo en presencia de este compuesto); H,O,
2,8 mM; tampon fosfato (pH 7,4, 10 mM) y acido ascorbico
100 uM. El extracto liofilizado de B. triquetrum €l era
resuspenso en tampon fosfato (pH 7,4, 10 mM) e se agregd
en la mezcla reaccionante y luego de 1 hora de incubacion a
37 °C, se afiadi6 acido tiobarbiturico (TBA) al 1% (v/v) en
NaOH 50 mM y acido tricloroacético (TCA) al 2,8% (p/v),
tras lo cual se realiz6 una segunda incubacion a 80 °C duran-
te 20 minutos. Finalmente, se monitore6 la absorbancia a 532
nm de los complejos formados con el TBA en un espectro-
fotometro (Zuzi UV-4200, USA).
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En ausencia de EDTA, este ensayo de degradacion de
2-desoxi-d-ribosa permiti6 evaluar la capacidad del
extracto de unirse al Fe, mientras que en presencia de
EDTA, se determin6 la capacidad del extracto para atrapar
radicales OH'. Como controles positivos se incluyeron:
dimetilsulfoxido 250 uM (secuestrador de radicales OH")
y desferroxamina 12 mM (agente quelante de Fe), en la
primera y segunda variante del ensayo, respectivamente.
Los porcentajes de inhibicion (PI) de la formacion de
sustancias reactivas al TBA (TBARS) fueron calculados a
partir de la absorbancia registrada en las muestras (A ) con
relacion al blanco (A, con H,O destilada) segun la
siguiente ecuacion: PI=[(A - A )/ A, ]x 100.

Andlisis estadistico

Los resultados fueron procesados usando los progra-
mas Sigma Plot 2000 (version 6.10 para Windows) y
GraphPad Prism (version 3.00 para Windows). Todos los
experimentos se realizaron en triplicados y los resultados
expresados como valores promedios + desviacion estandar.
En los ensayos de actividad antioxidante, las compa-
raciones se realizaron mediante ANOVA y prueba de
Tukey’s, con un nivel de significacion estadistico de
p <0,05. Las metodologias para determinar actividad
antioxidante se compararon entre si mediante una prueba
de regresion lineal para cantidades idénticas del extracto en
cada punto.

RESULTADOS

Composicion quimica del alga marina Bryothamnion
triquetrum

La composicion centesimal del alga B. triguetrum se
presenta en la Tabla I. Esta alga presenta valores relativa-
mente alto de proteinas y muy bajos de lipidos. Adicional-
mente se observa valores altos de cenizas.

El contenido de compuestos lipidicos resulto bajo
(1,3% de la composicion relativa de alga seca), y al
analizar la composicion de acidos grasos (Tabla II), se
observa que esta alga presenta una relacion de acidos
grasos saturados: insaturados relativamente alta (2,68:1)
con cantidades mayoritarias de los acidos margarico y
palmitico.

El contenido de los minerales estudiados en el
extracto de B. triquetrum se muestra en la Tabla III. A
partir de estos resultados se puede plantear que esta alga
presenta una baja cantidad de cloro en comparaciéon con
las cantidades de calcio, potasio, sodio y magnesio. Esta
especie de alga roja presenta cantidades apreciables de
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TABLA | - Composicion centesimal (%) del alga marina Bryothamniom triguetrum. Las algas recién colectadas, lavadas
con H,O destilada, secadas bajo sombra a temperatura ambiente y tamizadas a 32 mesh. Cada parametro se realizo por

triplicado
Composicion centesimal (%)
Agua Cenizas Lipidos Carbohidratos Proteinas Fibras
30 43 1,3 5,9 9,5 10,2

TABLA 1l - Composicion relativas (%) de acidos grasos
saturados e insaturados del alga marina Bryothamniom
triquetrum. Cada determinacion se realizo por triplicado.
Los acidos grasos no identificados representan el 12,06%

TABLA 111 - Composicion de minerales del extracto acuoso
liofilizado de B.triguetrum, expresado en mg/kg de extracto
liofilizado. Todas las determinaciones, realizadas por
espectrometria de absorcion atomica, se repitieron 5 veces
por duplicado

Acido graso Composicion
relativa (%)
Hendecanoico C11:0 0,58
Laurico C12:0 0,385
Miristico C 14:0 1,27
Pentadecanoico C15:0 0,49
Palmitico C16:0 18,47
Palmitoleico cl1e6:1 5,76
Margarico C17:0 41,24
Estearico C 18:0 1,59
Oleico C18:1 7,99
Linoleico C 18:2n-6 1,73
v-Linolénico C 18:3n-6 0,74
Araquidonico C 20:4n-6 3,51
Docosapentaenoico C 20:5n-3 3,73
Total 87,94

bromo. Resulta importante sefnalar que las cantidades pre-
sentes de metales toxicos como el mercurio y el talio son
muy bajas y/o no detectables mientras que se observan al-
tas cantidades de plomo. Algunos minerales pueden mo-
dular el balance oxidativo celular (Se, Zn e Mg), y de ahi
que sea necesario conocer el contenido de ellos en el
extracto. Las cantidades de los metales que pueden tener
efectos pro-oxidantes como el hierro, cobre, cadmio y
niquel son bajos. El contenido de otros minerales como
cobalto, cromo y mercurio que también pueden promover
el estrés oxidativo, son tan bajos que no puede ser detec-
tado con la metodologia experimental empleada. Por otra
parte, el extracto contiene cantidades apreciables de
selenio que es un mineral para el que se han referido fun-
ciones antioxidantes en el organismo.

Entre otros de los compuestos del alga con funciones
antioxidantes especificas se encuentra el acido ascorbico y
los carotenoides, cuyos contenidos son de 0,4+0,01 y

Mineral Contenido (mg/kg) (media £ DS)
Na 31250440
Mg 2 900+30
Cl 5,5+0,05
K 63 900200
Ca 6 600120
Zn 18+1,5
Br 15+0,5
Pb 7,5+0,1
Tl 000

Fe 200 + 50
Cu 20+2
Cd 0,20+ 0,08
Ni 10£5
Co 000

Cr 000

Hg 000

Se* 100+9

0,04+0,005 mg/g (muestra liofilizada) respectivamente,
valores que pueden ser considerados bajos.

Actividad antioxidante

Actividad antioxidante en el ensayo de atrapamiento de
radicales DPPH'

Los resultados de la actividad atrapadora de radicales
DPPH'se muestran en la Figura 1. Como se puede apreci-
ar el extracto de B. triquetrum es efectivo en el
atrapamiento de estos radicales sdlo a altas concen-
traciones, aunque presenta una relacion directa entre las
concentraciones del extracto y la actividad biologica, con
un valor de CI, en este modelo de 4,66 mg (muestra
liofilizada).
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FIGURA 1 - Actividad antioxidante del extracto acuoso de
B.triguetrum contendo de 0,5 a 8 x 10 ug/mL mediante el
ensayo de atrapamiento de radicales DPPH. Los resultados
estan expresados como x = DS en funcién del
blanqueamiento del DPPH. Cada determinacion se realizo
por triplicado.

Actividad antioxidante por el ensayo del -Caroteno-aci-
do linoléico

La actividad antioxidante determinada por el ensayo
del B-Caroteno-acido linoléico se muestra en la Figura 2.
Cuando se compararon los resultados de actividad
antioxidante en el sistema B-caroteno/linoléico con el
ensayo del DPPH, para la concentracion de 4 mg de
extracto, se observo un valor de inhibicion de la oxidacion
mas bajo (12%).

Los resultados de actividad antioxidante por ensayo
del B-Caroteno-acido linoléico y de la actividad atrapadora
de radicales DPPH'se relacionaron estadisticamente (Figu-
ra 3) y se obtuvo una correlacion lineal satisfactoria entre
estos dos parametros (1= 0,9108).

Evaluacion de la capacidad atrapadora de radicales libre
y union al Fe

La capacidad del extracto de B.triquetrum para
interaccionar con los radicales O, fue medida a traves
de su efecto inhibidor sobre la reduccion del NBT
provocada por estos radicales (Tabla IV). Se aprecia que
el extracto de B. triquetrum presenta capacidad para
reaccionar directamente con los radicales O, de un
modo dependiente de su concentracion. El porcentaje de
inhibicion de la reduccién del NBT mantiene una
relacion sigmoidal con el logaritmo de la concentracion
y el valor determinado de CI es 0,36 mg/mL. No se
puede determinar la constante de velocidad de la
reaccion con los radicales O, por tratarse de un
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TABLAIV - Actividad atrapadora de radicales O, del extracto
acuoso liofilizado de B. triqguetrum. Los experimentos
se repitieron 2 veces con 5 réplicas en cada caso

Muestra |extracto de B. triquetrum| PI (%)
(mg/mL)

B.triguetrum 0,1 9
0,2 18
0,3 36
0,5 55
0,8 68
1,9 81
2,8 90
4,7 99

Blanco 0 -

PI representa el porcentaje de la reduccion del NBT
(nitroblue tetrazolium). Se empled ANOVA y test de Tukey
para la comparacion de las muestras, con nivel de
significacion de p<0,05

extracto crudo, que es una mezcla de compuestos con
diversa naturaleza quimica.

Los resultados del ensayo en el que se evalu¢ la
habilidad del extracto para impedir la oxidacion de la 2-
desoxi-d-ribosa mediada por radicales OH, se presentan en
la Tabla V. Este ensayo se realiza en dos condiciones
experimentales diferentes: en presencia y en ausencia de
EDTA, que permiten estudiar la capacidad para atrapar
radicales OH" y para unir Fe respectivamente. En ambos
casos, el extracto muestra un efecto protector dependiente
de la concentracion y los valores de CI determinados son
0,37 mg/mL (en presencia de EDTA) y 2,11 mg/mL (en
ausencia de EDTA).

DISCUSION

Las algas marinas, consideradas como un alimento
tradicional en algunos paises, especialmente en los asiati-
cos, han sido vinculadas a la prevencion y/o tratamiento de
diferentes enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo, aspecto que ha servido de pauta para las
investigaciones de sus propiedades antioxidantes
(Funahashi et al., 2001; Jiménez-Escrig, Sanchez-Mufiz,
2000; Yuan, Walsh, 2006).

En el contexto de la posible utilizacion del alga
marina B.triquetrum como alimento funcional y/o
fitofarmaco con propiedades antioxidantes, se hace
necesario analizar su composicion centesimal (Tabla ). En
las algas, de acuerdo a sus necesidades metabolicas, se
encuentran cantidades bajas de lipidos y relativamente al-
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TABLAYV - Efecto protector del extracto acuoso liofilizado de B.triquetrum sobre la degradacion oxidativa de la 2-desoxi-

d-ribosa mediada por radicales OH*

Ensayo Muestra |[extracto de B.triqguetrum] (mg/mL) PI (%)
Blanco 0 -
En presencia de EDTA B. triquetrum 0,1 3
0,2 17
0,3 39
0,5 45
0,8 59
1,5 73
2,5 80
3,5 83
4,5 91
5,0 95
Blanco 0 -
En ausencia de EDTA B. triquetrum 0,75 18
1,00 27
1,25 34
1,50 42
2,00 52
2,50 63
3,00 75
4,00 81
5,00 88

PI representa el porcentaje de inhibicion de la oxidacion de la 2-desoxi-d-ribosa. Los experimentos se repitieron 2 veces
con 5 réplicas en cada caso. Se empled ANOVA y test de Tukey para la comparacion de las muestras, con nivel de
significacion de p<0,05. Se incluyeron dos controles: con dimetilsulfoxido 250 UM (en presencia de EDTA) y

desferroxamina 12 mM (en ausencia de EDTA)

tas de proteinas (Jiménez-Escrig, Goii, 1999), criterios
confirmados en este trabajo. Carrillo et al., (2002)
encontraron valores proteicos para diferentes especies de
algas rojas similares al encontrado para B. triguetrum.
Huang y Wang (2004) determinaron para el alga
Plocamium telfairiae una relacion de acidos saturados:
insaturados alta, debido fundamentalmente al acido
palmitico, resultados similares encontrados en el alga B.
triquetrum, que presenta concentraciones de acido
margarico y palmitico mayores que del resto de los acidos
grasos examinados (Tabla II). Se ha considerado que los
acidos grasos insaturados de las algas pudieran represen-
tar una fuente de antioxidantes naturales (Huang, Wang,
2004), pero si consideramos el bajo contenido de estos
compuestos de esta alga, su actividad antioxidante debiera
explicarse por la presencia de otras entidades.

En general, las algas marinas presentan altos
contenidos de compuestos inorganicos (Felicio-Fernandes,
Laranjeira, 2000). En esta investigacion el contenido de

minerales del extracto resulto elevado lo que pudiera expli-
car el valor elevado de cenizas. Vidal ef al. (2001) aislando
acidos fenolicos de extractos de esta alga encontraron en
algunas fracciones cantidades elevadas de compuestos
inorganicos. También Risso et al. (2003) reportaron valo-
res elevados de cenizas en el alga Monostroma undulatum.

Diferentes autores han referido la presencia
cantidades significativas de compuestos bromados en las
algas marinas rojas (Whitfield ez al., 1999), que de hecho
han sido consideradas como fuentes de estos compuestos,
entonces los niveles de bromo encontrados en esta alga se
corresponden con los hallazgos anteriores.

En estudios previos se relaciond la actividad
antioxidante del extracto acuoso de B. triquetrum con su
contenido de acidos p-cumadrico, ¢-cinamico y ferulico
(Vidal et al., 2001, Fallarero et al., 2006). Adicionalmen-
te Fallarero ef al. (2006) demostraron en estudios de cul-
tivos de células neuronales GT1-7 que estos dcidos admi-
nistrados separadamente y/o en conjunto no explicaban to-
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talmente la actividad antioxidante de esta alga. Otros
metabolitos con funcion antioxidante, que en alguna medi-
da pudieran influir en esta propiedad son los carotenos y el
acido ascorbico, también presentes en este extracto. En
algunas especies de algas marinas se ha comprobado que
la actividad antioxidante se encuentra en funcion de estos
compuestos (Yan et al.,1999). Por otro lado la actividad de
estos compuestos polifendlicos pudiera ser favorecida por
la presencia del acido ascorbico en el extracto provocando
una accion antioxidante potenciada, tal y como ha sido
referido por otros autores en modelos experimentales in
vitro (Vieira et al., 1998).

Las algas contienen elementos trazas necesarios para
su metabolismo celular aunque adicionalmente se observan
cantidades excesivas debido a la absorcion de estos
minerales del medio ambiente (Collen et al., 2003). Por
ello, el uso de algas como fuentes alimenticias podria
conllevar la ingestion de cantidades apreciables de estos
elementos, algunos de ellos nocivos. Es interesante sehalar
que el alga B. triquetrum no contiene elementos toxicos
como el mercurio y el talio. En el estrés oxidativo los ele-
mentos trazas, en algunos casos son fundamentalmente
pro-oxidantes como el hierro (a través de la reaccion de
Fenton) mientras otros como el cobre y zinc son
indispensables para la actividad de enzimas antioxidantes
como la superoxido-dismutasa (SOD) y como inductores
de la expresion de metalotioneinas, consideradas proteinas
detoxificantes (Klotz et al., 2003). El selenio es considera-
do el mineral traza mas importante como antioxidante,
debido a su papel indispensable en la composicion de
algunas enzimas (Klotz et al., 2003). Es importante sehalar
que el contenido de elementos trazas de esta alga que
pudieran actuar como pro-oxidantes como el hierro, niquel
y cobre se encuentran en niveles bajos en los que no resultan
especialmente toxicos mientras que otros como el selenio,
aunque con un contenido bajo, pudieran coadyuvar a la
propiedad antioxidante del extracto (Tabla III).

Las propiedades nutricionales y/o farmacolégicas de
un extracto vegetal, en la mayoria de los casos se encuentran
en funcion de un conjunto de moléculas, donde unas pocas
son mayoritarias, sin embargo de alguna manera, el resto de
las moléculas mimetizan esos efectos (Tucker, 2003).
Aunque en esta alga juegan un papel importante los
compuestos polifenolicos como los dcidos cindmicos como
fue demostrado en trabajos previos de nuestro grupo de
investigacion, todo evidencia que la presencia de otros tipos
de moléculas ademas de los compuestos fenolicos y/o un
posible efecto sinérgico entre todos estos compuestos, en
ultima instancia explicarian esta propiedad. El extracto
puede disminuir la generacion de radicales libres,
posiblemente por la combinacion de sus habilidades en la
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captura de los radicales libres, la union al Fe y el efecto
sinérgico con moléculas antioxidantes endogenas.

En investigaciones previas, se demostro que el alga
marina B.triquetrum presenta actividad neuroprotectora
relacionada directamente con su actividad antioxidante
(Vidal et al., 2001; Fallarero et al., 2002, 2003, 2006), no
obstante atin se trabaja en la total comprension de los me-
canismos moleculares que sustentan estas propiedades
neuroprotectoras.

La capacidad atrapadora de radicales libres median-
te el ensayo del DPPH, evidencia que el extracto presenta una
actividad antioxidante aunque baja, comparable a otros
extractos. En una investigacion previa (Fallarero et al.,2006)
se estudio la actividad atrapadora de radicales DPPH con
una Unica dosis con resultados similares. La CI (Figura 1)
obtenida en este modelo fue similar al referido para el
extracto metanoélico antioxidante del alga parda Undaria
pinnatifida (Han et al.,2002). Adicionalmente se investigo
esta propiedad con el ensayo del Sistema
B-Caroteno-linoléico (Figura 2), basado en la capacidad de
un antioxidante de proteger la lipoperoxidacion mediante el
atrapamiento de radicales libres tanto en la fase de iniciacion
como de propagacion, resultados que evidencian una débil
actividad atrapadora de radicales libres del extracto del alga
B.triquetrum. Al analizar estadisticamente la correlacion de
estas dos metodologias (Figura 3) se encontrd un coeficien-
te de correlacion satisfactoria (r°=0,912), y esto permite
avalar el criterio de que el mecanismo de accion antioxidante
de esta alga en cierta medida esta relacionado con la
capacidad atrapadora de radicales libres. Si consideramos
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FIGURA 2 - Actividad antioxidante del extracto acuoso de
B. triquetrum contendo de 0,5 a 8 x 10° ug/mL mediante el
ensayo de sistema [-caroteno-acido linoleico. Los
resultados estan expresados como x + DS en funcion del
blanqueamiento del B-caroteno. Cada determinacion se
realizo por triplicado.
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trabajos previos (Vidal et al., 2001; Fallarero et al., 2006)
donde se relacionan la actividad antioxidante de esta alga con
la presencia de polifenoles, entonces ademas se debe consi-
derar que los compuestos polifenolicos pueden actuar como
antioxidantes no solo por un mecanismo de atrapamiento de
radicales libres (Rice-Evans et al., 1995; Yeh, Yen, 2006).
Por otra parte, la actividad antioxidante pudiera ser
explicada por un conjunto de mecansimos. Kang et al.
(2005) encontraron que el alga roja Callophyllis japonica
presentaba actividad atrapadora de radicales DPPH', inhibia
la peroxidacion lipidica y ademas incrementaba la actividad
de algunas enzimas antioxidantes.

30
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FIGURA 3 - Estudio de correlacion lineal de la actividad
antioxidante del extracto acuoso de B. triquetrum mediante
los ensayos de sistema [3-caroteno-acido linoléico y de
atrapamiento de radicales DPPH. En cada punto se
emplearon cantidades idénticas del extracto liofilizado (0,5;
1;2;4y 8 mg).

La capacidad del extracto de B. triquetrum para
interactuar con los radicales O, fue medida a través de
su efecto inhibidor sobre la reduccién del NBT
provocada por estos radicales (Tabla IV). Los radicales
O, pueden mediar directamente el dafio a proteinas y
estimular ademas la generacion de otras entidades atin
mas reactivas como el radical OH’, implicados en el
dafio a las biomoléculas, como los lipidos, que ocurre
ante situaciones de estrés oxidativo (Halliwell et al.,
1995), de manera que la captura de estos radicales
estaria en funcién de moléculas no enzimaticas
contenidas en el extracto de B.triquetrum capaces de
atrapar radicales O, e impedir la oxidacion de la 2-
desoxi-d-ribosa mediada por radicales OH' en ausencia
de EDTA (Scott et al., 1993).

En la primera variante del experimento de la
actividad atrapadora de radicales OH", se muestra la
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habilidad del extracto para competir con la 2-desoxi-d-
ribosa en la reaccion con esos radicales que son generados
por la reaccion de Fenton que tiene lugar en la mezcla del
acido ascorbico, H,O, y Fe**-EDTA (Halliwell et
al., 1995). El valor de CI para atrapar radicales OH’
obtenido es menor que los referidos para diferentes
extractos vegetales antioxidantes (Matsuda et al., 1998;
Babuetal.,2001; Lin et al., 1995), entonces, el extracto
de B.triquetrum muestra una mayor efectividad como
atrapador de estos radicales en comparacion con dichos
extractos (Tabla V). Cuando los iones Fe** son afiadidos
alamezcla de reaccion (en ausencia de EDTA), algunos
de ellos pueden unirse a la 2-desoxi-d-ribosa y asi
enlazados pueden participar en la reaccion de Fenton, de
modo que cada OH' formado inmediatamente atacara el
azucar y no se liberara al medio (Aruoma, 1994; Halliwell
et al., 1995). La actividad antioxidante medida en este
ensayo muestra la capacidad de los componentes del
extracto de B.triquetrum para competir con la 2-desoxi-
d-ribosa en la union al Fe. La CI, en la variante del
ensayo que permite detectar la capacidad de union a los
radicales OH" (con EDTA) fue aproximadamente 6 veces
menor que la calculada para la union al Fe. El valor de
CI,, obtenido en el primer caso es similar al referido para
un extracto de Ginkgo biloba (Guidetti et al., 2001), re-
sultados que sugieren la prersencia en el extracto de mo-
léculas que pueden reaccionar directamente con el radical
formado y asi evitar la reaccion de éste con la 2-desoxi-
d-ribosa. Los resultados obtenidos en la segunda varian-
te del ensayo (sin EDTA) demuestran que, ademas, el
extracto tiene la habilidad de interferir la generacion “sitio
especifica” de OH" catalizada por los iones Fe enlazados
a las moléculas del azucar. Se sugiere que esta actividad
del extracto se relaciona con la combinacion de dos
factores: 1) la habilidad para evitar la union de la 2-desoxi-
d-ribosa al Fe (o de abstraerlo en caso que haya ocurrido
el enlazamiento) y ii) la habilidad para “inactivar” los
iones Fe que son abstraidos e impedir su participacion en
la reaccion de Fenton.

CONCLUSIONES

En conclusién se puede sefialar que el alga marina roja
Bryothamnion triguetrum (S.G.Gmelim) Howe presenta una
composicion centesimal caracterizada por cantidades bajas
de lipidos y proteinas, valores altos de carbohidratos y de
minerales, que podrian explicar el contenido elevado de
cenizas. Aunque en trabajos precedentes se identificaron los
acidos cinamicos y fendlicos entre los responsables de esta
propiedad, es necesario considerar un efecto sumatorio y/o
sinérgico de otros componentes antioxidantes como
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carotenos, acido ascorbico y selenio. La actividad
antioxidante que a su vez pudiera ser explicada en parte por
la capacidad atrapadora de radicales libres parece estar mas
vinculada a un mecanismo de dismutacion de radicales O,
, inactivacion de radicales OH" y a la quelacion de Fe. Los
resultados de este trabajo avalan las potencialidades de esta
alga marina roja como fuente de antioxidantes naturales con
perspectivas de aplicacion como fitofarmaco y/o suplemento
dietético funcional.

ABSTRACT

Chemical composition and antioxidant activity of the
red marine algae Bryothamnion triqguetrum
(S.G.Gmelin) Howe

An increasing interest has been growing during the past
years for the search of natural origin antioxidants,

particularly those from marine algae. In this context, the
main objective of current research was to evaluate the
chemical composition and some antioxidant properties of
the aqueous extract of the seaweed Bryothamnion
triquetrum. The extracts contains: Proteins (9.5%,), Lipids
(1.3%), Carbohydrates (5.9%), Fibers (10.2%) and Ashes
(43%). In current approach, the following results were
obtained for the different procedures assessed: DPPH
radicals scavenging (38% for 4 mg of lyophilized), -
Carotene-Linoleic assay (12% for 4 mg of lyophilized),

O, radicals scavenging (IC.,0.36 mg/mL); OH" radicals
scavenging (IC, 2.11 mg/mL) and iron quelation ability
(IC, 0.37 mg/mL). Thus, antioxidant properties of this

natural product seem to be related to its ability to

scavenge free species. In previous reports of our group,

cinnamic and phenolic acids were proposed as at least
partially responsible for the antioxidant properties of the
extract, but the necessity for the presence of other
components was also shown. Then, the antioxidant
properties of the extract could be envisioned as the result
of the additive and/or synergic effect between phenolic
constituents and the other antioxidant components, such

as minerals, carotenes and ascorbic acid.

UNITERMS': Seaweeds. Bryothamnion triquetrum.
Chemical composition. Antioxidant activity.
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