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RESUMEN

En la actualidad existe un marcado interés por la busqueda de antioxidantes
de fuentes naturales, incluidas las algas marinas. Durante aproximadamente
veinte anos, el Grupo de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Biolo-
gia (UH) ha investigado varias especies de algas marinas, incluida el alga roja
Bryotahmnion triquetrum (S. G. Gmelin) Howe, como fuente de antioxidantes
naturales. En este trabajo se analizan un conjunto de resultados, que permi-
tiran definir las propiedades antioxidantes del alga marina roja B. tri-
quetrum, proponer posibles mecanismos de accidn y a su vez relacionar estos
mecanismos con su composicion quimica. En estos trabajos se identificaron
y cuantificaron los acidos fendlicos t-cindmico, p-coumarico y ferulico, molé-
culas que pudieran explicar su actividad antioxidante. Las propiedades anti-
oxidantes se estudiaron con técnicas in vitro, en total siete procedimientos
experimentales, lo que permitié definir estas propiedades y postular posi-
bles mecanismos de accion.

Palabras clave: B. triquetrum, antioxidantes naturales, composicion quimica,
técnicas in vitro, acido t-cinamico, acido p-coumarico, acido ferulico

ABSTRACT

Currently there is a marked interest in the search for antioxidants from natu-
ral sources, including seaweed. For approximately twenty years, the Pharma-
cology and Toxicology Group of Faculty of Biology (UH) has investigated se-
veral species of seaweed, including the red algae Bryotahmnion triquetrum
(S. G. Gmelin) Howe, as natural antioxidants. The objective of this work was
to analyze the set of these results, which will allow us to define the antioxi-
dant properties of the red seaweed B. triquetrum, propose possible mecha-
nisms of action and, in turn, relate these mechanisms to the chemical com-
position. In the studies of the chemical composition, the phenolic acids
t-cinnamic, p-coumaric and ferulic were identified, molecules that could
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explain the antioxidant activity. The antioxidant properties were studied with in vitro techniques, in total 7 expe-
rimental procedures, which allowed defining these properties and postulating possible mechanisms of action

Keywords: B. triquetrum, natural antioxidants, chemical composition, in vitro techniques, t-cinnamic acid, p-

coumaric acid, ferulic acid

INTRODUCCION

Las algas marinas forman parte de la dieta tradicio-
nal en algunas regiones del mundo, sobre todo la asia-
tica. En los ultimos afios su consumo se ha extendido a
otros pueblos occidentales debido, en cierta medida, a
su alto valor alimenticio como fuentes de nutrientes
(Salehi et al. 2019; Leandro et al. 2020). Desde épocas
ancestrales se han utilizado como fitofdrmacos contra
diferentes patologias (Collins et al. 2016; Gomez-
Zavaglia et al. 2019).

La sintesis de metabolitos secundarios en las algas
marinas puede ser explicada como un mecanismo de
defensa contra circunstancias adversas del medio am-
biente. Entre ellas se pueden citar la temperatura, la
luz solar, el pH, el estrés oxidativo y la presencia de
peces herbivoros. (Karsten, 2008; Mannino y Micheli,
2020). En los ultimos afos, las investigaciones de posi-
bles propiedades terapéuticas de estos metabolitos
secundarios han cobrado una marcada importancia
(Rasul Suleria et al. 2015; Roohinejada et al. 2017; Ga-
nesan et al. 2019; Tiwari y Gaurav Rajauria, 2019;
Leandro et al. 2020). Estudios in vitro, en modelos
animales y en investigaciones epidemioldgicas han
evidenciado una relacién directa e inversa entre el
consumo de algas y la incidencia de algunas enferme-
dades, incluido el estrés oxidativo (Bocanegra et al.
2009; Chu, 2011; Wells et al. 2017; Khalid et al. 2018).
Diferentes autores han demostrado propiedades
antioxidantes en un numeroso grupo de algas rojas,
relacionando esta propiedad con su composicion poli-
fendlica (Freile-Pelegrin y Robledo, 2014; Chakraborty
et al. 2015; Montero et al. 2018; Jacobsen et al. 2019).

El alga marina roja Bryothamnion triquetrum (S. G.
Gmelin) Howe crece en dreas poco profundas y por
tanto expuesta a notables niveles de radiacién solar
(Suarez et al. 2017). Esto pudiera conducir a la forma-
cién de radicales libres. Entonces la ausencia de dafios
oxidativos en sus componentes estructurales y fisiolo-
gicos evidencian un eficiente sistema de defensas anti-
oxidantes (Freile-Pelegrin y Robledo, 2014; Machu et
al. 2015: Mannino y Micheli, 2020).

Las investigaciones del alga Bryothamnion tri-
quetrum se han enfocado mayormente en el conteni-
do de carbohidratos y lecitinas, explicado por su alta
concentracion de agar, lo que incentivd el estableci-
miento de las condiciones para su cultivo intensivo
(Areces, 1995). Adicionalmente se puede sefialar que
el alga Bryothamnion triquetrum presenta una baja
toxicidad (Vidal et al. 2012).

Especies del género Bryothamnion han demostrado
propiedades terapéuticas entre las se pueden sefialar:
actividad antinociceptiva, anti-inflamatoria, antibiéti-
cay relajante de la musculatura lisa (Lima et al. 2010;
Cavalcante-Silva et al. 2012; Pereira de Lira, 2013).
Apenas existen conocimientos acerca de las propieda-
des antioxidantes del alga Bryothamnion triquetrum
(Zubia et al. 2009) y en la literatura consultada no se
refleja informacidn sobre su composicién quimica y
mecanismos de accion antioxidante.

Desde el afio 1997 el Grupo de Farmacologia y Toxi-
cologia de la Facultad de Biologia de la Universidad de
La Habana realiza investigaciones sobre el alga marina
roja Bryothamnion triquetrum como fuente de anti-
oxidantes, con resultados alentadores.

Como un primer aspecto se realizé un tamizaje far-
macoldgico con el objetivo de definir las especies de
algas mas promisorias como fuentes de antioxidantes.
Las especies mas activas fueron Halimeda spp, géne-
ro ampliamente distribuido en nuestro pais, asi como
en muchos otros paises (Suarez et al. 2015), general-
mente encontradas en abundancia en dreas con alta
actividad depredadora. En un segundo plano y con
actividades similares resultaron muy activas las algas
del género Galauxara y B. triquetrum (Barro et al.
2001; Rivera et al. 2003)

El objetivo de este trabajo fue analizar el conjunto
de los resultados obtenidos en esta alga marina, lo
que permitird definir sus propiedades antioxidantes,
proponer posibles mecanismos de accidn y a su vez
relacionar estos mecanismos con su composicién qui-
mica.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS EXPERI-
MENTALES

Tipos de fracciones y metabolitos antioxidantes
Tipos de fracciones

En las investigaciones referidas a productos vegeta-
les resulta interesante definir el tipo de fracciones
apolares y/o polares. Vidal et al. (2001) investigaron
las actividades antioxidantes de diferentes extractos y
fracciones del alga marina B. triquetrum. El extracto
acuoso se extrajo con acetato de etilo. El residuo
acuoso de esta extraccion se estudidé por Cromatogra-
fia en capa delgada (TLC) en diferentes condiciones
experimentales, obteniendo un conjunto de fraccio-
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nes con actividad antioxidante. Por otra parte, la frac-
cion de acetato de etilo se aplicd en una columna de
Amberlite XAD-2 con agua y metanol en diferentes
relaciones. Por ultimo, se recromatografiaron en TLC
y se revelaron con reactivo de Folin-Ciocalteu para
detectar compuestos polifendlicos. Los resultados de
este trabajo se presentan en la Tabla 1.

Las fracciones polares muestran altos valores de acti-
vidad antioxidante. Mellouk et al. (2017) investigaron
diferentes extractos polares del alga roja Asparagopsis
taxiformisen, en todos los casos con resultados positivos
de actividad antioxidante, especialmente el extracto
acuoso. Neto et al. (2018) investigando diferentes tipos de
extracciones de algas marinas (Ulva rigida, Gracilaria sp.,

Tabla 1. Resultados del rendimiento, presencia de sustancias fendlicas y bromadas e inhibicion de la peroxidacion lipidica
espontanea en las diferentes fracciones estudiadas de B. triquetrum por cromatografia en capa delgada preparativa (TLCP).

n.d.= sustancias no detectadas

Table 1. Yield results, presence of phenolic and brominated substances and inhibition of spontaneous lipid peroxidation in the
different studied fractions of B. triquetrum by preparative thin layer chromatography (TLCP). n.d. = substances not detected.

Fracciones Cantidad Rendimiento Presencia Presencia Inhibicion de
(mg) (%) sustancias bromados peroxidacion
fendlicas (Fe Cl5) lipidica
(Folin-C)

Extracto acuoso crudo - - + + 90
Acetato de etilo 3 0.17 n.d. n.d. n.d.
Butandlica 127,6 7,19 + n.d. 30
Acuosa 1207,0 68,0 + n.d 100
TLCP but-1 1,5 0,08 + n.d n.d.
TLCP but-2 8,4 0,47 + n.d. 85
TLCP but-3 2,1 0,12 + n.d. n.d.
TLCP but-4 1,1 0,06 + n.d. n.d.
TLCP but-5 3,6 0,20 + n.d. n.d.
TLCP but-6 14,4 0,81 + n.d. 84
PI-2 314,6 17,72 n.d. n.d. 95
SI-2 441,0 24,84 + + 5

F3-4 64,6 3,64 + + 92
F5-8 3,5 0,20 + n.d 94
F9-14 15,0 0,83 + n.d 96
F15-22 2,7 0,15 n.d. n.d. 12
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Fucus vesiculosus y Saccharina latissima) observaron que
las mayores cantidades de compuestos polifendlicos se
extraian en medio acuoso.

A partir de estos resultados se pudiera postular que
la presencia de una mezcla de metabolitos hidrosolu-
bles es responsable, al menos parcialmente, de la acti-
vidad antioxidante de esta alga (Vidal et al. 2001) . Por
otra parte, estos investigadores sefialan que en las
TLCs reveladas con el reactivo de Folin-Ciocalteu se
observan diferentes manchas lo que evidencia la pre-
sencia de compuestos polifendlicos. Algunos autores
sefalan a estos compuestos como unos de los meta-
bolitos de mayor importancia en la actividad antioxi-
dante en los vegetales (Farasat et al. 2014; Panzella y
Napolitano, 2017; Olszowy, 2019).

Metabolitos antioxidantes

Compuestos como polifenoles, polisacdridos, carote-
noides, clorofilas y terpenoides, entre otros, han sido
reportados como metabolitos responsables de las
propiedades antioxidantes en las algas marinas
(Batista Gonzalez et al. 2009; Barzkar et al. 2019).

Actualmente las algas marinas rojas (Rhodophyta,
Ceramiales, Rhodomelaceae) son consideradas como
fuentes promisorias de antioxidantes. Nogueira et al.
(2014) describieron mas de 60 antioxidantes na-
turales en las algas rojas.

En la Tabla 2 se presenta el contenido de minerales
detectados en el extracto de B. triquetrum que pudie-
ran de alguna manera modular sus propiedades anti-
oxidantes (Vidal et al. 2006).

Esta especie de alga roja presenta cantidades apre-
ciables de bromo. Este dato resulta de mucho interés,
por cuanto, una parte importante de este metal se
encuentra formando polifenoles bromados lo que
pudiera influir de manera significativa en sus propie-
dades antioxidantes (Li et al. 2007).

Algunos minerales pueden modular el balance oxi-
dativo celular (Se, Zn y Mg) y de ahi que sea necesario
conocer el contenido de ellos en el extracto acuoso de
B. triquetrum. El extracto contiene cantidades aprecia-
bles de selenio que es un mineral para el que se han
referido funciones antioxidantes en el organismo. Las
cantidades de los metales que pueden tener efectos
pro-oxidantes como el hierro, cobre, cadmio y niquel
son bajas. El contenido de otros minerales como co-
balto, cromo y mercurio, que también pueden promo-
ver el estrés oxidativo, son tan bajos que no pueden
ser detectados con la metodologia experimental em-
pleada (Vidal et al. 2006).

VIDAL NOVOA ET AL.

Tabla 2. Composicion de minerales de un extracto acuoso
de B. triquetrum expresado como mg/kg de extracto acuoso
liofilizado. Las determinaciones se realizaron por espec-
tometria de absorciéon de atdmica. En cada determinacion
n=5.

Table 2. Mineral composition of an aqueous extract of
B. triquetrum expressed as mg / kg of lyophilized aqueous
extract. The determinations were made by atomic absorption
spectrometry. In each determination n = 5.

Mineral Contenido (X = DE) (mg/kg)
Na 31250+40
Mg 2900 + 30
cl 55+0,5

K 63 900 + 200
Ca 6 600 *120
Zn 18+1,5
Br 15+ 0,5
Pb 7,5+0,1
Tl 0

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

Cr 0

Hg 0

Se 100+9

Entre los compuestos del alga con funciones antioxi-
dantes especificas se encuentra el acido ascérbico
(0,4 £0,01 mg/g) y los carotenoides (0,04 + 0,005 mg/
g), cuyos contenidos pudieran ser considerados bajos,
sin embargo, aln en estas cantidades pueden influir
en la actividad antioxidante total del alga (Costa et al.
2008).

Compuestos polifendlicos

Los compuestos fendlicos representan un grupo
numeroso de moléculas biolégicamente activas am-
pliamente presentes en plantas y algas (Montero et
al. 2018). Sus disimiles propiedades terapéuticas in-
cluidas las propiedades antioxidantes han sugerido un
efecto positivo sobre la salud humana. Algunos auto-
res sefialan que el contenido de polifenoles en las
algas varia considerablemente entre las especies,
desde su ausencia hasta la presencia de grandes can-
tidades (Kuda e Ikemori, 2009; Santos et al. 2019).
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Vidal et al. (2001; 2019) informaron que el conteni-
do total de compuestos polifendlicos para el extracto
acuoso de B. triquetrum fue de 8,7 mg de compuestos
fendlicos/g de producto liofilizado. Souza et al. (2011)
y Fellah et al. (2017) encontraron valores similares en
extractos acuosos de algas rojas (Sphaerococcus coro-
nopifolius y Gracilaria spp). Es importante sefialar que
el grupo de polifenoles pudieran estar compuesto por
polifenoles simples, acidos fendlicos y cinamicos, flo-
rotaninos y compuestos bromados (Oroian y Escriche,
2015). No se registra el aislamiento de compuestos
bromados, aunque se detectaron sustancias bromadas
por la visualizacién de manchas en TLC con el reactivo
de FeCls (Vidal et al. 2001).

Vidal et al. (2001) investigaron la composicidén de
acidos fendlicos de alga B. triquetrum. El extracto
acuoso fue extraido con solventes hidrofilicos
(butanol, H,O y metanol) y cromatografiado en capa
delgada (TLC) y columnas de Amberlite XAD-2. La
identificacion y cuantificacion de los acidos fendlicos
se realizd por Cromatografia Gas-Liquido. En resumen;
las fracciones se analizaron con un equipo GC 17 A
(Shimadzu), con un detector FID y una columna capilar
de silica fundida DB-5 (J & W Scientific 5% fenil-
metilpolisiloxano-30m x 0,25mm x 0,25 um, USA).

mV

acido
trans-cinamico

VIDAL NOVOA ET AL.

La identificacion y el contenido de los acidos fendli-
cos y cinamicos se reflejan en la Figura 1 y la Tabla 3,
respectivamente.

En esta cromatografia se identificaron los acidos
t-cindmico, p-coumarico y ferulico. Como se puede
apreciar en varias fracciones se identificaron los mis-
mos acidos fendlicos y cindmicos en cantidades dife-
rentes, resultando el componente mayoritario, el aci-
do p-coumdrico. Es importante sefialar que el 60,3 %
del total de compuestos fendlicos presentes en las
diferentes fracciones se identificaron. Sin embargo,
estos autores reportan algunos picos presumiblemen-
te de compuestos fendlicos no identificados. Esto re-
sulta ldgico si se considera que las algas presentan una
gran cantidad de compuestos fendlicos simples, bro-
mados, sulfatados y florotaninos de los que no se
poseen patrones, entonces no es posible su identifica-
cién.

En resumen, el contenido de los acidos fendlicos y
cindmicos t-cinamico, p-coumarico y ferdlico permite
postular que la actividad antioxidante de los extractos
acuosos del alga B. triquetrum pudiera ser explicada,
al menos parcialmente, por la presencia de los acidos
fendlicos.

acido ferulico

acido para-coumarico

10

18 min

Figura 1. Cromatografia gas-liquido de la fraccion F 5-8 obtenido con la columna de Amberlite XAD-2 durante el fracciona-
miento de un extracto acuoso de B. triquetrum. Los picos identificados se corresponden con los &cidos t-cinamico,

p-coumarico y ferdlico.

Figure 1. Gas-liquid chromatography of fraction F 5-8 obtained with the Amberlite XAD-2 column during the fractionation of
an aqueous extract of B. triquetrum. The peaks identified correspond to t-cinnamic, p-coumaric and ferulic acids.
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Tabla 3. Cantidades (ug) de acidos fendlicos de las diferentes fracciones estudiadas por Cromatografia gas-liquido referidos
a 1 g del extracto acuoso liofilizado de B. triquetrum. En cada determinacién n=3

Table 3. Quantities (ug) of phenolic acids of the different fractions studied by gas-liquid chromatography referred to 1 g of
the lyophilized aqueous extract of B. triquetrum. In each determination n = 3

acido para-coumarico acido ferdlico

Fracciones acido trans-cinamico
Tiempo de retencion 7,18 min
TLCP but-6 84,79
PI-2 n.d.
F 5-8 71,83
F9-14 65,35
TOTAL 221,97

14,03 min 17,89 min
205,63 n.d.
3808,45 n.d.

87,32 442.3
85,92 n.d
4187,32 442,3

Actividad antioxidante con técnicas in vitro

Evaluacion de la capacidad reductora de los extrac-
tos de B. triquetrum

El poder reductor para los extractos acuosos se
evalud siguiendo el método espectrofotométrico
descrito por Oyaizu con modificaciones descritas por
Batista Gonzalez et al. (2012). Los incrementos en la
D.O. se consideraron como incrementos en el poder
reductor.

Diaz Gutiérrez et al. (2015) investigaron el poder
reductor de un extracto acuoso de B. triquetrum. El
intervalo de concentraciones evaluado para los ex-
tractos fue de 2-128 mg/mL. En la Figura 2 se
presentan los resultados de la capacidad reductora
con el extracto de B. triquetrum. En el intervalo de
concentraciones evaluadas se observa una actividad
reductora dosis-dependiente.

Estos resultados sugieren la capacidad del extracto
de reducir el estado de transicion del hierro y con-
secuentemente disminuir la generacién de radicales
libres. Se empledé como control positivo de actividad
antioxidante al dcido ascdrbico a una concentracién
de 1 mg/mL con una absorbancia de 2,824. El extrac-
to de B. triquetrum a una concentracion de 128 mg/
mL produjo una D.O. de 2,798. Si se compara este
valor con el resultado obtenido para un extracto de
Halimeda opuntia (0.800), el extracto de B. tri-
quetrum resultd 3,5 veces mas eficiente en la reduc-
cion de los iones Fe**a Fe’* que H. opuntia (Diaz
Gutiérrez et al. 2015).

Este resultado puede ser explicado por un mayor
contenido de polifenoles en este extracto
(aproximadamente 2,5 veces que H. opuntia) y la es-
trecha relacion que existe entre este parametro y la
capacidad reductora de extractos naturales.

DO =720 nm

c T T )
0 50 100
Concentracion (mg/mL)

150

Figura 2. Actividad antioxidante por el ensayo de la Capaci-
dad reductora (mg de extracto/mL) de un extracto acuoso de
B.triquetrum. El ensayo se realiz6 por triplicado de acuerdo
con Batista-Gonzalez et al. (2012).

Figure 2. Antioxidant activity by the reducing capacity test
(mg of extract / mL) of an aqueous extract of B. triquetrum.
The test was carried out in triplicate according to Batista-
Gonzalez et al. (2012).
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Diferentes investigadores sefialan que los com-
puestos reductores tienen la capacidad de romper las
reacciones en cadenas de radicales libres por la
donacion de un atomo de hidrégeno y de esta manera
exhiben propiedades antioxidantes (Pisoschi y Pop,
2015).

En el intervalo de concentraciones evaluadas por
Diaz Gutierrez et al. (2015) se observa una alta capaci-
dad de reducir el estado de transicién del Fe** y con-
secuentemente la generacién de radicales libres de
manera dosis dependiente.

Silva et al. (2012) trabajando con un extracto acuoso
de H. opuntia obtuvieron un valor de absorbancia igual
a 0,104 con una concentracion de 10 mg/mL (A = 700
nm), valores bajos con respecto a lo obtenido con B.
triquetrum. Sin embargo, Metidji et al. (2015) investi-
gando las propiedades antioxidantes del alga roja
Gelidium sesquipedale no encontraron actividad con
este procedimiento en un extracto hidro-alcohdlico,
pero si con el método del DPPH y ademas una relacién
positiva entre polifenoles y actividad antioxidante.

En esta técnica los autores encontraron una buena
correlaciéon entre la actividad antioxidante y el
contenido de polifenoles. Kuda e lkemori (2009) ob-
servaron una buena correlacién entre contenido de
polifenoles y la capacidad reductora en 12 especies de
algas.

Ensayo de actividad atrapadora de radicales DPPH*

Dentro de los mecanismos de accidn antioxidante
mas importantes de las algas marinas se encuentra la
capacidad atrapadora de radicales libres y por este
motivo el ensayo de inactivacion del radical DPPHe es
una de las metodologias mas utilizadas para estudiar
las propiedades antioxidantes (Pisoschi y Pop, 2015).
El DPPHe es un radical estable coloreado que puede
aceptar protones donados por entidades antioxi-
dantes presentes en estos extractos, convirtiéndose
en su forma no radicalaria incolora.

La investigacidon de la evaluacion de la capacidad
atrapadora de radicales DPPHe de los extractos de B
triquetrum se realizé siguiendo el protocolo descrito
por Brand-Williams et al. con modificaciones (Diaz
Gutierrez et al. 2015). El antioxidante de referencia
utilizado fue la vitamina C en un intervalo de concen-
traciones de 0,06 a 1 mg/mL. En este trabajo, el
extracto acuoso del alga B. triquetrum provocé la
decoloracion total, llegando a la maxima actividad de
atrapamiento de radicales DPPHe con un valor de
Clso = 1,35 + 0,09 mg/mL (Fig. 3).

VIDAL NOVOA ET AL.
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Figura 3. Actividad antioxidante por el ensayo de la capacidad
atrapadora de radicales DPPHe (mg de extracto/mL) de un ex-
tracto acuoso de B. triquetrum. El ensayo se realizd por triplica-
do de acuerdo al protocolo descrito por Brand-Williams et al.
con modificaciones (Diaz et al. 2015).

Figure 3. Antioxidant activity by the reducing capacity test (mg
of extract / mL) of an aqueous extract of B. triquetrum. The test
was carried out in triplicate according to Batista-Gonzalez et al.
(2012).Antioxidant activity by the test of the radical trapping
capacity of DPPH e (mg of extract / mL) of an aqueous extract of
B. triqguetrum. The test was performed in triplicate according to
the protocol described by Brand-Williams et al. with modifica-
tions (Diaz et al. 2015).

Boonchum et al. (2011) encontraron un valor de Clsg
de 0,837 mg/mL para un extracto acuoso de Halimeda
macroloba. En otra investigacion, Silva et al. (2012)
informaron un 48% de inhibicién con 7 mg/mL de ex-
tracto acuoso liofilizado de H. opuntia, lo que se corre-
sponde a valores mas altos de lo encontrado con
B. triquetrum (50% de inhibicion con 1,35 mg/mL),
mientras que Ramdani et al. (2017) investigando un
extracto acuoso del alga roja Gracilaria bursa-pastoris
encontraron resultados similares. Sanger et al. (2019)
trabajaron con cinco especies de algas y encontraron
valores mas elevados de Clsq (10,01 - 18,54 + 1,25 mg/
mL) que el encontrado en esta investigacion. Estos
resultados evidencian que existe una relacion directa
entre el contenido de polifenoles de los extractos acu-
osos y las propiedades antioxidantes en funcidén de la
capacidad reductora y el atrapamiento de radicales
libres.
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Zubia et al. (2009) estudiando las propiedades anti-
oxidantes con el ensayo de DPPHe y la capacidad re-
ductora en algas marinas observaron una correlacion
significativa entre ambos pardmetros. Las propiedades
antioxidantes de un extracto vegetal dependen del
radical libre al que se enfrenta. Kaur et al. (2006) de-
mostraron que la actividad atrapadora de radiales
libres de un extracto de Cassia siamea dependen del
radical al que se enfrenta el extracto. Para el radical
DPPHe se obtuvo un 100 % de inhibicidn y no fue efi-
caz con otros radicales (O,e—y OHe). El mecanismo de
atrapar DPPHe estd estrechamente relacionado al
poder reductor y la capacidad de donar un proton,
mientras para los otros radicales se fundamenta en el
atrapamiento.

Ensayos de actividad atrapadora de radicales OHe y
capacidad quelante de Fe **

Los radicales hidroxilos son los principales iniciado-
res de la peroxidacién lipidica, por tanto, la capacidad
atrapadora de estos radicales es un relevante indica-
dor de la actividad antioxidante de un producto natu-
ral. En general la mayoria de los autores consideran a
los polifenoles como las moléculas naturales mas im-
portantes como antioxidantes ya que pueden actuar
sobre estos radicales y evitar asi el dafio oxidativo
(Perron y Brumaghim, 2009).

El estudio de la actividad atrapadora de radicales
OHe y capacidad quelante de Fe* resulta de mucho
interés en las investigaciones de propiedades antioxi-
dantes de productos naturales. Vidal et al. (2006) estu-
diaron la proteccion antioxidante en la oxidacion de la
2-desoxi-D-ribosa por radicales hidréxilos mediante la
técnica de Aruoma con ligeras modificaciones a través
de la cuantificacién de la formacién de malonildial-
dehido. En ausencia de EDTA, este ensayo de degrada-
cion de 2-desoxi-d-ribosa permitié evaluar la capaci-
dad del extracto de unirse al Fe3+, mientras que en
presencia de EDTA, se determind la capacidad del ex-
tracto para atrapar radicales OHe. Como controles
positivos incluyeron: dimetilsulféxido 250 uM
(secuestrador de radicales OHe) y desferroxamina 12
mM (agente quelante de Fe), en la primera y segunda
variante del ensayo, respectivamente.

Los resultados del ensayo en el que se evalué la ha-
bilidad del extracto para impedir la oxidacidn de la 2-
desoxi-d-ribosa mediada por radicales OHe se presen-
tan en la Tabla 4.

VIDAL NOVOA ET AL.

Este ensayo se realizd en dos condiciones experi-
mentales diferentes: en presencia y en ausencia de
EDTA, que permiten estudiar la capacidad para atrapar
radicales OHe y para unir Fe*', respectivamente. En
ambos casos (en presencia y en ausencia de EDTA) el
extracto de B. triquetrum muestra un efecto protector
dependiente de la concentracion (Vidal et al. 2006).
Chia et al. (2015) determinaron la actividad atrapadora
de radicales hidréxilos (sin EDTA) en algas pardas con
valores de actividad de 50% con concentraciones de 20
-30 pg/mL, resultados mas satisfactorios que lo re-
portado por Vidal et al. (2006) (45% con 500 pg/mL).
Chakraborty et al. (2013) trabajando con extractos
metandlicos algas del género Turbinaria spp encontra-
ron valores de actividad atrapadora de radicales OHe
(sin EDTA) de 30-40% con 0,6 mg/mL, resultados simi-
lares a lo reportado por Vidal et al. (2006) .

El Fe* reacciona con el perdxido de hidrégeno a tra-
vés de la reaccion de Fenton formando radicales hidro-
xilos que atacan a la desoxiribosa y entonces cuando
estd presente el antioxidante, inactiva al radical hidro-
xilo protegiendo a la desoxiribosa del dafio.

En la primera variante de este experimento (con
EDTA) de la actividad atrapadora de radicales OHe, se
muestra la habilidad del extracto para competir con la
2-desoxi-ribosa en la reaccién con esos radicales que
son generados por la reaccién de Fenton que tiene
lugar en la mezcla del acido ascérbico, H,0; y Fe*-
EDTA (Shahidi y Zhong, 2015). Los valores de Pl para
atrapar radicales OHe obtenido son menores que los
referidos para diferentes extractos vegetales antioxi-
dantes (Babu et al. 2001), entonces, el extracto de B.
triquetrum muestra una mayor efectividad como atra-
pador de estos radicales en comparacion con dichos
extractos (Tabla 4). Cuando los iones Fe** son afiadi-
dos a la mezcla de reaccién (en ausencia de EDTA)
algunos de ellos pueden unirse a la 2-desoxi-ribosa y
asi enlazados pueden participar en la reaccién de Fen-
ton, de modo que cada OHe formado inmediatamente
atacara el azucar y no se liberard al medio (Lu et al.
2010).

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 unidn al Fe. Los valores de PI en la varian-
te del ensayo que permite detectar la capacidad de
unidn a los radicales OHe (con EDTA) son menores que
los calculados para la union al Fe.
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Los valores de Pl obtenido en el primer caso son
similares a los valores referidos para un extracto de
Ginkgo biloba (Guidetti et al. 2001), resultados que
sugieren la presencia en el extracto de moléculas que
pueden reaccionar directamente con el radical forma-
do vy 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 especifico” de OHe catalizada por los iones Fe
enlazados a las moléculas del azucar. Se sugiere que
esta actividad del extracto se relaciona con la combi-
nacion de dos factores: i) la habilidad para evitar la
unién de la 2-desoxi-ribosa al Fe (o de abstraerlo en

VIDAL NOVOA ET AL.

caso de que haya ocurrido el enlazamiento) vy ii) la
habilidad para “inactivar” los iones Fe que son abstrai-
dos e impedir su participacién en la reacciéon de Fen-
ton. Se debe destacar que en la actualidad los acidos
fendlicos son considerados como agentes quelantes
de iones metalicos de transicién como el Fe ** (Kuda e
Ikemori, 2009; Sanger et al. 2019)

En conclusion, con los resultados este experimento
se demostrd la actividad atrapadora de radicales OH" y
la capacidad quelante de Fe** que tiene este extracto,
provocado posiblemente por la presencia de polifeno-
les, aspecto postulado también por otros autores
(Adjimani y Asaren, 2015).

Tabla 4. Efecto protector del extracto acuoso de B.triquetrum sobre la degradacidn oxidativa de la 2-deoxi-ribosa mediada

por radicales OHe y la capacidad quelante de Fe.

Table 4. Protective effect of the aqueous extract of B. triquetrum on the oxidative degradation of 2-deoxy-ribose mediated

by OH e radicals and the chelating capacity of Fe.

Concentracion extracto acuoso B. triquetrum

Ensayo (mg/mL) Pl (%)

En presencia EDTA 0,0 0
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

En ausencia de EDTA 0,0 0
0,75 18

1,0 27

1,25 34

1,50 42

2,0 52

2,50 63

3,00 75

4,00 81

5,00 88
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Ensayo de actividad atrapadora de radicales supero-
Xidos (02e-)

En la mayoria de las investigaciones, la actividad
atrapadora de radicales O,"” se determina de acuerdo
con Fridovich y McCord, a través de la decoloracion
del nitroazul de tetrazolio NBT ( del inglés Nitro blue
tetrazolium) provocada por estos radicales. Esta técni-
ca se fundamenta en que el cloruro de nitroazul de
tetrazolio incoloro se reduce por el anién superéxido
(0,".) a formazan (azul intenso), entonces en presencia
de un antioxidante se inactiva este radical libre y se
inhibe su reduccién. Vidal et al. (2006) informaron
valores de porcentajes de inhibicion (Pl) de la reduc-
cion del NBT producidos por el extracto calculados a
partir de la variacidon de la pendiente de incremento
de la absorcidn espectrofotométrica (Sm) en compara-
cion con la de la muestra de referencia (Sr, con H,0
destilada) segun la siguiente ecuacién: Pl= [Sr- Sm) /
Sr] x 100.

A partir de estos resultados se presenta la Tabla 5.
Se aprecia que el extracto de B. triquetrum presenta
capacidad para reaccionar directamente con los radi-
cales 0, de un modo dependiente de su concentra-
cion. Se comprobd que extracto acuoso de
B. triquetrum presenta actividad antioxidante en fun-
cion de la inactivacion del radical superdxido, aunque
no pudiera ser catalogada como satisfactoria.

Tabla 5. Actividad atrapadora del anién superdxido (O,-.)
del extracto acuoso de B. triquetrum.
Table 5. Trapping activity of the superoxide anion (O,-.) Of
the aqueous extract of B. triquetrum.

Cantidad de extracto acuoso

B. triquetrum (pg/mL) P1(%)
100 9
200 18
300 36
500 55
800 68
1900 81
2800 90
4700 99

0 -

Pl es el % de inhibicion de la decoloracion (reduccién) del
NBT. En cada determinacion n=3.

VIDAL NOVOA ET AL.

En este trabajo no se pudo determinar la constante
de velocidad de la reaccidn con los radicales O, por
tratarse de un extracto crudo, que es una mezcla de
compuestos con diversa naturaleza quimica. Chia et al.
(2015) no detectaron actividad atrapadora de anidn
superoéxido con las algas marinas Padina tetrastromati-
ca y Caulerpa racemosa mientras que con Turbinaria
ornata encontraron un valor de inhibicion del 50% con
20 pg/mL, valor muy superior al encontrado por Vidal
et al. (2006) que reportaron 55% de actividad antioxi-
dante con 500 pg/mL de extracto liofilizado.

Actividad antioxidante con el sistema B-Caroteno-
dcido linoleico

El mecanismo de blanqueamiento del ensayo de B-
caroteno es un fendmeno mediado por radicales libres
que resulta de los hidroperéxidos formados a partir de
acido linoleico por oxidacién con el aire. La oxidacion
de este acido genera radicales libres peroxilos debido
a la abstraccion del atomo de hidrégeno de los grupos
metileno dialilicos del acido linoleico, que a su vez
ataca las moléculas altamente insaturadas de -
caroteno. A medida que las moléculas de B-caroteno
pierden sus dobles enlaces por oxidacion en este siste-
ma, en ausencia de un antioxidante, pierden su carac-
teristico color naranja que puede ser monitoreado por
espectrofotometria.

En el trabajo de Vidal et al. (2006), la actividad anti-
oxidante del extracto acuoso de B. triquetrum se
evalué de acuerdo con la técnica de Miller con modifi-
caciones segun de Alencar et al. (2014). La absorban-
cia inicial a 470 nm fue considerada como tiempo cero
y posteriormente se determinaron las absorbancias
cada 15 min durante 120 min. El butirato de hidroxito-
lueno (BHT) fue usado como control positivo

Los resultados de este trabajo se pueden apreciar en
la Figura 4. Se evidencia una potente actividad antioxi-
dante si se considera que se trata de un extracto acuo-
so crudo (Vidal et al. 2006). Souza et al. (2011) investi-
gando la actividad antioxidante de las algas rojas
G. birdiae y G. cornea encontraron valores de inhibi-
cién de la oxidacion de un 40% con 5 mg/mL con ex-
tractos alcohdlicos.

En otra investigacion, (Vidal et al. 2019) encontraron
una relacion directa entre el contenido de polifenoles y
la actividad antioxidante en fracciones ricas en polifeno-
les del alga B. triquetrum. También Demirel et al. (2009)
y Wang et al. (2009) encontraron una relacion directa
entre estos dos parametros (actividad antioxidante-
contenido de polifenoles) empleando esta metodologia.
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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 de B. triquetrum, se observé un valor de inhi-
bicién de la oxidacién mas bajo (12 %). No obstante,
los resultados de actividad antioxidante por estos dos
ensayos se relacionaron estadisticamente con una
correlacién lineal satisfactoria (r’= 0,9108) (Vidal et al.
2006). También Souza et al. (2011) observaron una
excelente correlacién entre estos dos ensayos.

- N
il S

Actividad antioxidante (%)
3

5 y=1,379x + 6,1
R?=0,9342
c T L L T 1
0 2 4 6 8 10

Concentracién (mg/mL)

Figura 4. Actividad antioxidante por el sistema B-Caroteno-
acido linoleico (mg de extracto/mL) de un extracto acuoso de
B. triquetrum. E| ensayo se realizd de acuerdo con la técnica de
Miller con modificaciones seguin De Alencar et al. (2014).

Figure 4. Antioxidant activity by the B-Carotene-linoleic acid
system (mg of extract / mL) of an aqueous extract of B. tri-
quetrum. The test was carried out according to the Miller tech-
nique with modifications according to De Alencar et al. (2014).

Inhibicion de la lipoperoxidacion espontdnea en ho-
mogenado de cerebro de rata

La peroxidacién lipidica es un evento de dafio celu-
lar donde se afectan los lipidos poli-insaturados de las
membranas, formandose productos citotdxicos como
el trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y el malonildial-
dehido (MDA), compuestos que a su vez desencade-
nan un estrés oxidativo a nivel de las biomembranas,
lo que puede conducir a la despolarizacidn, permeabi-
lizacién no selectiva de las mismas y cambios estruc-
turales, asi como alteraciones a las proteinas embebi-
das en ella, de ahi que este constituya un evento de
efectos altamente deletéreos para la célula (Pisoschiy
Pop, 2015).

Una de las técnicas mds representativas de la activi-
dad antioxidante de determinada molécula es la Inhi-
bicion de la lipoperoxidacién. Vidal et al. (2019) estu-
diaron esta actividad en homogenados de cerebro de
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rata segun el protocolo descrito por Ohkawa et al. con
ligeras modificaciones (Batista Gonzalez et al. 2012).

Los resultados del efecto del extracto acuoso de
B. triquetrum sobre la peroxidacién lipidica esponta-
nea se presenta en la Figura 5 (Vidal et al. 2019). El
extracto es capaz de inhibir la peroxidacion lipidica
espontdnea con una relacion directamente proporcio-
nal a la dosis. A partir de los resultados obtenidos en
este ensayo calcularon la Clspde la peroxidacion lipidi-
ca espontanea con un valor de 4,96 + 0,37 mg/mL.

Batista Gonzdlez et al. (2012) encontraron un valor
de Clsg para un extracto acuoso de H. opuntia menor a
lo obtenido en este trabajo. Chakraborty et al. (2015)
encontraron valores similares en la inhibicién de la
formacion de TBARS en fracciones metandlicas de al-
gas rojas (Hypnea musciformis, Hypnea valentiae y
Jania rubens).

En este experimento los autores demostraron una
relacion directa entre la inhibicion de la lipoperoxida-
cién y el contenido de polifenoles. Chakraborty et al.
(2013) sugieren que la inhibiciéon de la peroxidacion
lipidica de extractos de Turbinaria spp puede ser debi-
da a la presencia de compuestos polifendlicos que
disrumpen la reaccién en cadena de los radicales libres
por donacién de un protén al radical acido graso y de
esa manera inhibir la peroxidacién lipidica.
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Figura 5. Actividad antioxidante por Inhibicion de la lipoperoxi-
dacion espontdnea en homogenado de cerebro de rata de un
extracto acuoso de B. triguetrum (mg/mL). El ensayo se realizd
de acuerdo con el protocolo descrito por Ohkawa et al. con lige-
ras modificaciones (Batista-Gonzélez et al. 2012).

Figure 5. Antioxidant activity by Inhibition of spontaneous
lipoperoxidation in rat brain homogenate of an aqueous extract
of B. triquetrum (mg / mL). The test was carried out according to
the protocol described by Ohkawa et al. with slight modifications
(Batista-Gonzdlez et al. 2012).
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Capacidad inhibitoria de la hemodlisis inducida por AAPH

El AAPH [2,2'-azo-bis (2-amidino-propano) dihidro-
cloruro] es usado ampliamente como generador de
radicales peroxilo que inician el proceso peroxidativo.
Esto genera a la vez otros radicales libres para inducir
oxidacion de los acidos grasos y proteinas y ocasionan
un dafio sobre la organizacion de los eritrocitos y con-
duciendo eventualmente a lisis de la membrana.

Las membranas de los eritrocitos contienen abun-
dantes cantidades de acidos grasos insaturados los
cuales son muy susceptibles a la peroxidacion lipidica.
Adicionalmente la liberacidn del hierro desde los he-
maties puede aumentar el efecto pro-oxidante de
hidroperdxidos provenientes de la reaccion del oxi-
geno y el AAPH, con un papel importante como agen-
te catalitico redox de acuerdo a la reaccién de Fenton
y de Haber-Weiss (Pannangpetch et al. 2007).

En una investigacion de la actividad anti-hemolitica
de un extracto acuoso de B.triquetrum, Diaz-Gutierrez
et al. (2015) emplearon la metodologia descrita por
Aman et al. (2013) con algunas modificaciones. Para
este ensayo se empled sangre de carnero colectada en
tubos con EDTA como anticoagulante. El intervalo de
concentraciones evaluado para los extractos acuosos
de las algas fue de 2-128 mg/mL. Como antioxidante
de referencia se empled el dcido ascorbico a una con-
centracion de 1 mg/mL.

En este trabajo el extracto de B. triquetrum resul-
t6é efectivo al inhibir la hemdlisis de los eritrocitos
provocada por el radical libre AAPHe, (Fig. 6). Estos
resultados evidencian que el extracto protege a los
eritrocitos del efecto téxico del radical AAPH sobre
las biomembranas (Diaz Gutierrez et al. 2015)

Los resultados de esta investigacion resultan muy
interesantes. La actividad anti-hemolitica se encuentra
en valores de concentracién de 10 mg/mL (31 %) a 22
mg/mL (88%). A partir de ese valor de concentracion,
la actividad anti-hemolitica no es dosis-dependiente
con valores maximos de actividad similares estadisti-
camente.

Los resultados de esta investigacidn se encuentran
en concordancia con los del ensayo de inhibicién de la
peroxidacion lipidica, lo que resulta légico si conside-
ramos que ambas metodologias estudian fundamen-
talmente las propiedades antioxidantes de una molé-
cula para prevenir los efectos toxicos producidos por
un radical libre sobre los lipidos de las biomembranas.
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Figura 6. Actividad antioxidante por Inhibicién de la hemdli-
sis inducida por AAPH de un extracto acuoso de B.triquetrum
(mg/mL). El ensayo se realiz6 de acuerdo con metodologia
descrita por Aman et al. (2013).

Figure 6. Antioxidant activity by Inhibition of AAPH-induced
hemolysis of an aqueous extract of B. triquetrum (mg / mL).
The test was carried out according to the methodology de-
scribed by Aman et al. (2013).

Lim et al. (2002) encontraron una excelente correla-
cion entre la inhibicion de la peroxidacion lipidica y la
proteccién contra hemdlisis de eritrocitos, en extrac-
tos del alga Sargassum siliquastrum. Consideraron
como responsables de estas actividades a los com-
puestos fendlicos.

Botta et al. (2014) encontraron en las algas S. mu-
ticum y U. lactuca valores altos de actividad antioxi-
dante con el ensayo de inhibicién de la hemdlisis indu-
cida por AAPH y no resultaron activas con el ensayo de
inhibicién de la lipoperoxidacién. Sin embargo Diaz
Gutierrez et al. (2015) investigando un extracto acuoso
de B. triquetrum observaron valores mas bajos de acti-
vidad antioxidante en el ensayo inhibicion de la hemé-
lisis inducida por AAPH (92 % con 25 mg/mL) con res-
pecto al ensayo de inhibicién de la lipoperoxidacién
(87 % con 2 mg/mL).

Algunos autores (llavenil et al. 2011) han demostra-
do una relacidn directa entre las actividades de atra-
pamiento de radicales libres, la proteccion de las
membranas de eritrocitos y la produccién de MDA en
extractos vegetales. Esto evidencia la importancia de
caracterizar las propiedades antioxidantes de extrac-
tos naturales con varias metodologias con diferentes
principios.
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La actividad antioxidante con este ensayo pudiera
ser explicado por la presencia de acidos fendlicos.
Magalh3es et al. (2009) investigaron la actividad anti-
oxidante de extractos de frutos de Cydonia oblonga
con el ensayo de inhibicién de la hemdlisis inducida
por AAPH y observaron que el compuesto polifendlico
mayoritario era el acido 5-O-cafeoilquinico con una
significativa actividad antioxidante dosis-dependiente.
También el alga B. triquetrum contiene cantidades
importantes de los acidos p-cumdrico, t-cindmico y
ferulico (Vidal et al. 2001). En la literatura existen po-
cos informes de estudios de propiedades antioxidan-
tes de extractos vegetales mediante este ensayo.
Benites et al. (2011) demostraron que concentracio-
nes superiores a 0,2 % (p/v) de extractos de frutas
inhibian la hemdlisis en aproximadamente un 40 %.

En este sistema experimental (proteccidn al eritroci-
to) actlan a la vez dos de los mecanismos de accién
que explican la actividad antioxidante de extractos de
algas: la capacidad de atrapar radicales libres y de
inhibir la peroxidacién lipidica. Hipotéticamente se
podria postular otro mecanismo de accién, la capaci-
dad quelante de Fe, entonces los resultados con este
ensayo estaran en funcién de la composicién quimica
de moléculas que puedan contribuir mas o menos a
cada uno de estos mecanismos.

La presencia en el medio del iniciador radicalario
peroxilo AAPH provoca la disrupcién de las biomem-
branas a diferentes niveles, causando cambios en la
fluidez de las biomembranas, en la morfologia celu-
lar y la degradacion de proteinas. La presencia de un
antioxidante evita la oxidacién de las proteinas, evi-
denciando que la interaccidon de las moléculas anti-
oxidantes con la bicapa lipidica pudiera reducir la
accesibilidad del AAPH a las membranas lo cual pu-
diera explicar en parte el efecto inhibitorio de estos
compuestos contra la hemdlisis producida por el
insulto peroxidativo (Martinez et al. 2012).

Consideraciones finales

Las algas marinas constituyen organismos con perspec-
tivas alentadoras como fuentes de bioactivos. Las algas
marinas tienen disimiles aplicaciones tanto en la preven-
cion como en el tratamiento de diversas enfermedades,
asi como en la industria alimentaria y de cosméticos
(GOmez-Guzman et al. 2018). Diferentes autores han
demostrado que los extractos de algas marinas presen-
tan propiedades antioxidantes explicadas por una amplia
variedad de moléculas (Machu et al. 2015; Cotas et al.
2020).
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Las propiedades antioxidantes del alga marina roja
Bryothamnion triquetrum se analizaron en funcion de
extractos acuosos y fracciones hidrofilicas con resul-
tados satisfactorios. En estos extractos existen dife-
rentes metabolitos con actividad antioxidante o que
coadyuven en esta actividad (Freile-Pelegrin y Roble-
do, 2014).

El alga marina B. triquetrum contiene minerales que
pudieran influir en esta propiedad, entre los que se
puede citar Se y Zn, mientras que las concentraciones
de otros minerales como Fe y Cu, considerados como
pro-oxidantes, existen en bajas cantidades. También
contiene cantidades importantes de otros metabolitos
como el 4cido ascoérbico que pudieran potenciar esta
propiedad.

La mayoria de los autores sefialan a los compuestos
polifendlicos como unos de los metabolitos de mayor
importancia en la actividad antioxidante en vegetales
y en particular en las algas (Farasat et al. 2014; Pan-
zella y Napolitano, 2017; Olszowy, 2019). El conteni-
do de polifenoles de B. triquetrum resulta relativa-
mente alto. Es importante sefialar que del total de
compuestos fendlicos presentes en las diferentes
fracciones de esta alga, 2/3 corresponden a los aci-
dos t-cinamico, p-coumarico y ferulico. Generali Me-
kini et al. (2019) revisando los resultados del conteni-
do y tipo de compuestos polifendlicos de 74 especies
de algas encontraron que los acidos fendlicos y cina-
micos era un subgrupo ampliamente representado
en las algas marinas. Esto permite postular que la
actividad antioxidante de los extractos acuosos del
alga B. triquetrum pudiera ser explicada, al menos
parcialmente, por la presencia de los compuestos
polifendlicos y en especifico acidos fendlicos.

Algunos autores resaltan la importancia del estudio
de las propiedades antioxidantes mediante un conjun-
to de técnicas in vitro, cultivo de células y modelos
animales con diferentes principios. Por otra parte, una
molécula dada como, por ejemplo, un acido fendlico
posee diferentes mecanismos de accidn (atrapamiento
de radicales libres, donador de hidrégeno, agente
quelante, accidn sobre el GSH y sobreexpresion de
enzimas antioxidantes) de manera que el empleo de
diferentes procedimientos experimentales permite
estudiar las propiedades antioxidantes y a su vez pos-
tular posibles mecanismos de accién (Moon y Shiba-
moto, 2009; Lu et al. 2010). Esto pudiera resultar mas
complejo si consideramos que un extracto crudo esta
compuesto por un conjunto amplio de moléculas que
pudieran producir efectos de sinergismo o antagonis-
mo (Liao y Yin, 2000).
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En este trabajo se resumen las propiedades antioxi-
dantes del extracto acuoso de B. triquetrum a partir
de los resultados diferentes metodologias. En el ensa-
yo de la capacidad reductora se demuestra que los
constituyentes antioxidantes son donadores de elec-
trones y pueden decrecer los intermediarios de oxida-
cion de los procesos de peroxidacién lipidica por lo
qgue pudieran actuar como antioxidantes primarios y
secundarios. En este ensayo se observan resultados
superiores comparados con el control acido ascdérbico.

Al analizar los resultados de las actividades atrapa-
doras de radicales libres, demostradas en tres meto-
dologias, se observan resultados satisfactorios,
comparables a los obtenidos con los controles positi-
vos. El atrapamiento de radicales libres se considera
como uno de los mecanismos de accion mas impor-
tante de los antioxidantes ya que se inactiva el radical
libre directamente antes de producir su efecto nocivo
(Embuscado, 2015). El ensayo del DDPH es considera-
do como la técnica mas empleada en estas investiga-
ciones. Por otra parte, los radicales hidroxilos (OHe)
tienen una vida media muy corta con una alta habili-
dad de reaccionar con diferentes biomoléculas y pro-
ducir el consecuente dafio molecular.

Los radicales superéxidos (0,”) pueden mediar di-
rectamente el dafio a proteinas y generar entidades
aln mas reactivas como el radical OHe. La captura de
estos radicales estaria en funcién de moléculas no
enzimaticas contenidas en el extracto de B. triquetrum
(Huang et al. 2005; Pisoschi y Pop, 2015; Shahidi y
Zhong, 2015).

Entonces a partir de los resultados obtenidos con
estas metodologias se pudiera postular que el extrac-
to acuoso de B triquetrum posee propiedades antioxi-
dantes en funcién de la capacidad atrapadora de dife-
rentes tipos de radicales libres.

En los resultados correspondientes a la actividad
atrapadora de radicales OHe y capacidad quelante, el
Fe** reacciona con el H,0, a través de la reaccidon de
Fenton formando radicales hidroxilos que atacan a la
desoxi-ribosa y cuando esta presente el antioxidante,
inactiva al radical hidroxilo protegiendo a la desoxi-
ribosa del dafio. El extracto acuoso de B. triquetrum
evidencia una proteccién antioxidante contra el dafio
oxidativo por evitar el ataque de radicales OH", gene-
rados en la reaccidn de Fenton en presencia de EDTA.
Adicionalmente cuando el Fe** es adicionado a la reac-
cion (en ausencia de EDTA) algunos iones pudieran
formar parte de la reaccién de Fenton, de manera que
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también la capacidad quelante de metales de transi-
cion pudiera determinar las propiedades antioxidantes
de este extracto.

La peroxidacion lipidica es un evento donde se afec-
tan los lipidos poliinsaturados de las membranas, for-
mandose productos citotdoxicos, compuestos que a su
vez desencadenan un estrés oxidativo, lo que constitu-
ye un evento de efectos altamente nocivos para la
célula (Moon y Shibamoto, 2009). Los ensayos de acti-
vidad antioxidante con el sistema B-Caroteno-acido
linoléico, Inhibicién de la lipoperoxidacion espontanea
en homogenado de cerebro y la Capacidad inhibitoria
de la hemdlisis inducida por AAPH se relacionan entre
si, porque de alguna manera interfieren en la peroxi-
dacion lipidica y a la vez protegen a las biomembranas.
Estas técnicas aportaron resultados satisfactorios al
compararlas con los resultados de otras algas y de los
controles positivos. Diferentes autores (Liao y Yin,
2000; Hsieh et al. 2005; Fallarero et al. 2006; Banerjee
et al. 2008; Magalhdes et al. 2009) han observado un
significativo efecto inhibitorio de los acidos fendlicos
sobre el dafio oxidativo y en particular sobre las bio-
membranas. Agregan et al. (2017) sefialan a los acidos
p-coumdrico y feridlico como principales moléculas
antioxidantes del alga Fucus vesiculosus, acidos fendli-
cos presentes en B. triquetrum.

De acuerdo a Baccarin et al. (2015) el grado de pro-
teccidon que brindan extractos y/o fracciones ricas en
polifenoles contra la oxidacidn de los eritrocitos podria
atribuirse a diferentes factores. Primero, el coeficiente
de particion de los compuestos fendlicos determina su
interaccion con las biomembranas e influye en su ca-
pacidad antioxidante y / o su capacidad de interactuar
con los radicales libres presentes en el medio acuoso
del sistema de oxidacién. En segundo lugar, la estruc-
tura quimica de los compuestos fendlicos determina
su capacidad de reaccionar con los radicales libres;
para los acidos fendlicos, las propiedades de elimina-
cion de radicales libres dependen principalmente de
su numero de grupos hidroxilo que tienen la capacidad
de donar hidrégeno, formando asi un producto final
estable que no inicia ni propaga la oxidacion adicional
de los lipidos. Tercero, en mezclas de compuestos
fendlicos como los extractos, se pudieran modificar las
caracteristicas de la inhibicién de la oxidaciéon por
sinergismo. Si consideramos que estas metodologias
estudian fundamentalmente las propiedades antioxi-
dantes de una molécula para prevenir los efectos toxi-
cos producidos por un radical libre sobre los lipidos de
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las biomembranas, este seria un aspecto a tener en
cuenta al postular los mecanismos de accion de
B. triquetrum como fuente natural de antioxidantes.

Adicionalmente se debe sefialar que diferentes auto-
res (Yeh y Yen, 2006; Mancini-Filho et al. 2009; Saiba-
bu et al. 2015; Vidal et al. 2019) han demostrado que
extractos vegetales (incluidas las algas marinas) son
capaces de inducir enzimas antioxidantes y en particu-
lar acidos fendlicos como los acidos ferulico y couma-
rico, de manera que en futuros trabajos resulta
necesario investigar este mecanismo de accién
mediante estudios en cultivos de células y modelos
experimentales animales.

En resumen, se puede concluir que el alga marina
roja Bryothamnion triquetrum presenta propiedades
antioxidantes en funcion de la capacidad reductora, el
atrapamiento de diferentes radicales libres (DPPH’,
OHe y 0,"), la capacidad quelante de metales de tran-
sicion como el Fe y la inhibicién de la lipoperoxidacion
y por tanto la prevencion del dafio a nivel de biomem-
branas. Esta propiedad antioxidante se puede explicar
al menos parcialmente por su contenido en los acidos
fendlicos t-cindmico, p-coumarico y ferulico, asi como
de otros metabolitos antioxidantes. Entonces a partir
de los resultados de los trabajos analizados resulta
oportuno considerar al alga marina roja Bryothamnion
triquetrum (S. G. Gmelin) Howe como una promisoria
fuente de antioxidantes naturales con aplicaciones
como fitofarmaco y/o nutracéutico.
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