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INTRODUCCION

En la actualidad la mayoria de las medicinas utilizadas para controlar, contrarrestar o
prevenir enfermedades que atacan al ser humano, tienen en su ingrediente activo alguna

propiedad proveniente de cierta o ciertas plantas medicinales especificas.

Nicaragua es un pais subdesarrollado, en el que el uso de plantas medicinales es una
practica muy comun ya que constituye los diferentes elementos fitoterapéuticos disponibles
a nuestro alcance para subsanar enfermedades comunes como no comunes. En nuestro pais
hay variedades de plantas sin estudiar las cuales poseen gran actividad antioxidante de las

cuales se podrian utilizar para uso terapéutico. (i

El mecanismo por el que los radicales libres producen sus efectos transcurre mediante una
reaccion con otro compuesto en la que se forman especies reactivas oxigenadas, que son
los que producen los efectos nocivos. Este proceso se ve favorecido por la presencia de

oxigeno y de luz ultravioleta, que inicia la formacion de radicales libres. (3

Los antioxidantes son sustancias capaces de neutralizar la accion oxidativa de los radicales
libres, liberando electrones en nuestra sangre que son captados por los radicales libres,

manteniendo su estabilidad.

Algunos autores han comprobado que extractos de algas marinas tienen actividad
antioxidante explicada por disimiles mecanismos de accidn, incluidos la capacidad
atrapadora de radicales libres, la quelacion de metales activos desde el punto de vista
redox, los mecanismos de donacion y aceptacion de electrones, la capacidad de
interrupcion de la peroxidacion lipidica y el incremento de la actividad de enzimas

antioxidantes. 117, (12]

En Nicaragua se han realizado diversas investigaciones aplicando el ensayo de
antioxidantes a aquellas especies vegetales usadas en la medicina tradicional y que no

poseen muchos estudios fitoquimicos, entre estos estudios podemos mencionar la tesis
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Fraccionamiento biodirigido del extracto etanolico del Cedrella odorata con actividad
antioxidante y citotoxica elaborado por Jacqueline Garcia Pdéveda, Edwin Fuentes,

realizado en el Campus Médico de la UNAN — Leon. [

Todas las especies utilizadas para resolver problema de la sociedad contienen una amplia
gama de compuestos con una gran variedad de propiedades, entre las que se pueden

mencionar esta la propiedad antioxidante. [

Los antioxidantes juegan un importante rol no solo en los procesos de carcinogénesis sino
también en otros procesos del cuerpo y ademas en aplicaciones como fitofdrmaco y/o
suplemento dietético funcional; es por esta razon que se decidio realizar este trabajo con el
fin de evaluar la actividad antioxidante de 4 especies de algas marinas recolectadas en el
area del pacifico mediante el método de la captacion de radicales libres (DPPH) en busca
de encontrar antioxidantes que sean efectivo, natural y de bajo costo en algas no muy

estudiadas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(Cual es el porcentaje de actividad antioxidante con DPPH de las especies de algas

marinas recolectadas en playa Hermosa?
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OBJETIVOS

General:

> Determinar la actividad antioxidante de las especies Gracilaria sp., Padina
pavonica., Ulva sp., Codium sp., en ensayos realizados en el Departamento de
Farmacia Industrial de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UNAN- Ledén

durante el periodo de Julio a Septiembre del afio 2012.

Especificos:
» Elaborar los Extractos Etanolicos de las especies a estudiar.

» Determinar el % de inhibicién de DPPH para cada uno de los extractos.
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MARCO TEORICO
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Radicales libres

Son 4tomos o grupos de atomos que tienen un electron desapareado por lo que son muy
reactivos ya que tienden a robar un electrén de moléculas estables con el fin de alcanzar su

estabilidad electroquimica. 3

Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita para aparear su
electron libre, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre
por quedar con un electron desapareado, inicidndose asi una verdadera reaccion en cadena
que destruye nuestras células. La vida media biologica del radical libre es de
microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor

provocando un gran dafio a moléculas y a membranas celulares. [

Los radicales libres contribuyen al proceso del envejecimiento cuando toman el
electron que les hace falta de las células del tejido colageno de la piel, dando como
consecuencia, que la piel pierda su elasticidad al danarse las fibras elasticas y la

aparicion precoz de arrugas y sequedad. (s

Los radicales libres también pueden contribuir al crecimiento anormal de las células,
al perder éstas la capacidad de “reconocer” las células vecinas. Esa proliferacion sin

control se produce en los tumores benignos o malignos (cancer). (5]

Los radicales libres son moléculas que se derivan del oxigeno, estan en continua formacion
en las células del organismo, y en pequenas cantidades no producen efectos toxicos. En
situacion normal la produccion de radicales libres es constante en una concentracion
determinada, y son neutralizados por las defensas antioxidantes, estas pueden ser
sustancias propias del organismo (las enzimas antioxidantes), o pueden ser sustancias que

vienen con los alimentos (la vitamina C, la E y el Beta caroteno, flavonoides, etc.).[s)

Los radicales oxidantes mejor conocidos como radicales libres son moléculas inestables de
alta energia con electrones desapareados en sus Orbitas exteriores, que tienden a reaccionar
con otros compuestos, en especial con los acidos grasos poliinsaturados esto debido a que
las moléculas estables tienen electrones en parejas. Sin embargo si un electrén no se
encuentra en pareja con otro se vuelve muy reactivo e inestable, por lo que buscard a otro

electron para emparejarse con €él; lo que ocurre con los radicales libres. Cuando los
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radicales especialmente (OH) y O, producen radicales alquil peroxido, facilitan la
perpetuacion de la cadena de reacciones de oxidacion de los lipidos, con dafios similares
sobre las proteinas y los acidos nucleicos. La consecuencia de estas reacciones genera una

desorganizacion en las membranas celulares de nuestro organismo. 3

Al conocer los efectos negativos que provocan los radicales libres, podemos entender
mejor la funcion y efecto que tienen los antioxidantes en la salud, que como su nombre lo
indica, es evitar la oxidacion de sustancias que puedan provocar alteraciones fisioldgicas,
facilitar el uso fisioldgico del oxigeno por parte de las mitocondrias ayudando a reducir los
efectos del estrés oxidativo y la falta de oxigeno; formando complejos que mitigan las
reacciones productoras de radicales libres y por consiguiente desempefiando una funcion

fundamental en la prevencion de las enfermedades derivadas del estrés oxidativo. 3

Existen dos tipos de radicales libres:

Los internos:
Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:

e Radical hidroxilo (HO)+

e  Peroxido de hidrogeno (H,O,)
e Anion superoxido (O,)

e  Oxigeno singlete (10,)

e  Oxigeno nitrico (NO)

e Peroxido (ROO)

e Semiquinona (Q)

o el ejercicio muy intenso

e eclstréss

Los externos:

e Una mala dieta (mala alimentacion)
e FEl consumo de tabaco.
e FEl consumo de alcohol.

e Los medicamentos.
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e La contaminacion, el exceso de exposicion solar.

e Ozono 2]

Los radicales libres del oxigeno se clasifican de la forma siguiente:

1. Radicales libres inorganicos o primarios.
Se originan por transferencia de electrones sobre el atomo de oxigeno, representan por
tanto distintos estados en la reduccion de este y se caracterizan por tener una vida media

muy corta; estos son el anion superdxido, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico. 2

2. Radicales libres organicos o secundarios.

Se pueden originar por la transferencia de un electron de un radical primario a un atomo de
una molécula organica o por la reaccion de 2 radicales primarios entre si, poseen una vida
media un tanto mas larga que los primarios; los principales dtomos de las biomoléculas

son: carbono, nitrogeno, oxigeno y azufre.py

3. Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del oxigeno.
Aqui se incluye un grupo de especies quimicas que sin ser radicales libres, son generadoras
de estas sustancias o resultan de la reduccion o metabolismo de ellas, entre las que estan el
oxigeno singlete, el peroxido de hidrogeno, el acido hipocloroso, el peroxinitrito, el
hidroperoxidos organicos.py
Fuentes de radicales libres
1. Metabolismo Celular del Oxigeno
2. Reacciones de Oxido-Reduccion

» Fagocitosis

» Autooxidacion de Catecolaminas

Sustratos endogenos celulares

» Sintesis de Prostaglandinas

» Oxidacion de Hipoxantina y Xantina
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3. Otras Fuentes [y

Peroxidacion lipidica

Todas las células estan rodeadas por una membrana celular que las separa del medio
extracelular. La membrana celular contiene enzimas, canales, receptores y antigenos que
juegan papeles vitales en la interaccion de la célula con otras células, hormonas y otros
agentes reguladores del liquido extracelular. La estructura bésica de todas las membranas
bioldgicas es la bicapa lipidica, la que funciona como una barrera de permeabilidad
selectiva. Estas son ricas en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) y por lo tanto
vulnerables al ataque de radicales libres. De particular importancia son las reacciones
mediadas por radicales libres que traen como consecuencia la peroxidacion lipidica. Esta
es generalmente inducida por un radical hidroxilo (HO--) que sustrae un hidrégeno a la
cadena lateral de un acido graso formando un radical carbonado (R-). Este ultimo reacciona
con oxigeno para formar peroxidos ciclicos y radicales hidroperdxidos (ROO-) que
propagan esta reaccion en cadena. Se forman igualmente radicales alcoxilicoslipofilicos
(RO"). La peroxidacion lipidica puede seguir propagandose en presencia de metales de

transicion (Men+) existentes en el plasma, los que son catalizadores oxidativos. [

Los antioxidantes pueden formar complejos estables impidiendo su accién catabolica.
Ademas, dependiendo de su coeficiente de particion y potencial redox, los antioxidantes
pueden actuar libremente en la interfase celular comportandose como potentes protectores
de células y lipoproteinas o estabilizando antioxidantes lipofilicos que previenen la

peroxidacion lipidica.

1. Fase de iniciacion de la peroxidacion lipidica provocada por el radical (R-), el que
reacciona con un grupo metileno de un PUFA; (2) etapa de propagacion; el oxigeno
molecular reacciona con el radical carbonilo y forma rapidamente el radical lipoperdxido
(LOO-). Este puede sustraer un hidrégeno de otro acido graso poliinsaturado (PUFA),
analogo a (1); (3) reaccion que termina la propagacion forméandose el producto estable de
la peroxidacion, el hidroperoxido lipidico (LOOH), pero implica la posible conversion de
numerosos PUFAs en hidroperoxidos; en presencia de metales de transicion el
hidroperéxido lipidico (LOOH) puede generar radicales capaces de reiniciar la

lipoperoxidacion lipidica por el ciclo redox de estos iones metalicos. 2
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2. Los mecanismos homeostaticos con que el organismo enfrenta el dafio oxidativo que
habitualmente causan estas especies son numerosos y diversos, reflejando la multiplicidad
de formas de radicales libres y especies reactivas, como también los numerosos

compartimientos donde actlian en el organismo y la propiedades fisicas de estos. [z

Antioxidante

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar o inhibir la accidon oxidante de los
radicales libres, liberando electrones en nuestra sangre que son captados por los radicales
libres, manteniendo su estabilidad. Nuestro organismo estd constantemente luchando
contra los radicales libres. El problema para nuestra salud se produce cuando nuestro
organismo tiene que soportar un exceso de radicales libres durante afios, producidos
mayormente por contaminantes externos que penetran en nuestro organismo como
consecuencia de la contaminacion atmosférica, el humo de cigarrillos que contiene
hidrocarburos aromaticos polinucleares asi como aldehidos que producen distintos tipos de

radicales libres en nuestro organismo. [y

Las reacciones de oxidacién pueden producir radicales libres, que comienzan reacciones en
cadena que danan las células. Los antioxidantes terminan estas reacciones en cadena
mediante la eliminacion de radicales libres intermedios, e inhiben otras reacciones de

oxidacion al oxidarse ellos mismos. 4

En los ultimos afos, los antioxidantes naturales provenientes de plantas han sido
frecuentemente usados en diferentes campos de la industria como preservantes en
alimentos y en medicinas, muchos de estos compuestos como la quercetina, tocoferol y el

caroteno, entre otros, son antioxidantes naturales que poseen gran actividad.;jo

Lo primero que viene a la cabeza de las personas cuando les hablan acerca de
antioxidantes, es el pensar en sustancias que atacan la oxidacion, pero muy pocas de las
personas saben a qué tipo de oxidacion se refieren y la accidon de estos, dicha oxidacion es
referida a las reacciones que suceden en el interior de nuestro cuerpo que provocan que se
oxiden las células y asi causan enfermedades. Los antioxidantes son sustancias que

retardan o inhiben la oxidacion de sustratos susceptibles a las especies reactivas del
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oxigeno ya que donan sus hidrogenos a estas de manera que protegen las células contra el

dafio de los radicales libres. ;o

Acciones bioldgicas de los radicales libres de oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno, muy especialmente el radical hidroxilo, son altamente
reactivas, y pueden dar lugar a reacciones secundarias utiles o nocivas con muchas
sustancias presentes en el organismo o extraorganicas (fagocitosis de organismos
invasores). Son los productos finales de estas reacciones secundarias los que produciran los

mayores efectos de citotoxicidad. [13;

Los radicales libres ejerceran sus efectos en funcidon de su concentracion, localizacion y del

estado de su sistema neutralizador. 13

Acciones sobre los glucidos

Los monosacaridos y disacaridos resisten la accion de los radicales libres de oxigeno. La
glucosa constituye un captador del radical superoxido, al retenerlo e impedir su accion
sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son eliminadores del radical hidroxilo. El
acido hialurénico es atacado y fragmentado por el radical superoxido. Los polisacaridos

son despolimerizados por los radicales libres. ;3

En la diabetes, enfermedad que puede aparecer con el paso de los afos, se produce un
aumento de la concentracion de glucosa en la sangre, que puede ocasionar que esta sufra
una autooxidacion o que se entrecruce con las proteinas presentes en el suero (glicosilacion
de proteinas) para dar lugar a una serie de estructuras altamente reactivas (compuestos de
Amadori), asi como también a especies reactivas del oxigeno, las cuales desempefian un
papel importante en el desencadenamiento de la enfermedad y en el desarrollo de los

diversos estados fisiopatologicos que la acompaian. ;3

Acciones sobre los lipidos
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La accion de los radicales libres de oxigeno sobre los lipidos tiene lugar fundamentalmente
sobre los acidos grasos poliinsaturados, lo que provoca su peroxidaciéon que deriva en
consecuencias como: pérdida de la flexibilidad y de las funciones secretoras, ruptura de los

gradientes idnicos transmembrana. |13

La reaccion de peroxidacion puede iniciarla el radical hidroxilo, el radical hidroperoxil y
quizas el oxigeno singlete, pero no el radical superoxido o peroxido de hidrogeno (menos
reactivos). El radical libre extrae un atomo de hidrégeno de uno de los carbono metileno de
la cadena del acido graso y deja un electrén no apareado, con lo cual se genera un radical
lipidico. Este radical lipidico rdpidamente sufre un reordenamiento molecular para
producir un dieno conjugado, que reacciona con el oxigeno molecular y produce un radical
hidroperoxil. Este radical puede a su vez extraer un atomo de hidrégeno de un carbono
metileno de otro acido graso poliinsaturado para formar un nuevo radical lipidico y un
hidroperoxido lipidico. El radical lipidico entonces se combina con otra molécula de
oxigeno y contintia la reaccion en cadena. El hidroperoxido lipidico es un componente
estable hasta que se pone en contacto con iones metalicos de transicion, entonces se
producen mas radicales, que a su vez posteriormente inician y propagan otra cadena de

reacciones. [13

Los productos finales de este proceso de peroxidacion lipidica son aldehidos, gases
hidrocarbonados y varios residuos quimicos, incluido el malondialdehido. Estos productos
de degradacion pueden difundir lejos del sitio de las reacciones y producir edema celular,
ademas de influir sobre la permeabilidad vascular, inflamacion y quimiotaxis. Asi mismo,
pueden alterar la actividad de fosfolipasas e inducir la liberacion de acido araquiddnico,

con la subsiguiente formacion de prostaglandinas y endoperdxidos. [13

El malondialdehido, a su vez, puede reaccionar con lipidos y proteinas durante la
peroxidacion lipidica para formar bases de schiff conjugadas, productos fluorescentes
insolubles que se acumulan en el interior de los lisosomas y forman el pigmento de
envejecimiento conocido con el nombre de lipofucsina (reconocido marcador morfologico

de envejecimiento porque se acumula en los tejidos con la edad). [13

Acciones sobre las proteinas
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La accion de los radicales libres de oxigeno sobre las proteinas se ejerce sobre los enlaces
insaturados, los anillos aromaticos y los grupos tiol. De esta forma, proteinas ricas en
determinados aminoacidos (triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y
cisteina) pueden sufrir modificaciones estructurales y funcionales. Los grupos sulthidrilo
pueden ser transformados en puentes disulfuro, lo que produce la inactivacion enzimatica.
En otros casos, como el colageno, las fibrillas se pueden romper por el radical superéxido e
hidroperéxido, proceso que puede constituir el punto de partida para la accidon de proteasas

y facilitar la pérdida de la estructura de la triple hélice de colageno. (13

En el caso de las hemoproteinas, como la oxihemoglobina, el radical superdxido o el
peroxido de hidrégeno pueden reaccionar con el hierro para formar metahemoglobina y
otros productos de oxidacion. Otra importante hemoproteina, la catalasa, es inhibida por el
radical superdxido; y el perdxido de hidrogeno producto de la dismutacion del radical

superoxido puede inhibir la superdxido dismutasa citosolica (cobre-zinc dependiente).;s;

En presencia de ciertas peroxidasas (con grupo hemo) el peréxido de hidrogeno es capaz
de oxidar halogenuros como el ion cloruro, dando &cido hipocloroso, compuesto
extremadamente téxico para bacterias, virus y células. El acido hipocloroso puede
reaccionar con aminas, y dar lugar a las cloraminas, mas lipofilicas y las probables
responsables directas de la toxicidad celular. Un mecanismo semejante lo produce el
peroxido de hidrogeno con el ion tiocianato que da lugar a oxitiocianato, potentisimo

bactericida. 13

El efecto de los radicales libres de oxigeno sobre una determinada proteina depende de su
composiciéon en aminoacidos, de la importancia y localizacion de los aminoacidos que
median la conformacién y actividad de la proteina, asi como de la posibilidad de
reparacion de la lesion. La localizacion celular de las proteinas y la naturaleza de la

amenaza de los radicales libres también influye sobre la extension del dafio proteico. (13
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Acciones sobre los acidos nucleicos

Los efectos observados en los acidos nucleicos por los radicales libres de oxigeno son por
causa de fenomenos de hidroxilacion de bases nitrogenadas, escision de hebras de ADN y
formaciéon de uniones cruzadas. Esto ocasiona alteraciones en la duplicacion y
transcripcion, que explican la asociacion de la generacion de radicales libres de oxigeno

con la carcinogénesis y el envejecimiento. 13

Se ha propuesto ademéds que la ruptura que causan las EROs sobre el &cido
desoxirribonucleico (ADN) activa a las poli (ADP-ribosa) sintetasa, las que eliminan el
NAD+ celular, cofactor necesario para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
en la ruta glucolitica, de manera que se produce la inhibicion de la glicolisis y de los
componentes de la cadena transportadora de electrones al nivel mitocondrial; por lo tanto

disminuye el ATP intracelular. 13
Importancia de los antioxidantes

La importancia que tienen los "antioxidantes" es que nos ayudan a defendernos de
procesos patoldgicos y nos protegen de procesos de desgaste naturales, y también sobre lo

que conocemos como envejecimiento prematuro. [i2]
Caracteristicas

Los antioxidantes son sustancias quimicas que se caracterizan por impedir o retrasar la
oxidacion de diversas sustancias principalmente de los acidos grasos cuyas reacciones se
producen tanto en los alimentos como en el organismo humano, en el cual puede provocar
alteraciones fisioldgicas importantes desencadenantes de diversas enfermedades. Otra de
las funciones de los antioxidantes es facilitar el uso fisioldgico del oxigeno por parte de las
mitocondrias celulares, ayudando a reducir los efectos del estrés oxidativo y la falta de
oxigeno, formando complejos que mitigan las reacciones productoras de radicales
oxidantes también conocidos como radicales libres (moléculas inestables de alta energia
con electrones desapareados en sus Orbitas exteriores, que tienden a reaccionar con otros
compuestos) y por consiguiente desempefiando una funcion fundamental en la prevencion

de las enfermedades cronicas no trasmisibles. g
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Las principales caracteristicas de un compuesto o sistema antioxidante son la prevencion o
deteccion de una cadena de propagacion oxidativa mediante la estabilizacion del radical
generado y la regeneracion del antioxidante radicalario ayudando asi a reducir el dafio
oxidativo en el cuerpo humano. Hay dos tipos principales de antioxidantes, el "primario"
(ruptura de la reaccidon en cadena, secuestradores de radicales libres) y el "secundario" o
"preventivo". Los mecanismos antioxidantes "secundarios" pueden incluir la desactivacion
de metales, inhibicién de los hidroperoxidos lipidicos interrumpiendo la producciéon de
volatiles indeseables, la regeneracion de antioxidantes "primarios", eliminar el oxigeno

singlete, etc. (o]

Funcion fisioldgica de los antioxidantes

Para entender mejor la funcion fisiologica de los antioxidantes en el organismo es
necesario recordar que el oxigeno actia como carburante en el metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas; liberandose didoxido de carbono, agua, energia calorica y
diversos catabolitos; sin embargo el incremento de los procesos metabolicos se acompafia

de la produccion de radicales libre. 3

Al conocer los efectos negativos que provocan los radicales libres, podemos entender
mejor la funcidn y efecto que tienen los antioxidantes en la salud, que como su nombre lo
indica, es evitar la oxidacion de sustancias que puedan provocar alteraciones fisioldgicas,
facilitar el uso fisioldgico del oxigeno por parte de las mitocondrias ayudando a reducir los
efectos del estrés oxidativo y la falta de oxigeno; formando complejos que mitigan las
reacciones productoras de radicales libres y por consiguiente desempefiando una funcion

fundamental en la prevencion de las enfermedades derivadas del estrés oxidativo. 3

Clasificacion de los antioxidantes

Las sustancias antioxidantes se han clasificado en dos principales sistemas, el sistema
enzimatico y el sistema no enzimatico; también conocidos como endogenos y exogenos
respectivamente, los cuales pueden actuar tanto en el espacio intracelular como en el
extracelular. El sistema no enzimatico estd integrado principalmente por sustancias como

las vitaminas E, C, Carotenoides y los minerales selenio y zinc. [z
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1. Enzimaticos
¢+ SuperdxidoDismutasa (SOD)
¢ Glutation Peroxidasa (GP)
% Glutation Transferasa (GT)
%+ Catalasa (CAT)

2. No Enziméticos

¢ a-tocoferol (Vitamina E)

R/
A X4

Acido ascorbico (Vitamina C)

X/
L X4

‘B-caroteno o Provitamina A

¢ Proteinas Transportadoras de Metales de Transicion

R/
A X4

Captadores de Radicales Libres (Polifenoles) 2

Otra manera de clasificarlos:

Podemos clasificar los antioxidantes en 4 grande grupos:

¢ Enzimas antioxidantes (SOD, CAT...)
¢ Antioxidantes de alto peso molecular (Albiimina, Ferritina...)

% Antioxidantes de bajo peso molecular (Carotenoides, Ascorbico...)

>

¢ Algunas hormonas (Angiotensina...)

L)

Determinacion de la capacidad antioxidante

Para determinar el potencial antioxidante se ha aplicado el método. El mas comtn en la
generacion de unradical yen el estudio deinhibicion de esta reaccion debido a la
introduccion del compuesto de ensayo, y el resultado depende del radical empleado, y por
lo tanto mide bioldgicamente mads significativa se obtienen con los radicales peroxilo,

que son los mas comunes en el organismo humano.;

Una técnica utilizada frecuentemente espera que genere un cation estable cromoéfororadical
como el DPPH (difenilpicrilidrazile), y luego para evaluar la capacidad del antioxidante de

acuerdo con la disminucion de la absorbancia que se observa después de la captura del
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radical; la reaccién que se produce es del antioxidante la donaciéon de un atomo de

hidrégeno (HR) de DPPH:

o Q
+ Free radical {H OH)
OoN N—‘N
NO,

(DPPH: 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) R=-OH or -NO2

1(4-Hydroxyphenyl)-1-phenyl-2-picryl hydrazine
1(4-Nitrophenyl)-1-phenyl-2-picryl hydrazine

Inax 517 NM

El radical R que se genera a continuacion, se somete a otras reacciones, que determinan el
nimero de moléculas de DPPH reducidos por cada molécula de antioxidante. Este tipo de
analisis es rapido y facil, y proporciona resultados fiables. Sin embargo, hay también
algunas desventajas: por ejemplo, muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con

radicales peroxilo son muy reactivos, o incluso inerte hacia el DPPH.

Para la deteccion de esa actividad se wutiliza como reactivo el radical 2,2
difenilpicrilhidrazilo (DPPH). Se trata de un radical libre de color violeta que en presencia
de un agente antioxidante se reduce cambiando su color a amarillo. Todos los extractos se
sometieron a espectrofotometria uv-vis. Mediante esta se detecto que ¢l % de inhibicion de

DPPH de cada uno de los extractos. 11

Las caracteristicas estructurales que influyen en la capacidad antioxidante

Las medidas de la capacidad antioxidante, nos han permitido identificar las tres
caracteristicas estructurales que corresponden a los de mayor capacidad de capturar los

radicales por los flavonoides.

La presencia de dos grupos hidroxilo en las posiciones 3’ y 4’ del anillo B, de la que deriva
una alta estabilidad del radical, especialmente si se forma en la posiciéon 3’; un enlace
doble entre la posiciones 2 y 3 del anillo C, que se combina con los dobles enlaces otros y
con la funcion del oxigeno de la posicion 4; dos grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5,

que se combinan con la funcioén de oxigeno en 4. (113

ah °
|A c
e

Estructura flavonoide

Afo del Bicentenario y Refundacién de la Universidad.



Evaluar la actividad antioxidante de 4 especies de algas marinas recolectadas
en playa Hermosa durante el periodo de julio a septiembre del 2012.

Los flavonoides que cumplen parcialmente con estos criterios, el Gnico compuesto que
satisfaga a todos es un flavonoles, la quercetina, que de hecho se le ha asignado el valor
mas alto de actividad antioxidante entre todos los polifenoles. Se obtienen mejores

resultados solo por medio de la accion sinérgica de 4cido gélico y trans-resveratrol. 11

Flavonoides

Dentro de los polifenoles existen los flavonoides que son compuestos que han sido
compaiieros de grandes momentos en nuestra vida, sin saberlo ellos han hecho que cada
momento sea especial y nosotros ni siquiera sabiamos que estaban ahi, esto ha sido gracias
a que los flavonoides comprenden varias clases de sustancias naturales, entre las cuales
estan muchas de las que les confieren colores amarillo, naranja, rojo, violeta y azul, a
muchas flores, hojas y frutos. Gracias a ellos es que las flores poseen un color atractivo o
las frutas cuenten con coloraciones llamativas a la vista del ser humano, sin saberlo ellos
han formado parte de toda la vida humana porque abria que imaginar que seria una fresa
sin su color rojo o un girasol sin su color amarillo, entonces no seria ni fresa ni girasol por
esto se debe tener presente que estas sustancias aunque no brindan energia al consumirlas
son parte importante en la vida ademds de que son sustancias antioxidantes. Fueron
descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyorgy, quien en 1930 aislé de la cascara del

limén una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares.

Para su estudio sistematico lo mas de 4000 flavonoides naturales se han clasificado en
varias clases de acuerdo con las variantes que existen en su estructura quimica, las cuales
son chalconas, flavonas, flavonoles, flavononas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas,

epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides. ;o

Los flavonoides poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitromboticas,
antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales, antiasmaticas e inhibidoras de enzimas como
la transcriptasa reversa, proteina quinasa C, tirosina quinasa C, calmodulina,
ornitinadecarboxilasa, hexoquinasa, aldosa reductasa, fosfolipasa C y topoisomerasa II ,
ademas de los beneficios a la salud los flavonoides se emplean en diferentes industrias
como la cosmética y alimenticia en la cual se utilizan como saborizantes, colorantes y

conservadores y edulcorantes debido a los colores que presentan y a los sabores que se
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pueden crear con ellos, como es el caso de una mezcla de varios flavonoides de cebolla,
manzana y t¢é utilizados como sustituto de la sal en la industria alimenticia que ademas de
ser saborizante, antioxidante y gracias a este ultimo retardan el deterioro de alimentos, otro
ejemplo, son estudios recientes en estabilizacion de la carne molida con tejidos de cereza,
los flavonoides no so6lo suprimen la peroxidacion lipidica sino que inhiben la formacion de
aminas aromaticas heterociclicas y la oxidacion del colesterol durante el proceso de fritura.
Uno de los representantes principales de los flavonoides son las antocianinas que en
formas particulares estas y los extractos de plantas ricos en antocianinas pueden proveer
diversos beneficios a la salud, incluyendo proteccion de DNA, actividad anti-inflamatoria,
actividad anticancerigena, actividad antioxidante, actividad antidiabética y prevencion de

enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. [j;
Polifenoles

En los alimentos existen diferentes compuestos que funcionan como nutrientes para el
cuerpo humano como son los carbohidratos ya que de estos es de donde obtenemos la
energia para llevar a cabo todas nuestras actividades y mantener vivo nuestro cuerpo,
ademas contamos con proteinas y grasas que contribuyen a que nuestro organismo se
encuentre en un equilibrio para que pueda funcionar correctamente, estos son llamados
metabolitos primarios debido a que son la base del metabolismo humano, también existen
metabolitos secundarios en los que se encuentran los polifenoles que son necesarios pero
no son primordiales para la vida, estos se encuentran en plantas y frutos y son un claro
ejemplo de antioxidantes. Poseen actividad antioxidante asi como su accién in vivo € in
vitro teniendo como resultado que estos poseen actividad antiinflamatoria, anti oxidativa,
quimio protectora, neuroprotectora, reguladora de la glucosa, moderadora del metabolismo
de lipidos, los polifenoles se encuentran relacionados con la diabetes ya que ayudan a
controlarla, esto se debe a posibles mecanismos que tienen en el cuerpo humano como:
inhibicion de la digestion de carbohidratos y de la glucosa en el intestino, estimulacion de
la secrecion de insulina de las células B, modulacion de la liberacién de glucosa por el
higado, activacion de los receptores de insulina y de recaptura de glucosa en los tejidos
sensibles a la hormona, modulacion de las vias de sefalizacion intracelular y de la

expresion genética.[j
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Dentro de los antioxidantes los flavonoides y los taninos son los que se han estudiado con
mayor interés debido a que los flavonoides se encuentran en una gran cantidad de

alimentos y los taninos principalmente por su importancia en la industria vinicola.

Contras de los polifenoles

Los polifenoles son buenos mientras se tenga un control en su ingesta, como todo no se
debe de abusar en su consumo solo por el hecho de obtener un mayor beneficio, estos
deben ser consumidos con un balance especifico para no tener consecuencias prejudiciales
al organismo. Tradicionalmente los polifenoles han sido considerados como anti nutrientes
por los nutricionistas de animales, debido al efecto adverso de los taninos sobre la
digestibilidad de las proteinas que provoca un menor crecimiento del ganado y una menor
puesta de huevos por parte de las aves de corral, una ingestion muy elevada y cronica de
estos compuestos puede interferir en la absorcion del hierro de la dieta y provocar anemia,
sin embargo, en general, la toxicidad de los fenoles en una ingestion moderada es muy
poca debido a su baja absorcion, rapido metabolismo y a la presencia de un sistema muy
eficaz de detoxificacion. Algunos de los mecanismos a través de los cuales los flavonoides
ejercen sus acciones prooxidantes incluyen la reduccion temporal de Cu (II) a Cu (1), la
generacion de ERO, asi como la afectacion de las funciones de los componentes del

sistema de defensa antioxidante nuclear: glutation y glutation-S transferasa. i

Taninos

Existe otro tipo de polifenoles muy importantes los cuales son llamados taninos o
polifenoles vegetales los cuales se clasifican en: Taninos hidrolizables o proantocianidinas,
florotaninos y taninos condensados dependiendo de la via biosintética en que se producen,
son antidiarreicos, antioxidantes, antitumorales, antibacteriales 'y  agentes
hepatoprotectores, y estos se encuentran en plantas de las familias leguminosae, rosaceae,

polygonaceae, fagaceae, ryzophoraceae, myrtaceae y melastomaceae. 1
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Taxonomia de las algas

Gracilaria sp

Reino: Protista

Filo / Division: | Rhodophyta

Clase: Rhodophyceae
Orden: Gracilariales
Familia: Gracilariaceae
Género: Gracilaria

Nombre comtn: | Pelillo

Especie Gracilaria chilensis

Descripcion

La Gracilaria chilensis es conocida como pelillo, esta alga roja posee talo cilindrico
filamentoso de 1-2 mm de didmetro y de hasta 2 m de largo, formado por uno o varios ejes

alargados ramificados en forma alternada, opuesta o irregular, de color rojo violaceo.

Los talos pueden estar fijos a sustratos solidos por un disco de adhesion, sin embargo con
mayor frecuencia se encuentran enterrados en la arena. Las estructuras reproductivas se
encuentran en la capa cortical del talo. Para el caso de las estructura cistocarpicas estas son
visibles, sin embargo los tetrasporangios y las estructuras reproductivas masculinas solo

son visibles en un corte al microscopio.

Este género, se encuentra principalmente en las costas del pacifico en Norteamérica,
Sudamérica y China. Esta especie, habita bahias protegidas con fondos arenosos. Tiene
gran tolerancia a cambios de temperatura y salinidad, razén por la que vive y crece en

diferentes ambientes, salinos y estuarinos, intermareales y submareales.

La Gracilaria sp. se usa en la alimentacion y en la preparacion de productos alimenticios,

también es una materia prima importante en la produccion del agar-agar. ;5
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Reino: Plantae

Filo / Division: | Chlorophyta

Clase: Ulvophyceae
Orden: Ulvales
Familia: Ulvaceae
Género: Ulva Linnaeus

Descripcion

El género Ulva linnaeus es cosmopolita, se encuentra en aguas dulces, salobres, saladas y

muchos habitats subaéreos humedos, entre ellos la nieve.

Los especimenes de Ulva aparecen con relativa frecuencia en ambientes muy enriquecidos
con nutrientes procedentes de los rios o en zonas donde existen contaminantes albafales.
La disponibilidad de nutrientes en estos lugares es aprovechada por estas macroalgas para
su proliferacion y al mismo tiempo para acumular en su talo cantidades considerables de
macro y micronutrientes. Estos componentes varian su concentracion dependiendo del
lugar y la época del afio. De tal forma, que el contenido de proteinas y de carbohidratos en
el talo se modificard estacionalmente, en correspondencia con la disponibilidad de

nitrogeno en el medio.

Estos atributos le permiten al hombre utilizarlas tanto con fines alimentarios como materia
prima en la industria de los cosméticos y a partir del andlisis de la variacién de estos
componentes también a modo de indicadores del tipo y grado de la contaminacion, como

monitores de la calidad ambiental. ;¢
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Padina Pavonica.

Reino: Protoctista

Filo / Division: | Heterokontophyta
Clase: Phaeophyceae
Orden: Dictyotales
Familia: Dictyoptaceae
Género: Padina

Especie: P. pavonica

Descripcion

Es una alga que en la base tiene forma de cono invertido mientras que en la parte superior
se asemeja a un abanico replegado. Normalmente es de color verde terroso con unas lineas
blancas circulares muy caracteristicas. Los filoides (estructuras de las algas equivalentes a
las hojas de las plantas) tienen alternanza de zonas concéntricas claras y oscuras. Las zonas
oscuras estan provistas de pelos mientras que en las zonas claras encontramos los érganos
reproductores agrupados en unas masas llamadas soros. Esta alga se agarra al sustrato
gracias a sus fuertes rizoides (estructuras de las algas equivalentes a las raices de las

plantas).

Vive sobre rocas y piedras grandes, en lugares soleados y algo protegidos, cerca de la
superficie y hasta unos 20 metros de profundidad donde es muy frecuente y relativamente
escasa a profundidades superiores. Se situa en superficies horizontales y verticales, en las

horizontales compite por el espacio con Acetabularia acetabulum. Se encuentra

ampliamente distribuida por todo el Mar Mediterraneo y por el Mar Negro.[;7;
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Codium sp.

Orden: | Caurlerpales.

Familia: | Codiaceae.

Especie: | Codiumfragile

Descripcion

Plantas robustas, de color verde intenso, de hasta 30 cm de largo. Sus ramas son
cilindricas, ramificadas dicotomicamente. El talo estd formado por numerosos filamentos
sin tabicar, con una médula interna incolora y una empalizada externa de vesiculas,
provistas de numerosos cloroplastos aislados. Se reproducen alternadamente en forma
vegetativa por fragmentacion y division celular, asexual por esporas y zoosporas y sexual

por conjugacion. [1g)
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HIPOTESIS

Las especies Gracilaria sp., Padina pavonica., Ulva sp., Codium sp., recolectadas en playa

Hermosa poseen Actividad Antioxidante
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MATERIAL Y METODO

Tipo de Estudio:
Experimental.
Area de Estudio:

Productos Naturales. Departamento de Farmacia Industrial. Escuela de Farmacia Facultad

de Ciencias Quimicas de la UNAN-Leon.

Universo:

Todas las Especies de algas marinas del area del pacifico.
Muestra:

4 Especies de algas marinas del pacifico.

Especies de algas Parte utilizada
Gracilaria sp Talos
Padina pavonica. Talos
Ulva sp Talos
Codium sp., Talos

Criterios de inclusion y exclusion

Inclusion: Algas marinas del area del pacifico.

Exclusién: Algas marinas que no sean del area del pacifico.
Variables:

Variables independientes: extractos

Variables dependientes: actividad antioxidante.
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Variable Concepto Indicadores Medicion
Extracto Es una solucion que estd compuesta
lvent anico el cual ti -
por un solvente orgdnico el cual tiene | -\ Caracteristicas
la funcion de extraer sustancias e
. organolépticas
quimicas de la planta Olor
Actividad Capacidad de detener o retardar | Color Porcentaje (%)
Antioxidante procesos oxidativos.

inhibicion

Método e Instrumento de recoleccion de datos.

Se procedi6 a la recoleccion de las muestras en playa Hermosa en compaiiia de Msc.

Mauricio Prado, Msc. Fernando Baca y autores de la presente tesis. La recoleccion del

material vegetal fue manual utilizando una espatula o cuchillo para poderlas despegar de

las piedras, luego se trasladaron a una bolsa ziploc con agua salina y posteriormente

adicionadas a un termo con hielo para que los principios activos de las algas no se

degradaran.

Materia y Equipos complementario

Materiales

Crayones, bolsas plasticas, espatulas y guantes.

Reactivos

v Etanol (etOH) para la obtencién de extractos crudos.

v" DMSO (Dimetilsulfoxido).

v" Reactivo para la prueba de actividad antioxidante DPPH (1,1Diphenyl -2-

picrylhydrazyl).

v" Acido ascorbico.

Material de Laboratorio

l.

Micropipeta.

2. Balon.
3.
4. Becker.

Probeta.
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5. Espatula.

6. papel filtro.

7. Embudo.

8. Celda quarzo.

9. Soporte de madera.
10. Capsulas de porcelana.
11. Licuadora.

12. Fiola con tapdn.

13. Agitador.

14. Envase color ambar.
15. Cubetas

16. Puntas de micropipetas

Equipos
» Espectrofotometro uv-vis marca: HP modelo: 8453

> Balanza analitica marca: sartorius modelo: TE 214.

Metodologia
1. Recoleccion de muestra

Las 4 especies de algas marinas se recolectaron manualmente antes que algunos
compuestos se degradaran por causa de agentes externos entre las 7-8 a.m en la fechas

establecida en el cronograma de actividades.

2. Lavado

Las 4 especies de algas marinas pasaron por un proceso de lavado con agua del grifo para

eliminar suciedad y polvo, y evitar cualquier tipo de interferencia.

3. Pesado

Se pesaron aproximadamente de 3 g- 36g de algas marinas de cada especie. Entre estas

fueron:
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Algas Marinas Peso(g) / Etanol
Padina pavonica. 4.3055g:50
Ulva sp. 8.3996¢:40
Codium sp 3.8437g:30
Gracilaria sp. 35.3095g:40

4. Preparacion de los extractos:

Método de Extraccion

El método de extraccion que se utilizé fue maceracion.

En la preparacion de los extractos, la cantidad de algas pesadas se transfirieron a una
licuadora, afiadiéndole 30 -50 ml de etanol 95° se licuo hasta obtener homogeneidad,
luego se procedié a filtrar y el liquido obtenido se agregé a envases color ambar,
depositando paralelamente 200 mcl en capsula de porcelana pre-pesada dejandose evaporar
a temperatura ambiente por un periodo de 24 horas el resto del extracto se almacenaron en

sus respectivos recipientes bajo refrigeracion para evitar degradacion.

Ensayo de la Actividad Antioxidante

Preparacion del Reactivo de DPPH
Se pesd aproximadamente 0.014234 g del reactivo DPPH, se coloc6 en un balén de 100 ml

y se aford con Etanol (EtoH), como diluyente.

Preparacion del Acido Ascorbico (Vitamina C)
Se peso 0.1 g de Acido Ascorbico se llevo a un balén de 100 ml y luego se aforo con

etanol.

Preparacion de la muestra

Se lavo y se limpio las capsulas con alcohol para evitar cualquier contaminacion de la
muestra luego se procedid a secar las capsulas a temperatura ambiente; una vez secas se
espero 30 minutos a temperatura ambiente para luego proceder a pesar y anotar su peso.

Una vez pesadas se le adicionaron 200 mcl de extractos, estos se dejaron 24 horas para el
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secado del extracto, una vez secos se pesaron las capsulas con el extracto seco se procedio
a realizar la diferencia de la capsula llena y capsula vacia para saber cuanto es la cantidad

de extracto seco que se obtuvo.

Se realizaron célculos para saber cuanto se le afadi6 de DMSO 142.34% para diluir el
extracto seco, igual se realizaron los célculos para saber la cantidad de extracto que se
anadié a cada celda para contener una concentracion de 142.34 mg del activo y luego

completar con el reactivo de DPPH para llegar a 3500 mcl.

Preparacion del patron positivo

En celdas desechables con una capacidad de 4000 mcl se adicionaron 175 mcl de acido
ascorbico (Vit. C) disuelto en etanol preparado anteriormente. Seguidamente se

adiciono175 mcl de dimetilsulfoxido (DMSO) completando a 3500 mcl de DPPH.
Preparacion del patrén negativo

Se adiciono a la celda 175 mcl de dimetilsulfoxido (DMSO) seguidamente se le agregaron

3325mcl de DPPH.

Preparacion del Blanco

Se agrego en una celda 175 mcl de Dimetilsulfoxido (DMSO) + 3325mcl de Etanol
Medidas de absorbancias

A los extractos obtenidos se les realizo el bioensayo de captura de radicales libres DPPH
(1,1Diphenyl -2- picrylhydrazyl) se leyeron las muestras a una Absorbancia a 515 nm (luz
visible) utilizando el espectrofotémetro.

El reactivo obtuvo un color violeta, la actividad atrapadora de radicales libre se hizo

evidente cuando la solucion se decoloro presentando un color amarillento.
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El % inhibicion se calculo por la siguiente formula:

. (abs. Muetsra
Uplnhibicion (— [

. abs. patron )’I +1+100

Todos los calculos se realizaron en la hoja de céalculo de Excel utilizando la formula

anterior.
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RESULTADOS

Tabla N° 1: ABSORBANCIAS DE LAS MUESTRAS Y PATRON.

N° Name Dilut Factor Abs<515nm>
1 Muestra 1(Padina 1.00000 0.3093
pavonica.)
2 Muestra 2 (Ulva 1.00000 0.4786
sp.)
3 Muestra 3 (Codium 1.00000 0.3249
sp.)
4 Muestra 4 1.00000 0.1597
(Gracilaria sp.)
5 Patron (Acido 1.00000 0.16509
Ascorbico)

Tabla N° 2: ABSORBANCIAS DEL DPPH.

N° Standard DPPH(mcg/mL) | Abs<515nm> %Error
Name
1 DPPH 142.34 2.6418 0.00

Tabla N° 3: PORCENTAJE DE INHIBICION DE DPPH DE LAS MUESTRAS A
UNA CONCENTRACION DE 142.34 pg/ml

Algas Marinas % inhibicion
Padina pavonica. 88.2920736
Ulva sp. 81.8835642
Codium sp. 87.7015671
Gracilaria sp. 93.9548792
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PORCENTAJE DE INHIBICION DE DPPH A UNA
CONCENTRACION DE 142.34 ng/ml
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Después de realizar la practica, evaluamos la actividad antioxidantes de cada especies de
algas marinas que estudiamos; usando el método captadora de radicales libres (DPPH) a
una concentracion de 142.34 pg/ml y a una longitud de onda de 515 nm, dando como

resultado lo presente datos de la Tabla N° 3.

Observamos que el extracto etandlico de las especies de algas marinas Gracilaria sp. posee
un 93.95% de mayor actividad de DPPH inhibido a una concentracion de 142.34 pg/ml; el
método de DPPH se considera un compuesto modelo de un radical lipofilico. Este inicia
una reaccion de autooxidacion en cadena en el radical lipofilico. Los efectos de barrido de
los metabolitos activos de las especies Padina pavonica, Ulva sp., Codium sp. en el radical
DPPH que se muestran en la Tabla del Porcentaje de Inhibicion mostraron menor efecto de
barrido de accion atrapadora con un 88.29% Padina pavonica, 81.88% Ulva sp y 87.70%

Codium sp con respecto a la Gracilaria sp. que tiene un 93.95%.
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CONCLUSION

Con el presente estudio logramos concluir:

» Los resultados obtenidos la Tabla N° 1 demuestra claramente que los extractos
etandlicos de las cuatros especies de algas presentaron menor absorbancia que el

acido ascorbico utilizado como referencia.

> Comprobamos que las especies de algas marinas: Padina
pavonica., Ulva sp., Codium sp y Gracilaria sp. presenta gran actividad atrapadora
de radicales libres DPPH.

» El extracto de la alga marina Gracilaria sp. presento6 la mejor actividad inhibitoria

del radical DPPH a un 93.95 %.
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RECOMENDACIONES

En base a los estudios realizados recomendamos para nuevos estudios:
> Tener presente, cubrir el balon de la solucion de acido ascorbico
con papel aluminio para que no penetre la luz solar, ya que un factor determinante

porque puede degradar la solucion.

> Efectuar un ensayo biodirigido para comprobar que compuestos

quimicos de la especie de alga posee mayor actividad bioldgica.

> Efectuar un fraccionamiento para conocer que parte de la especie

de alga marina contiene mayor actividad antioxidante.

> Efectuar los mismos estudios realizados pero con otras especies

de algas marinas para indagar nuevos compuestos con alto potencial bioldgico.

» Hacer un seguimiento con el fin de aislar compuestos con potencial uso medicinal y

farmacoldgico, ademas de valorar su uso como alimento funcional.
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