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RESUMEN

Las microalgas marinas pueden ser una fuente de mo-
[éculas bioactivas; existen numerosos reportes de actividad
antioxidante, antibacteriana y antiproliferativa de extractos
obtenidos a partir de macroalgas. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la actividad citotdxica, antioxidante y
antimutagénica del extracto metandlico de la microalga roja
Rhodosorus marinus. El extracto fue obtenido a partir de bio-
masa liofilizada mediante lisis dcida y sonicacion. Se evalué la
actividad citotéxica frente a 7 lineas celulares humanas con
el ensayo MTT, la actividad antioxidante por ABTS y DPPH y
la actividad antimutagénica con las cepas TA98 y TA100 del
ensayo de Ames. Se encontré actividad citotdxica frente a 5
de las 7 lineas evaluadas. Los porcentajes de inhibicion para
la actividad antioxidante fueron de 25.60 + 4.03% (DPPH) y
5.59 4+ 0.63% (ABTS). Para el ensayo de Ames, frente a ambas
cepas probadas se alcanzaron porcentajes de inhibicion
de colonias revertantes de aproximadamente el 75% en la
concentracion mas alta evaluada, lo cual indica una fuerte
actividad antimutagénica. Los resultados mostraron acti-
vidad biolégica en las diferentes pruebas realizadas, por lo
que se infiere que el extracto metandlico contiene moléculas
bioactivas de importancia en la salud y para diferentes usos
biotecnoldgicos.
Palabras clave: Citotoxica, antimutagénica, Rhodosorus
marinus

ABSTRACT

Marine microalgae are a potential source of bioactive
molecules; there are numerous reports of antioxidant, anti-
bacterial and antiproliferative activities for extracts obtained
from Macroalgae. The aim of this study was to assess cyto-
toxic, antioxidant and antimutagenic activities of methanolic
extract obtained from red microalgae Rhodosorus marinus.
The extract was obtained from lyophilized biomass by acid
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lysis and sonication. Cytotoxic activity was evaluated against
7 human cell lines using MTT assay, the antioxidant activity
by ABTS and DPPH, and the antimutagenic activity using the
Ames test with TA98 and TA100 strains. Cytotoxic activity was
found against 5 of the 7 cell lines evaluated. The percentage of
inhibition for antioxidant activity were 25.60 + 4.03% (DPPH)
and 5.59 + 0.63% (ABTS). For the Ames test, both strains
showed inhibition percentages of revertant colonies about
75% at the highest concentration evaluated, indicating a
strong antimutagenic activity. The results showed biological
activity in the different tests performed, indicating that the
methanolic extract contains bioactive molecules that should
be of importance in health and biotechnology.

Keywords: Cytotoxic, antimutagenic, Rhodosorus marinus

INTRODUCCION

Las moléculas oxidantes, como los radicales libres,
pueden provocar dafos en la estructura del ADN que
conduce a mutaciones en diferentes genes, entre ellos los
asociados con la sintesis de proteinas para el control del ciclo
celular (Alberts et al., 2002). La consecuencia a largo plazo de
dichas mutaciones puede ser el desarrollo de algun tipo de
cancer (Petersen, 2011). El impacto en la salud publica del
cancer es muy grande. A nivel mundial durante el 2012, se
registraron un total de 8 201 000 defunciones por esta causa
(OMS, 2008). En la actualidad existen algunos tratamientos
para el control de la proliferacién de células cancerosas, desa-
fortunadamente se ha desarrollado una creciente resistencia
hacia los mismos (Martinez et al, 2003; Gottesman, 2002;
Ling etal., 2010).

Entre las medidas que se toman para combatir este
problema de salud se encuentra la busqueda de nuevas
moléculas bioactivas con actividad citotdxica, antioxidante
o antimutagénica. Algunos organismos marinos, principal-
mente los inméviles (al igual que los vegetales terrestres), al
encontrarse en ambientes densamente poblados son presa
facil de organismos predadores moviles y para su supervi-
vencia necesitan producir sustancias inhibitorias en concen-
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traciones elevadas para que al expulsarlas al medio ambiente
marino que las rodea no se disuelvan en el mismo y alcancen
su blanco (Aneiros y Garateix, 2004; Debbab et al., 2010; Li y
Vederas, 2009)the majority of new drugs have been genera-
ted from natural products (secondary metabolites. Las algas
marinas llamadas algas rojas poseen pigmentos auxiliares a
la clorofila (ficobiliproteinas) para absorber energia luminosa
en profundidades marinas en las que la clorofila no puede
captar luz (Dawes, 1998). La existencia de estos mecanismos
de absorcién luminica adicionales al uso de clorofila, confie-
ren a las algas rojas de un metabolismo mas complejo y por
lo tanto con mayor probabilidad de contar con metabolitos
secundarios que no han sido caracterizados y pudieran pre-
sentar actividad bioldgica.

La cianobacteria Sprirulina, contiene sistemas de
ficobiliproteinas y ha sido la fuente de extractos con activi-
dad antiproliferativa sobre células de cancer cervicouterino
(Ismail et al., 2009). Algunas macroalgas rojas han sido la
fuente de extractos con actividad antiproliferativa en células
de hepatoma y leucemia humana, asi como cancer de colon
y melanoma murino (Moo-Puc et al., 2009). Cuatro especies
de algas colectadas en el golfo de Thailandia: Sargassum
binderi, Anphiroa sp, Turbinaria conoides y Halimeda macrolo-
ba, fueron fuente para la obtencion de extractos acuosos y
metandlicos. Ambos tipos de extractos fueron evaluados en
cuanto a su actividad antioxidante, mediante la técnica de
DPPH y aunque se observé que ambos resultaron activos, el
extracto acuoso fue el mas activo (Boonchumetal, 2011). Se
evaluaron también los extractos metanélicos y hexanicos de
Caulerpa mexicana, Laurencia sp., Sargasum sp., Dictyota sp., y
Sargassum cymosum en cuanto a su actividad captadora de
radicales libres mediante DPPH, asi como la concentracién de
compuestos fendlicos. Se observé que Sargassum cymosum
es la especia que tiene un mayor contenido de compues-
tos fendlicos, asi como una mayor actividad captadora de
radicales libres (Echavarria et al., 2009). Rhodosorus marinus
es una microalga roja cosmopolita, facil de reproducir en
medios sintéticos, que ha sido poco estudiada en cuanto a
su actividad bioldgica (Lee, 2008). Sin embargo, se han ela-
borado a partir del mismo extractos proteicos y metandlicos
para evaluar su actividad antibacteriana y antiproliferativa
contra varias lineas celulares humanas, a pesar de que no se
logré observar ninguna actividad antibacteriana, si se logré
observar actividad antiproliferativa en el extracto metandlico
(Garcia-Galaz et al., 2014).

Para esta investigacion se fraccioné el extracto me-
tanolico y a partir de la fraccién mas bioactiva se llevaron a
cabo diferentes pruebas de caracterizacion buscando esta-
blecer las posibles actividades citotéxicas, antioxidantes y
antimutagénicas.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién y fraccionamiento del extracto

La cepa UTEX (1723) obtenida de la coleccién de la
Universidad de Texas, bajo la denominacién Rhodosorus

marinus se cultivé en el medio Ersdchreiber bajo las mis-
mas condiciones previamente reportadas (Basaca-Loya
et al., 2009). Para la obtencion del extracto se modifico la
técnica previamente propuesta (Martos et al., 2000), con las
siguientes modificaciones, se resuspendieron 2 g de biomasa
liofilizada de Rhodosorus marinus en 50 mL de agua acida
(agua desionizada, pH 2.0, ajustada con HCl concentrado), se
colocé a -80° C durante 30 minutos y posteriormente se ma-
ceré manualmente durante 5 minutos. Una vez macerado, la
solucion se sonicé durante 30 minutos, se centrifugd a 3360
xg,4°C, por 10 minutos y se descarto el precipitado. El sobre-
nadante fue pasado a través de una columna de Amberlite
XAD™, a una velocidad de 2 volimenes de cama / minuto,
posteriormente se enjuagé la columna con 2 volimenes de
cama de agua 4cida y 2 volumenes de agua desionizada. Los
compuestos fendlicos fueron eluidos de la columna con 3
volumenes de cama de metanol. El metanol fue evaporado
a 45 °C, con presiéon reducida (30 mm Hg), durante aproxi-
madamente 50 minutos. El extracto se resuspendié en 10 mL
de agua desionizada y se liofilizé a -90°C, presién <1 mm Hg,
durante 72 horas.

A partir del extracto liofilizado se realizé un fracciona-
miento quimico, buscando obtener la fraccion mas reactiva
de acuerdo a la determinacion de fenoles totales e IC,  frente
a células CCL247. Para el fraccionamiento quimico se utiliza-
ron los solventes éter dietilico (constante dieléctrica de 4.3,
densidad 0.713 g/mL), acetato de etilo (constante dieléctrica
6.0, densidad 0.894 g/mL) y agua (constante dieléctrica 82.0,
densidad 1.000 g/mL). El fraccionamiento se realizd disol-
viendo 150 mg del extracto liofilizado en 10 mL de agua, se
agitdé y se pasaron a un matraz de separacion, en el matraz
de separacién se agregaron 10 mL de éter, se agitaron y se
dejaron reposar, se realizé la separacién (por densidad el
agua quedo en la parte inferior) y el proceso se repitié 3
veces (Martos et al., 2000). Se juntaron los 30 mL de éter y se
dejaron evaporar en la campana de extraccion a temperatu-
ra ambiente, una vez que el éter se habia volatilizado en su
totalidad el extracto fue resuspendido en 10 mL de metanol
para ser nuevamente concentrado en el rotavapor, redisuelto
en agua y liofilizado, esta fraccion fue denominada fraccion
etérea. La fraccion acuosa remanente de la extraccion etérea
fue extraida con acetato de etilo siguiendo el mismo proce-
dimiento anteriormente descrito. Los 30 mL de acetato de
etilo fueron llevados al rotavapor y concentrados, una vez
evaporado el acetato de etilo se disolvié el extracto en agua
y fue liofilizado, se denominé fraccion de acetato de etilo.
La fraccion acuosa remanente de la extraccién con acetato
de etilo fue nuevamente liofilizada para regresar al estado
solido y fue llamada fraccion de agua (acuosa).

Evaluacion de fenoles totales y determinacién de IC
frente a células CCL247
El contenido de fenoles totales se realizé con la utili-
zacion del reactivo de Folin —Ciocalteu (Waterhouse, 2003),
La curva estandar se realizé con acido galico (Sigma G7384).
Para la determinacién del IC,, frente a células CCL247,
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se siguié la metodologia previamente propuesta (Garcia-
Galaz etal, 2014).

Actividad citotoxica

Las células utilizadas para esta determinacién fueron
las células ARPE - 19 (CRL 2302) una célula no cancerosa del
epitelio pigmentado de retinay las lineas cancerosas: HCC 38
(CRL 2314) y MDA MB 231 (HTB 26) ambas de cancer mama-
rio; HCT 116 (CCL 247) de cancer de colon; Hela (CCL 2) de
cancer cervicouterino; A549 (CCL 185) de cancer pulmonary
22 Rv-1 (CRL 2505) de cancer de prostata.

Esta determinacion tiene una metodologia similar a la
propuesta para la actividad Antiproliferativa (Garcia-Galaz et
al., 2014), la diferencia radica en que el extracto es disuelto
en buffer de fostatos para exponerlo a las células y en esta
forma evaluar la capacidad citotoxica que tiene la fraccion.
El objetivo de esta determinacién no es impedir la prolifera-
cién, sino evaluar la capacidad de aniquilar a las células vivas
que son expuestas al extracto (Moo-Puc et al., 2009). Como
control positivo se utilizé el buffer de fosfatos sin extracto y
como control negativo cisplatin 25 mmol. Se evaluaron con-
centraciones de 31.25 mg/mL hasta 1 mg/mL, se obtuvieron
los datos para realizar una regresién lineal y determinar la
CC,, (concentracion citotoxica media).

Actividad de caspasa 3

Para la evaluacion de la caspasa 3, se obtuvieron
cultivos confluentes de cada una de las lineas celulares
cancerosas susceptibles a la fraccion probada. Se prepararon
soluciones con el medio de cultivo apropiado suplementado
adicionalmente con la concentracién media citotéxica para
cada una de las lineas evaluadas. En microplacas ELISA, se
agregé la suspensién celular con una concentracién de 200
000 cel/mL en nueve pocillos. La microplaca se incubé 24 ho-
ras. Transcurrido ese tiempo, se cambié el medio de cultivo
de cada pocillo, en los primeros tres pocillos se agregé medio
de cultivo adicionado con cisplatino 25 mmol, en los siguien-
tes tres pocillos se agregd medio fresco y en los ultimos tres
se agrego el medio de cultivo adicionado con la fraccion. Se
incubd durante 24 horas mas bajo las mismas condiciones
utilizadas para el cultivo de las células. Esto se hizo para cada
linea celular evaluada. Después de la incubacién se siguieron
las instrucciones del fabricante del kit ABCAM (ab39401).

Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante fue evaluada por dos mé-
todos, ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))
y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), como se ha reportado
previamente (Kuskoki et al., 2005).

Actividad antimutagénica

El ensayo antimutagenico se realizd utilizando las
cepas TA98 y TA100 de Salmonella de acuerdo a la metodo-
logia propuesta por Maron y Ames (Maron y Ames, 1983). El
extracto fue disuelto en agua hasta una concentracion de
40 mg/mL, a partir de ahi se realizaron 4 diluciones seriadas
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1:10. Las bacterias fueron expuestas durante el ensayo a 500
ng en cada placa de aflatoxina B1 de Aspergillus flavus (Sigma
A6639), la cual es un mutageno reconocido. Durante el en-
sayo se llevd a cabo la activacién enzimatica del mutageno
utilizando la mezcla S9 (enzimas microsomales de higado de
rata y cofactores) (Sandoval-Villasana, 2008). Cada dilucion
probada del extracto se monté por triplicado y ademas como
controles del ensayo se montaron placas sin aflatoxina para
conocer las colonias revertantes espontaneas y placas solo
con aflatoxina y S9 como control positivo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Seleccion de la fraccion bioactiva

Para el fraccionamiento quimico se utilizaron los
solventes: éter dietilico, acetato de etilo y agua. Posterior al
fraccionamiento, cada uno de ellos fue resuspendido en agua
para obtener una concentracidon de 1 mg/mLy a partir de las
mismas realizar la determinacion de fenoles totales, asi como
la determinacion de IC,  frente a las células CCL247 de cancer
de colon. Estas dos determinaciones fueron seleccionadas
como bioindicadores para observar la fraccion mas reactiva
ya que una investigacion previa, en la cual se probaron di-
ferentes extractos obtenidos de la misma microalga frente
a diversas lineas celulares mostré que el comportamiento
inhibitorio del extracto metandlico crudo presenté una
mejor correlacion entre la concentracion probada y el efecto
antiproliferativo frente a dichas células, ademas la actividad
antiproliferativa se correlacionaba con la concentracion de
fenoles totales (Garcia-Galaz et al,, 2014).

Se evalud el contenido de fenoles totales y el IC
frente a células CCL247 (cancer de colon) y el resultado de
dichas evaluaciones se muestra en la Tabla 1. Aunque algu-
nos autores han propuesto que una molécula para poder ser
considerada como con potencial antiproliferativo debe pre-
sentar actividad en IC,  de concentracion menor a 50 mg/mL
(Cifuentes-Barreto, 2010), otros autores han propuesto que
cuando se evaltan extractos crudos o sin un fraccionamiento
exhaustivo, el IC,, debe ser menor a 1 mg/mL (Picot et al.,
2006). De acuerdo a este ultimo criterio, solo la fraccion acuo-
sa tiene potencial para poder ser considerada una molécula
con actividad bioldgica antiproliferativa de interés.

Evaluacion de la actividad citotoxica
Se evaluo la actividad citotdxica de la fraccidén acuosa

Tabla 1. Evaluacién de los bioindicadores en las tres fracciones quimicas
del extracto metandlico. Diferentes literales en la misma columna indican
diferencia estadistica (p<0.05).

Table 1. Biomarkers evaluation of three chemical fractions obtained from
methanolic extract. Different literals in same column indicate statistical
difference (p < 0.05).

Fraccion Fenoles totales (mg IC

eq AG) (mg/srtl)1L)
Etér etilico 0,062 + 0,0092 3,152+ 0,4132
Acetato de etilo 0,051 +0,0122 3,620 +0,3192
Agua 0,312 +0,021° 0,448 +0,211°
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del extracto metandlico sobre las diferentes lineas celulares
y mediante un anélisis estadistico similar al utilizado para la
actividad antiproliferativa, se obtuvo el parametro CC,, el
cual representa la actividad citotdxica del extracto. Estos re-
sultados se presentan en laTabla 2 y como puede observarse,
la actividad citotoxica estuvo presente en 5 de las 7 lineas
celulares probadas en un rango de 65 a 369 mg/mL.

Tabla 2. Actividad citotoxica (en mg/mL), obtenida para la fraccion del
extracto sobre cada una de las lineas celulares probadas. ND significa que
no se logré determinar la CC_ debido a que no existe una correlacién entre
las concentraciones de la fraccién probadas y el porcentaje de células
sobrevivientes. Diferentes literales en la misma columna indican diferencia
estadistica (p<0.05).

Table 2. Cytotoxic activity (mg/mL) obtained for the fraction of the extract
on each of the cell lines tested. ND means that the CC,  was not possible to
determine because no correlation between the concentrations of the test-
ed fraction and percentage of surviving cells was found. Different literals in
the same column indicate statistical difference (p < 0.05).

Linea celular Procedencia cc,,
CcCcL2 Carcinoma cervico uterino ND
CCL247 Carcinoma colon 149.24 + 2.992
HTB26 Carcinoma mamario invasivo 112.32 + 10.36°
CRL2314 Carcinoma mamario triple negativo 261.14 + 12.74¢
CCL185 Carcinoma pulmon 369.12 + 19.24¢
CRL2505 Carcinoma proéstata ND
CRL2302 Retina (no cancerosas) 65.05 + 6.34¢

En otro estudio, la actividad citotéxica de varias algas
rojas fue evaluada sobre 4 lineas celulares cancerosas, una
de ellas fue Hela, la misma linea celular que se utilizé en el
presente estudio (CCL2) y se pudo observar que la actividad
citotoxica reportada en CC_ fluctud desde 45.5 mg/mL hasta
99.1 mg/mL (Moo-Puc et al., 2009). En nuestro estudio la
actividad citotéxica no pudo ser observada frente a CCL2
(HeLa), lo cual puede explicarse recordando la especificidad
que existe para que se de la actividad biolégica (Aneiros y
Garateix, 2004). Ademas las algas estudiadas por Moo-Puc
et al. (2009) fueron macroalgas y Rhodosorus marinus es
una microalga y aunque metabdlicamente son similares, la
concentracion de los componentes de la membrana, como
el polisacérido sulfatado, al cual se le han atribuido propie-
dades antiproliferativas (Tannin-Spitz et al,, 2005), puede ser
distinto y en diferentes concentraciones cuando se comparan
las macroalgas y las microalgas. Existe la posibilidad de dicho
polisacdrido esté presente en las fracciones del extracto, pero
se requieren mas estudios para comprobar esto.

Evaluacion de los niveles de caspasa 3

Para esta evaluacion se utilizaron las 5 lineas celulares
que fueron susceptibles a la fraccién acuosa del extracto me-
tandlico (CCL247, HTB26, CRL2314, CCL185 y CRL2302), los
resultados pueden observarse en la Figura 1. Como puede
observarse, los niveles de caspasa 3 fueron elevados cuando
se sometieron al tratamiento con cisplatino, mientras que
para el medio de cultivo puro, los niveles permanecieron
muy por debajo de esos niveles. Los niveles de caspasa 3
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Figura 1. Evaluaciéon de los niveles de caspasa 3 en las 5 lineas celulares
que fueron susceptibles a la fraccion acuosa del extracto metandlico.
Figure 1. Evaluation of caspase 3 levels in 5 cell lines susceptible to

aqueous fraction obtained from methanolic extract.
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en todas las células frente a la fraccién acuosa del extracto
permanecieron bajos y estadisticamente similares a los que
se observaron en el medio puro. Lo anterior indica que a
pesar de existir actividad citotoxica, esta es de tipo necrética
y no apoptética. Cuando se desencadena la apoptosis por la
via intrinseca o extrinseca se elevan los niveles de caspasa 3,
esta caspasa es muy importante porque en ella convergen
las dos vias de activacion de la muerte celular programada
(Du et al,, 2000; Paoli et al., 2013; Puthalakath et al., 1999). De
esta forma si los niveles de dicha enzima permanecen bajos,
a pesar de que se presente muerte celular, indica que no se
activaron los mecanismos apoptdticos.

Existen algunos estudios que muestran que los ex-
tractos de algas marinas son capaces de inducir apoptosis
en diferentes lineas celulares leucémicas (Uang et al., 2005).
Se ha reportado que en lineas de cancer gastrico, los porfi-
ranos obtenidos de la macroalga roja Porphyra son capaces
de activar la caspasa 3 (Kwon y Nam, 2006). Asi mismo las
astaxantinas obtenidas de la alga Haematococcus pluvialis
son capaces de inducir apoptosis en células de cancer de
colon HCT-116 (CCL247) (Palozza et al., 2009). De hecho las
células de cancer de colon HCT-116 son también inducidas a
apoptosis por la fucoidina, un polisacarido sulfatado extraido
de algas (Kim et al.,, 2010). Este polisacarido sulfatado tam-
bién induce apoptosis mediante la activacién de caspasa 3
en células de melanoma (Ale et al., 2011).

Un compuesto que ha sido muy esudiado como
inductor de apoptosis que es también un polieter sulfatado
presente en algunas algas es la yesotoxina. Se ha demos-
trado que la yesotoxina es capaz de inducir apoptosis por
activacién de caspasas en células HeLa (Malaguti et al,, 2002).
La misma yesotoxina es capaz de inducir la apoptosis en cé-
lulas de mioblasto de ratay de ratén (precursoras de musculo
esquelético) por activacién de caspasas 3 y 8 (Korsnes et al.,
2006).

La yesotoxina no es el Unico compuesto que puede
activar directamente las caspasas para alcanzar el inicio de
la apoptosis. Las moléculas de fucoidano, un componente
activo presente en las algas marinas es capaz de inducir la
apoptosis, inhibiendo la proliferacion de células de cancer
de mama MCF-7, mediante la activacién de la caspasa 8
(Yamasaki-Miyamoto et al,, 2009).

Sin embargo a pesar de las numerosas evidencias
que muestran que extractos obtenidos de algas son capaces
de inducir apoptosis en células cancerosas, en el presente
estudio bajo las condiciones probadas en ninguna de las
lineas celulares probadas fue posible observar este efecto. Se
presentd un efecto citotdxico por la aplicacion de la fraccion
acuosa del extracto metandlico, pero dicho efecto, en base a
la evaluacién de los niveles de caspasa 3 fueron de naturaleza
nectrética, no apoptotica.

Lo anterior descarta la posible utilizacién de esta frac-
cién como un posible farmaco citotéxico, ya que la actividad
antiproliferativa de los mismos debe ser de naturaleza apop-
toética y no necrética (Freshney, 2005; Gottesman, 2002; Jhay
Zi-rong 2004; Puthalakath et al., 1999; Yamasaki-Miyamoto et
al., 2009; Zandi et al., 2010).
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Un evento primordial para poder catalogar una muer-
te celular como apoptética es la activacion de las caspasas,
principalmente las efectoras que son la caspasa 3 y la 8
(Walker et al., 1988). Una sustancia que no es capaz de activar
las vias apoptoticas pero induce la muerte celular es una sus-
tancia con potencial necrético. Las sustancias con potencial
necrético generalmente son los venenos o las sustancias
toxicas que afectan irreversiblemente los tejidos (Andersson
et al, 2010). Las sustancias necréticas generalmente no son
capaces de discriminar entre diferentes estirpes celulares y
deben su efecto a condiciones como pH, moléculas bloquea-
doras de rutas metabdlicas constitutivas entre otros (Dahlen
y Bergenholtz, 1980).

Se ha observado que algunos extractos con potencial
citotéxico son descartados en la investigacidn anticarcinogé-
nica al poseer actividad necrética y no apoptoética (Bhakuni
y Rawat, 2005). De esta forma la fraccién acuosa del extracto
metandlico obtenido bajo las condiciones descritas a partir
Rhodosorus marinus se considera como un candidato no apto
para la busqueda de nuevos farmacos citotoxicos. Ademas el
hecho de que la actividad citotoxica afectara no Unicamente
a las células cancerosas, sino también a las células no can-
cerosas (CRL2302), fortalece la evidencia de la no viabilidad
de la fraccion como un posible citotéxico especifico. Lo de-
seable en la actividad citotoxica es que actue sobre células
cancerosas, pero sea inerte frente a células no cancerosas
(Moo-Puc et al., 2009).

Actividad antioxidante

Para la evaluacién de actividad antioxidante mediante
el método de DPPH, la curva utilizada fue: A = 75824C -
3.5535 y de ahi se obtuvo que la actividad fue de 167.1836
pMol/g equivalente de Trolox y un porcentaje de inhibicion
del 25.60 + 4.03%. Para la evaluacién por ABTS, la curva de
calibracion utilizada fue: A=101282C-3.5534 y a partirde la
misma se obtuvo que la actividad antioxidante del extracto
fue de 39.25413 puMol/g equivalente de Trolox y un 5.59 +
0.63% de inhibicién.

El porcentaje de inhibiciéon de DPPH obtenido fue
mayor al reportado para Euchema kappaphycus una macroal-
ga roja, en la cual el porcentaje de inhibicién fue de 11.90 +
0.40% (Ganesan et al., 2008)Euchema kappaphycus, Gracilaria
edulis and Acanthophora spicifera were evaluated. Total phe-
nolic content and reducing power of crude methanol extract
were determined. The antioxidant activities of total methanol
extract and five different solvent fractions (viz.,, petroleum
ether (PE. Un estudio realizado con otra macroalga roja Gra-
teloupia filicina a partir de la cual se utilizaron también varios
solventes para elaborar los extractos mostré que la actividad
antioxidante medida por el método de DPPH fluctué desde
32% de inhibicion en el extracto de tetracloruro de carbono
hasta 83% en el extracto metandlico (Yasantha et al., 2003).
Con lo anterior se puede observar que hay una gran variacion
en cuanto a la actividad antioxidante mostrada por las algas
marinas, pero los estudios en los que se evaltan los extractos
metandlicos son los que presentan los mayores niveles de
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actividad antioxidante. En base al ultimo estudio se puede
inferir que los compuestos polares presentes en los extractos
son los responsables de la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante del extracto crudo de alga
roja Rhodomela confervoides fue de 24 + 0.6 % de inhibicion
del DPPH (Wang etal., 2009), un valor muy similar al obtenido
por nuestra investigacion que fue de 25.60 + 4.03%. De la
misma forma el extracto crudo (10 mg/mL) de Polysiphonia
urceolata mostré un porcentaje de inhibicién de DPPH de
20.9 + 0.73% (Duan et al., 2006). En este ultimo estudio tam-
bién se obtuvieron las fracciones etéreas y de etil acetato, en
las cuales la actividad por DPPH fueron 5.89 + 0.39% y 61.8
+ 2.68% respectivamente. Aunque en nuestro estudio se
obtuvieron dichas fracciones, el bioindicador del estudio no
incluyo la determinacién de DPPH y como puede observarse
la fracciéon de acetato de etilo resulté con una alta actividad.

Un estudio realizado con algas rojas comestibles en el
cual se evalué la capacidad antioxidante, aunque esta no fue
evaluada mediante la técnica DPPH, sino por la comparacion
con la reduccién del acido ascérbico (Yuan y Walsh, 2006).
Este estudio mostré que las algas tenian actividades antioxi-
dantes equivalentes a 4.48 mg de &cido ascérbico y niveles
de fenoles totales de 12.8 mg eq AG/g, un valor similar al
obtenido por la fraccién de nuestro estudio.

La actividad antioxidante en las algas rojas es contro-
versial. Las algas marinas en las cuales se reporta la mayor
actividad son las algas marrones. Un reporte de investigacion
en el cual se evalué la capacidad antioxidante de los extrac-
tos acuosos y etanolicos de algas marrones, verdes y rojas
mostré que las algas verdes en promedio presentaban 62%
de inhibicién del radical DPPH, mientras que de las 5 algas
rojas probadas, estas solo mostraban porcentajes de inhibi-
cion promedio de DPPH del orden del 10% (Matsukawa et al.,
1997). Sin embargo, este estudio se realizd6 con macroalgas
silvestres y el método de extraccién solo implicaba liofilizar la
alga, molerla y posteriormente resuspender el polvo liofiliza-
do en relacién 1:10 en etanol o agua. Las algas rojas poseen
una alta concentracién de exopolisacédridos que pueden
impedir la liberacion de los compuestos fendlicos presentes
en ellas (Lee, 2008). Ademas estudios mas recientes, han
mostrado incluso que el exopolisacarido que se encuentra en
la superficie de la microalga roja Porphyridium sp. presenta
actividad antioxidante que le permite a las microalgas pro-
tegerse de las especies reactivas de oxigeno producidas por
las condiciones de alta irradiacién solar (Tannin-Spitz et al.,
2005).

Actividad antimutagénica

La evaluacion antimutagénica de la fraccion acuosa
del extracto metandlico mostré actividad sobre ambas cepas
de Salmonella typhimurium TA98 y TA100, ver Figura 2. El
porcentaje de crecimiento mostrado en las graficas para las 4
diluciones probadas sigue el comportamiento de un agente
antimutagénico. Mientras mayor es la concentracién de la
fraccion probada (40 mg en la placa), menor es el porcentaje
de crecimiento obtenido en la placa. Una sustancia puede
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Figura 2. Evaluacion antimutagénica de la fraccion acuosa del extracto
metandlico frente a las cepas de Salmonella thiphymurium TA98 y TA100.
Figure 2. Antimutagenic evaluation of aqueous fraction obtained from
methanolic extract against Salmonella thiphymurium strains TA98 and
TA100.

presentar actividad antimutagénica frente a la aflatoxina
por tres mecanismos diferentes: a) protegiendo el ADN de la
bacteria para evitar que sufra una mutacion, b) inactivando
directamente a la aflatoxina activa o c) inactivando al pre-
cursor inactivo de la aflatoxina (Wall, 1992). Con el ensayo
de Ames no es posible saber a qué nivel se lleva a cabo la
actividad antimutagénica, sin embargo, es posible inferir que
hay un efecto que evita la mutacién a la que se ven expuestas
las cepas TA98 y TA100 frente al mutdgeno reconocido que es
la aflatoxina.

Las cepas cuando no son expuestas a ningln muta-
geno, una cantidad minima mutan de manera esponténeay
son capaces de sobrevivir en el medio de cultivo que contie-
ne una cantidad minima de histidina. Esas colonias llamadas
revertantes espontaneas son cuantificadas y restadas de los
totales obtenidos en cada serie de diluciones. Las colonias
revertantes son colonias que sufren una mutacién y son ca-
paces ahora de sintetizar su propia histidina aunque el medio
no se las provea. Por otro lado las cepas son expuestas sola-
mente al mutageno y esas al ser cuantificadas son el control
que representa el 100% de crecimiento. Cuando la fraccion a
probar y sus diluciones son agregadas pueden presentarse
tres situaciones: a) el nUmero de colonias revertantes no
se ve afectado por las diluciones, es decir, con diferentes
cantidades de la fraccion el nimero de colonias revertantes
no presenta cambio; b) a medida que la concentracién de la
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fraccion es mas alta hay un mayor nimero de colonias rever-
tantes, lo cual indica un efecto sinérgico con el mutageno
presente y c¢) a medida que la concentracién de la fraccién
es mas alta hay un menor nimero de colonias revertantes, lo
cual indica un efecto antimutagénico.

Para nuestra fraccion, como puede observarse en la
Figura 2, se presenta un efecto antimutagénico. La activi-
dad antimutagénica es muy importante ya que por mucho
tiempo se ha postulado que los metabolitos secundarios de
plantas terrestres y marinas son la fuente principal de dicha
actividad (Wall, 1992).

La actividad antimutagénica ha sido reportada en pig-
mentos como la clorofila y derivados quimicos de la misma
(Ferruzzi et al., 2002). Particularmente las algas han servido
como fuente de pigmentos y otros compuestos con diversas
actividades bioldgicas, incluyendo la actividad anticarcino-
génica, no solo por efectos antiproliferativo sino también por
efecto antimutagénico (Pangestuti and Kim, 2011).

Se han utilizado extractos de algas marinas para pre-
venir la hepatotoxicidad iniciada por aflatoxina B1 en ratas
Sprague-Dawley (Abdel-Wahhab et al., 2006). En dicho estu-
dio se concluyé que la aflatoxina es un potente carcinégeno
para el higado murino debido a la elevacién de los marca-
dores tumorales especificos, la aflatoxina puede también
generar especies reactivas de oxigeno (radicales libres) que
inhiben la actividad de enzimas antioxidantes. Asi mismo
se observé que puede inhibir la sintesis de acidos nucleicos
hepaticos. De acuerdo a los resultados experimentales
obtenidos los extractos de Laurencia obtusa y Caulerpa pro-
lifera tiene una accidon quimiopreventiva contra la aflatoxina
y puede estimular tanto el sistema de defensa antioxidante,
asi como la regeneracion de células hepaticas. Sin embargo
el mecanismo a través del cual se llevé a cabo dicha actividad
no fue elucidado, aunque se presume la actividad antimuta-
génica.

Aunque no ha sido ampliamente estudiada en algas
rojas, la actividad antimutagénica fue evaluada en el extracto
de la alga roja comestible Porphyra tenera (Okaih et al., 1996).
Se fracciond el extracto y se pudo observar que los pigmen-
tos retuvieron la actividad antimutagénica. Se corrieron
muestras de los mismos pigmentos obtenidos de otras fuen-
tes bioldgicas y se logré observar actividad antimutagénica
similar. Su conclusion fue que los pigmentos de las algas
marinas tienen un efecto protector contra la mutagénesis
gue probablemente se asocie con un efecto protector contra
la carcinogénesis.

El papel de las algas marinas ha sido reconocido des-
de hace tiempo como una importante fuente de valor nutri-
cional que aportan fibra dietaria, minerales, principalmente
yodo, proteinas, aminodacidos, lipidos, vitaminas B12, Cy E asi
como polifenoles y carotenoides, por lo tanto su consumo
estd altamente recomendado (Burtin, 2003). Se ha propuesto
que los organismos marinos son una fuente prolifica de me-
tabolitos secundarios con potencial para ser nuevos agentes
farmacoldgicos, las algas rojas son consideradas la fuente
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mas importante de muchos metabolitos bioactivos en com-
paracién con otras clases de algas (EI-Gamal, 2010). Existen
evidencias de su potencial como productores de moléculas
citotoxicas, sin embargo aunque en nuestro estudio no fue
posible identificar dicha actividad, si logré identificarse una
importante actividad antimutagénica y una moderada acti-
vidad antioxidante que de alguna manera estas actividades
estd directamente relacionada con la actividad anticarcino-
génica.

CONCLUSIONES

Después del fraccionamiento quimico, la fraccién que
retiene la actividad biologica de interés fue la fraccion acuosa
del extracto metandlico, descartdndose asi las fracciones
etérea y de acetato de etilo como posibles fuentes de com-
puestos con actividad citotdxica. La actividad citotdxica del
extracto se di6 frente a 5 de las 7 lineas celulares estudiadas
CCL247, HTB26, CCL185, CRL2314 y CRL2302 en el rango de
65 a 369 mg/mL. Desafortunadamente la actividad citotéxica
sobre la linea celular no cancerosa es una fuerte evidencia
en contra de esta fraccion como una posible fuente de com-
puestos citotoxicos de interés y esta inferencia se vio fortale-
cida porque de acuerdo al andlisis de caspasa 3, la actividad
citotoxica de la fraccién acuosa del extracto metandlico es
de naturaleza necrética y no apoptotica. Sin embargo, la frac-
cién si presentd un actividad antioxidante moderada (25%
de inhibicién del radical DPPH) y presenté también una acti-
vidad antimutagénica, alcanzando porcentajes de inhibicién
de colonias revertantes del 68% (TA98) y 79% (TA100). Esto
ultimo permite concluir que los extractos de algas rojas son
una fuente de compuestos con actividad bioldgica de inte-
rés para los farmacos anticarcinogénicos, pero es necesario
aumentar la fineza del estudio para no quedarse Unicamente
en extractos ni fracciones, sino en principios activos comple-
tamente identificados a nivel molecular.
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