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Resumen

En la actualidad, la incidencia de enfermedades asociadas con el estilo de vida es una
problemética de salud publica en todo el mundo. La incorporacion de compuestos nutracéuticos
en la dieta es cada vez més recurrente para la prevencion y atenuacion de factores de riesgo
asociados con el desarrollo de enfermedades cronico degenerativas.

Las algas pardas del género Sargassum son una fuente rica de compuestos nutracéuticos, que
tienen efectos demostrados en la atenuacion de estrés oxidativo, inflamacion sistémica, obesidad
y enfermedades relacionadas con el sindrome metabdlico.

La elaboracién de productos nutracéuticos a base de Sargassum representa una contribucion
para la gestion de la biomasa que arriba de manera masiva en costas de México y es una
oportunidad de mejora en la salud publica.

Los arribazones masivos de algas corresponden a un fenémeno reciente, motivado por el cambio
climético y favorecido por las caracteristicas fisioldgicas de algunas especies de sargazo. Las
repercusiones que genera son de caracter ambiental, social y econémico.

El presente trabajo monografico de actualizacion (TMA) tiene el objetivo de sentar los
precedentes de la aplicacion nutracéutica de Sargassum en afios recientes (2016 a 2021). Con
enfoque en el mecanismo biolégico de los compuestos quimicos aislados de las macroalgas de
Sargassum que exhiben actividad nutracéutica.

Los resultados del TMA incluyen informacion reportada en la literatura respecto a la extraccion,
identificacion, cuantificacion y andlisis de las propiedades bioactivas in vivo e in vitro de los
siguientes compuestos aislados de diversas especies de Sargassum: fucoidan, &cido
sargahidroquinoico, acido sargaquinoico, sargacromenol y tuberatolide B y florotaninos.

La descripcion de las propiedades bioactivas incluye entre otros, las observaciones sobre el
efecto en la actividad, expresion o inhibicion de biomoléculas relacionadas con la inflamacion,
estrés oxidativo y metabolismo de lipidos y glucosa. Al igual que resultados de citotoxicidad y
efectos adversos derivados de su consumo oral.

También se sefialaron las areas de oportunidad que existen en torno a esta alternativa de
aprovechamiento. Partiendo desde la ambigledad en la normatividad mexicana que regula al
sargazo y a los nutracéuticos, hasta la posible presencia de metales pesados en los extractos
algales.

Este trabajo monografico de actualizacion pretende reunir la informacion necesaria para generar
un cambio de paradigma en el entendimiento del sargazo y exhibir su potencial como materia
prima de valor dadas sus caracteristicas, composicion quimica y riqueza de compuestos cuya
actividad nutraceltica esta ampliamente reportada en la literatura.



Unidades
KDa: Kilodaltons
Kg: Kilogramos
L: Litros
mg: Miligramos
mL: Mililitros
Kg: Microgramos
pL: Microlitros
UM: Micromolar

um: Micrémetros

Siglas
ANOVA: Andlisis de Varianza (Analysis of variance, por sus siglas en inglés)
AMYD: Administrador de Manuales y Documentos (De la Facultad de Quimica de la UNAM)
CC: Cromatografia en Columna
CCF: Cromatografia en capa fina
CGL: Cromatografia gas-liquido
Cll: Cromatografia de intercambio i6nico
CL: Cromatografia de liquidos
COFEPRIS: Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
CP: Cromatografia plana, Cromatografia sobre papel

FTIR: Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy, por sus siglas en inglés)

GAE: mg de &cido galico equivalente (Gallic Acid Equivalent, por sus siglas en inglés)

GISD: Base de Datos Mundial de Especies Invasoras (Global Invasive Species Database, por
sus siglas en inglés)

HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucion (High Performance Liquid Chromatography,
por sus siglas en inglés)

ICAM-1: Molécula de adhesion intracelular

IL-1B: Interleucina-1 beta (Interleukin 1 beta, por sus siglas en inglés)



MAPK: Via de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (Mitogen-activated protein kinase,
por sus siglas en inglés)

NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NO: Oxido de nitrégeno

TGF-B1: Factor de crecimiento beta-1 (Transforming grow factor Beta-1, por sus siglas en
inglés)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa (Tumour necrosis factor a, por sus siglas en inglés)
PAPIME: Programa de Apoyo a Proyectos para Innovar y Mejorar la Educacion

PGE: Equivalentes de floroglucinol (Phloroglucinol equivalent, por sus siglas en inglés)
SCE: Suma de los cuadrados del error

SCT: Suma de cuadrados del tratamiento

SEMAR: Secretaria de Marina

SEMARNAT: Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales

STC: Suma total de cuadrados

(U.S.C.): Cddigo de los Estados Unidos (United States Code, por sus siglas en inglés)

VCAM-1: Molécula de adhesién celular vascular
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obtenido de Sargassum fluitans, comparado con albumina y pululano (Chale et al. 2020).

Figura 26. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) del extracto de fucoidan
obtenido de Sargassum fluitans y grupos funcionales asociados con cada sefial (Adaptado de
Chale et al. 2020).

Figura 27. Cuantificacion de la fibrosis relativa a través de la formacion de depdésitos de colageno
(Chale et al. 2020).

Figura 28. Composicion de la microbiota intestinal de los grupos experimentales de ratones a
nivel taxonémico Filo (Zhang et al. 2020).

Figura 29. Actividad de captacion de anion superéxido del té de Sargassum binderi a 4 diferentes
tiempos de infusién (Lim et al. 2017).

Figura 30. Actividad de captacién de anion hidroxilo del té de Sargassum binderi a 4 diferentes
tiempos de infusién (Lim et al. 2017).

Figura 31. Contenido de fucoidan en té de Sargassum binderi a 4 diferentes tiempos de infusion
(Lim et al. 2017).

Figura 32. Procedimiento experimental realizado por Kwon et al (2018) (Gutiérrez-Sanchez, C
2022).

Figura 33. Estructura quimica de Tuberatolide B (TTB) (Kim et al. 2019).

Figura 34. Procedimiento experimental realizado por Barbosa et al (2021) (Gutiérrez-Sanchez,
C 2022).
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1. Antecedentes

Se conoce como Sargazo al conjunto de algas marinas que pertenecen a la division Phaeophyta
o Algas Pardas y que corresponden al género Sargassum, el que comprende aproximadamente
400 especies diferentes (Yende et al. 2014). Las algas pueden encontrarse flotando o ancladas
al fondo marino, rocas y otras superficies.

Extensos tapetes flotantes de sargazo son trasladados desde el mar de los Sargazos hacia los
océanos y costas de todo el mundo por la accién de las corrientes oceénicas de Canarias, del
Golfo y la Region Norte-ecuatorial de Recirculaciéon (DCNA, 2019; Baker, 2018; Fernandez et al.
2017; Hinds, 2016).

En México, el arribo de estas algas ha incrementado con el tiempo. En las playas y areas
maritimas de Quintana Roo se recolectaron 17 mil 865 toneladas de biomasa de sargazo durante
2019 (SEMAR, 2020), mientras que para 2021 la cifra aument6 a 44 mil 913 toneladas de sargazo
recolectado (SEMAR, 2021).

Los arribazones masivos representan una constante problematica ambiental, econémica y social
cuyos efectos colaterales incluyen: Muerte de flora y fauna cercana a la costa, erosion de playas,
acidificacion del agua y cambios en la dinAmica de arrecifes de coral, manglares y humedales
(Chavez et al. 2020).

Tradicionalmente se ha utilizado Sargassum en la herbolaria oriental para el tratamiento de
bronquitis, laringitis, hipertension, infecciones, fiebre y gota (Addico et al. 2016). Mientras que en
la actualidad diversos estudios alrededor del mundo han sefialado el potencial que estas algas
tienen como alternativa nutraceutica.

Algunos ejemplos de compuestos funcionales aislados de Sargassum que podrian ser
aprovechados por la industria de los nutracéuticos son:

e Compuestos fendlicos con actividad antioxidante en Sargassum wightii (Kumar et al.
2015), Sargassum muticum (Balboa et al. 2015), Sargassum vestitum (Dang et al. 2017),
Sargassum polycystum y Sargassum duplicatum (Johnson et al. 2019).

e Polisacaridos sulfatados con actividad antitumoral y antiinflamatoria en Sargassum spp
(Addico et al. 2016) y Sargassum muticum (Florez et al. 2017).

¢ Pigmentos carotenoides con efecto hipoglucemiante en Sargassum sinclairi (Czeczuga y
Taylor, 1987), Sargassum horneri, Sargassum thunbergii, Sargassum fusiforme y
Sargassum confusum (Terasaki et al. 2009).

El aprovechamiento de la biomasa de Sargassum como materia prima para la extraccion,
concentracion y comercializacion de compuestos nutracéuticos resulta oportuno, ya que las
tendencias sefialan que para el afio 2024 el valor del mercado global de nutracéuticos
sobrepasara los 404.48 mil millones de dolares (Marketresearchengine, 2020).

Desde esta perspectiva, aprovechar las propiedades nutracéuticas de Sargassum podria ser
parteaguas para el desarrollo de una industria nacional de productos nutraceuticos que permita
transformar esta problematica en oportunidades de crecimiento econémico, de remediacion
ambiental y mejora en la salud publica.
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2. Introduccién

2.1. El Sargazo como Especie Invasiva

Entre las especies de algas marinas que conforman el género Sargassum, Unicamente son
Sargassum fluitans y Sargassum muticum las que figuran en la Base De Datos Mundial De
Especies Invasivas (GISD por sus siglas en inglés).

En México la biomasa de sargazo se compone principalmente de Sargassum fluitans y
Sargassum natans (Vazquez et al. 2021). Ademas, se han documentado arribos de Sargassum
muticum, Sargassum palmeri (Pedroche y Senties, 2003), Sargassum pteropleuron, Sargassum
ramifolium (Zubia et al, 2007) y Sargassum vulgare (Landa et al, 2020).

La problematica del arribo masivo de sargazo en costas del Caribe comenz6 en el 2011, con los
tapetes flotantes de Sargassum natans y Sargassum fluitans provenientes de la Regién Norte-
ecuatorial de Recirculacién, localizada en el océano Atlantico (NERR) (DCNA, 2019).

El crecimiento constante y sostenido de las algas en la regién del NERR alcanzé tal magnitud,
gue en 2018 se le denomind Gran Cinturén de Sargazo del Atlantico, de longitud estimada de
8850 Km y més de 20 millones de toneladas de biomasa (Wang et al. 2019).

Se presume que el incremento en la biomasa de sargazo es consecuencia indirecta de la accion
humana (DCNA, 2019; Wang et al. 2019; Chavez et al. 2020) motivado por:

e Cambio climatico. EI aumento de la temperatura superficial del océano propicia el
crecimiento de las algas y los vientos anormales en el centro oriental del Atlantico (Polvo
del Sahara) favorecen su desplazamiento.

e Contaminacién oceanica e incremento de nutrientes en el agua. A razén de la constante
descarga de rios contaminados en aguas ocedanicas. Producto a su vez de la actividad
industrial y urbana, asi como la desforestacion de bosques para el uso de suelo destinado
a la agricultura.

La comunidad flotante de sargazo implica en si misma todo un habitat para crustaceos, moluscos,
hidrozoarios, briozoarios, cirripedos y otros invertebrados que viven sobre las algas (Mufioz,
2013). Por consiguiente, a la par del arribo de sargazo a las costas también arriba dicha fauna
asociada.

La introduccién de nuevas especies en un ecosistema desencadena cambios en su dinamica y
estructura comunitaria; principalmente por la atraccién de nuevos peces y depredadores, seguido
de la competencia por luz, espacio y recursos a la que se somete a la flora y fauna nativa
(Josefsson y Jansson, 2011; Balboa et al. 2015).

2.2. Caracteristicas Fisioldgicas del Sargazo Invasivo

Existen caracteristicas fisiologicas tales como el ciclo de vida y la tolerancia a factores
ambientales adversos, que le permiten a Sargassum fluitans y Sargassum muticum desarrollarse
de manera invasiva. De manera detallada se conoce lo siguiente:

e Facilidad para la reproduccion. De acuerdo con Josefsson y Jansson (2011) Sargassum
muticum tiene capacidad de auto fertilizacién. Su reproduccién puede ocurrir durante
cualquier temporada del afio en aguas con temperatura superior a 8°C.
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Por su parte, Sargassum fluitans se reproduce de manera asexual por
fragmentacion (Addico et al. 2016).

o Crecimiento acelerado. Sargassum muticum puede extenderse de 2 a 4 cm por dia
(Josefsson y Jansson, 2011) y alcanzar longitudes de entre 5 a 8 m cuando forma parte
de grandes poblaciones (Marzocchi et al. 2016).

e Largo periodo de vida. El periodo de vida para Sargassum muticum maduro ronda entre
3y 4 afios antes de que comience su descomposicion natural (Balboa et al. 2015).

e Descomposicion problematica. En un inicio la ruptura de la pared celular provoca
liberacion de nutrientes en el agua, aumento de la materia organica particulada y su
subsecuente sedimentacion, modificando asi el color en el agua.

Después, el consecuente aumento de carga bacteriana provoca condiciones de hipoxia,
produccion de amonio y &cido sulfhidrico. Dichas condiciones ambientales son
insostenibles para la vida de la flora y fauna local (peces, crustaceos, equinodermos,
moluscos y pastos marinos) que eventualmente mueren (Rodriguez et al. 2019).

Ademas, la presencia en costa de los subproductos de descomposicion provoca mal olor
en playas, irritacion cutanea y acidificacion del agua. Por resultado afectacion turistica y
ambiental.

e Tolerancia a factores ambientales adversos. Sargassum fluitans y Sargassum muticum
pueden resistir gran cantidad de variaciones ambientales con respecto a la exposicion
solar, el indice de precipitacion y la desecacion (Oyesiku y Egunyomi, 2014; Balboa et al.
2015; Addico et al. 2016).

Reproduccién

Crecimiento
Ciclo de vida
— Periodo de
Tolerancia a vida
factores
. ambientales
Origen — Descomposicion
Contaminacién
., oceanica
Accibén
Sargazo humana .
invasivo T C_an:ll?lo
Influencia en climatico

la
biodiversidad

Efectos Afectaciones
adversos ambientales

Afectaciones
econémicas

Figura 1. Factores relacionados con el comportamiento invasivo de las algas Sargassum fluitans
y Sargassum muticum (Gutiérrez-Sanchez, C 2022).
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2.3. Composicién Quimica del Sargazo

La composicion quimica cuantitativa de las algas de Sargassum ha sido reportada en la literatura
por lo menos desde el afio 1984. Diversidad de especies de sargazo de todo el mundo han sido
estudiadas en diferentes condiciones y con variedad de técnicas analiticas.

A partir de la consulta de la Base de Datos (1984-2022) de Composicién Quimica de Sargazo:
Analisis elemental, disponible en el sitio AMYD
https://amyd.quimica.unam.mx/course/view.php?id=662&section=5 se observa lo siguiente:

La abundancia reportada de compuestos quimicos que constituyen al sargazo se encuentra en
funcion de:

o Particularidades de la muestra. Incluye especie analizada, periodo de vida, temporada
estacional, condiciones ambientales, zona geografica de recoleccion y sus
combinaciones.

Por ejemplo: Khotimchenko (1991) report6 variaciones en el perfil graso de siete especies de
Sargassum recolectadas en diferentes puntos geograficos durante diferentes temporadas
estacionales. Mientras que Xiang et al. (1995) también reportaron variaciones en el perfil graso
de tres especies de Sargassum pero que fueron recolectadas en el mismo punto geogréafico
durante la misma temporada del afio.

e Caracteristicas del andlisis. Incluye tratamiento fisico y quimico de la muestra, técnica de
analisis y metodologia utilizada.

Por ejemplo: Le Lann et al. (2008) reportaron variaciones en el contenido de polifenoles totales y
actividad antioxidante de 5 lotes de Sargassum muticum, pretratados bajo diferentes condiciones
de secado y congelacion.

Por otra parte, Cheung et al. (1998) extrajeron acidos grasos de Sargassum hemiphyllum
mediante extraccion con solventes y extraccion con fluidos supercriticos y analizaron el pefrfil
graso con cromatografia de gases. La comparaciéon de rendimientos demostré diferencias
significativas para algunos acidos grasos, en funcién de las condiciones de temperatura y presiéon
utilizadas.

2.3.1. Composicion Nutrimental

El empleo de algas marinas en la nutricion humana es una préactica habitual alrededor del mundo,
siendo Porphyra purpurea (alga Nori) y Undaria pinnatifida (alga Wakame) las mas consumidas
a nivel mundial (Millan, 2015), mientras que las algas de Sargassum spp se consumen casi
exclusivamente en las culturas orientales (Kumar et al. 2015).

La composicion nutrimental del sargazo se caracteriza por su elevado contenido de minerales y
carbohidratos, mientras que el aporte de grasa y proteinas es escaso (Tabla 1). La abundancia
de estos nutrientes difiere en cada una de las estructuras fisicas del alga y es variable en funcion
de las condiciones ambientales (Kumar et al.2015).

Puntualmente se ha reportado que las proteinas de Sargassum son de alta calidad (Matanjun et
al. 2008; Peng et tal, 2012; Paraiboon et al. 2017) ya que contienen todos los amino&cidos
esenciales y en conjunto sustentan una calificacion quimica superior que la de la caseina de la
leche (67.4% vs 58%) (Matanjun et al. 2008).


https://amyd.quimica.unam.mx/course/view.php?id=662&section=5

17

epualjow A (Upzs 2.0/-) ojuaie@buod ‘enfe uod opeae :sebje se| ap ojuaILUEIEN [3 U0D SOPENOdal SOLUIXELU S3I0[BA S0] UOIEWO] 35 /GG ‘|8 12 UBys) BIEd / 0JalgaH 2p Sall [ap Sopeuodal Sowixew
52I0[EA 50| UOIBLWLO] 35 /|07 & 12 Uooqield eled / [euibluo enualajal g) ap Sapepiun sg| U3 sopesaldxa UBIS? S2.0[EA 507 / SEPEZI[ES] OU SSUOIIBUILLRISP B Uapuodsaliod oJue|q ua sopnedsa so7 JejoN

(7202 0 ‘Z8youps-zaLsNng) wnssebies op seloadss SBSISAIP 8p [EJUSWLINU UoIISOdwWo?) “| ejqeL

1661
RRwD Bpoy/uw ¢g)
10z : . ) )
wdd
eppelg U605 BOwsE) BOw 00 2000
7102 BopiBw B o/
‘nysafg G500 100
L0z Bqp)w
‘e 13 Iueyoy 77
810z .
‘oddig g %z 0
110z e . Boopbw By61 6,60  By6n
12 uoogeelq Soov/ow L 97 e W0EL EZ65 9GS
200z By
‘e 13 0jjwR) v
zZ00z By
‘e 18 0jjwe) “
- Z66) wdd g
[ 18 0JjwED
9002 . BogysBw Bopy /Bri Bgy /B
‘e 18 sESED) Booy/bw 5z 97 LA 5r91e 860
. wdd
6661 ULE e wdd g1}

widd idd Ludd udd udd
90 LE0E9Z ZO0RDY  LEDH 9718,
B ppj/Buw Bopy/w Bpi/Bw 6oy
18 9 SLZr 59
Bqp)/Buw 6 gpp/Buw 6 opi/Bu 6o/ B gp}/Buw
20 9l 695 99/8 [18
%EET %SG %800 %ZL0 %S00
6 6ri 66w BBw  Bfbw /b
Il 7S5 0 69F 9904
By 1y byBw  Boowb Bpow6  Boowb  Bpowb  Bopud
8y W6 PFE OFL  E50  #L9
By 1y bybw  Boowb  Boow6  Boowb  Bpowb  Bopud
6l 655 0ZE  BEL 0S50 82U
wdd o wddggy, OOw BOw  Bpw B B
0 898C 991zl G5 999E
BopiBw Bopl/Bu BogyBw BoolBw Bopybw Bopybw Bpgibw Bog)buw
990 €S ZW 70089 89907 TMOL  GEP 005
wdd  6Bw  Bbu  Bjbw /b
dd ;- 66w g’
waa el A% TN - R TN T A 7 B 697 9

bty
bb
¢L200

%05¢

%l

%820

%85 Y

%566
bt
4

%0¥ Sk

%068

%ES L

kT4

Boo/B
7
Boo/6
169

kT

Bpoi/B 12

%0E9

%5k L

%d9L

%5 L
Booi/B
785
Boo/6

Booi/B
626

%0¥9

%598

%0662

%ELTE

%15 2L
BpoiB
0L9€
BpoiB
£68E

%5LLE

%096 0€

%0EEE

0E L5

%062E

b A

%E6 L5

%085y

wapAyduway
wnssefieg
Ipybim
wnssefieg
sugjeu
wnseefieg
A sueyny
wnssefieg

Lol
wnssefieg
Linpioy
wnssefieg
wmsfoobjo
wnesefieg
wnzuod By
wnssefieg
BjouS
wnssefiieg
LTali
wnssefieg
dds
wnssefieg

dds
wnssefieg




18

Como se observa en la Tabla 1, el contenido de cenizas se encuentra entre 8.6% y 38.3% del
peso seco de las algas. El porcentaje de ceniza se refiere al residuo inorganico que queda
después de la oxidacién completa de la materia organica y ayuda a determinar la abundancia de
minerales presentes en la muestra analizada (Flores et al. 2021).

El potasio, el calcio, y el sodio fueron los macrominerales mas abundantes en las especies de
Sargassum incluidas en la Tabla 1. De acuerdo con Kumar et al. 2015, el sargazo incorporado en
la dieta aporta mas minerales que la carne o la espinaca, siendo que 25 g de alga proporcionan
todo el requerimiento diario de ingesta (Dietary Reference Intake).

Ademas, se hareportado que la abundancia elemental guarda relacién directamente proporcional
con las condiciones de salinidad y contaminacién del agua, asi como con la humedad relativa del
ambiente en el que se desarrollan las algas (Murugaiyan y Sivakumar, 2008; Balboa et al. 2015).

Con respecto al perfil graso de Sargassum se ha reportado que el orden de abundancia es: acidos
grasos saturados > 4cidos grasos monoinsaturados > acidos grasos poliinsaturados, como se
observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Abundancia de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en diversas
especies de Sargassum (Gutiérrez-Sanchez, C 2022).

Acidos - ,,
Acidos grasos Acidos grasos
Especie grasos - onoinsaturados poliinsaturados Referencia
saturados
% de los lipidos totales
Sargassum linifolium 71.06% 25.66% 2.360% Ismail, 2017
Sargassum muticum 42.17% 36.70% 21.13% Rodrigues et al. 2015
Sargassum oligocystum  42.27% 32.40% 19.36% Praiboon et al. 2017
Sargassum ilicifolium 55.20% 27.50% 17.40% Rohani et al. 2011
Sargassum polycystum  51.30% 28.36% 20.34% Matanjun et al. 2009

El perfil graso del sargazo fluctia en funcion de las condiciones medio ambientales, las
insaturaciones en los acidos grasos aumentan cuando la temperatura del agua disminuye y la
humedad relativa incrementa. Se cree que este fendmeno ocurre por la necesidad de incrementar
la fluidez de la membrana celular y asi adaptarse al medio (Narayan et al. 2005; Balboa et al.
2015).

Dentro de la clasificacion de lipidos se encuentran los compuestos carotenoides, que en el
sargazo fungen como pigmentos y a los cuales se les ha asociado con atenuacién de ganancia
de peso, inhibicién de la diferenciacién de adipocitos y un remarcado efecto antioxidante (Quitral
et al. 2012). Segun Czeczugay Taylor, 1987 el contenido de carotenos totales es 9.79 mg/g alga
seca, de los cuales el 65.5% corresponde a [B-caroteno, seguido de zeaxantina (11.7%),
diatoxantina (7.4%), fucoxantina (6.3%), fucoxantol (5.5%) y neoxantina (3.6 %).

Referente al aporte energético de las algas de Sargassum, diversos reportes sefialan valores
entre 2000 — 2500 cal/lg para las especies S. sincola, S. herporizum, S. echinocarpum,
S. obtusifolium y S. spp. (Carrillo et al. 2002; McDermid et al. 2003 y Carrillo et al. 2012).



19

2.3.2. Metales Pesados

La capacidad de bioadsorcibn de metales pesados en los organismos marinos ha sido
ampliamente reportada en la literatura. Volesky y Kuyucak, 1988 y Volesky y Schiewer, 1999 han
propuesto la utilizacion de algas de Sargassum como alternativa de biorremediacién ambiental
para el tratamiento de aguas contaminadas con metales traza.

La bioadsorcion de metales se lleva a cabo a través de los siguientes mecanismos: anclaje con
grupos funcionales clave, intercambio i6nico, formacién de complejos de coordinacion y
atrapamiento de iones en los espacios estructurales y capilares de los polisacaridos que
conforman la pared celular (Davis et al. 2000; Davis et al. 2003).

La interaccion con polisacéridos de la pared celular se da principalmente con acido alginico (Davis
et al. 2003), mientras que los grupos funcionales clave se encuentran en las cadenas laterales
de los aminoacidos que componen las proteinas (Hou, 1999).

La concentracion de sustancias téxicas en las células de Sargassum puede ser 1,000 a 20,000
veces superior que en el agua circundante (Murugaiyan y Narasimman, 2012; Seepersaud et al.
2017) por lo cual han sido utilizadas como bioindicadores de contaminacion ambiental (Robledo
y Freile, 2014) ya que la abundancia de estos compuestos en las algas se encuentra condicionada
por el ambiente.

Tabla 3. Abundancia de metales pesados en diversas especies de Sargassum
(Gutiérrez-Sanchez, C 2022).

Especie Pb Cd As Hg Cr Ni Co Fe Mn Zn Cu Referencia
Sargassum 14 0.58 62.60 234 404 069 32885 26.32 10.53 353 .
Dawis et al, 2020
natans Mg/g Mg/l Hgd/g MO/ H9/g  H9lg  Hg/g Mg/9  Hglg  uglg
Sargassum 1.1 0.57 58.32 9.18 352 0.89 83297 237.07 7.2 4.47 .
" Dauis et al, 2020
fluitans Hg/g Hg/g Hg/g MO/ Mgl Hg/g Hg/g Hg/g MO/lg  Hg/g
Sargassum 1.71 2.05 1.88 0.33 122.05 25.08 24.08 0.99 .
Choi et al, 2020
fulvellum mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Sargassum 6.81 4.41 7.21 456.23 134.46 12.61 4.47 Seepersaud et al,
filipendula Hg/g Hg/g Hg/g Hg/g Hg/g Mg/g  ug/g 2017
Sargassum 12.11 4.79 10.34 1237.37 47.36 21.94 5.35 Seepersaud et al,
vulgare Mo/g  pg/g pg/g Hg/g Mg/g  pglg  uglg 2017
Sargassum 1.2 45 0.082 3.24 259 135
fusiforme mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg Suetal, 2020
335 111 20 1 1226 44 36 .
Sargassum spp mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg Addico et al, 2016
Sargassum 0.016 0.088 0.139 1.615 0.158 0.061 Kaviarasan et al,
swartzii MO/g  Hg/g Hg/g M9/g  ug/g  ug/g 2018

Nota: Los espacios en blanco corresponden a determinaciones no realizadas / Los valores estan
expresados en las unidades de la referencia original / Para Sargassum filipéndula (Seepersaud et al. 2017)
se tomaron los valores reportados para el muestreo en Salybia, Trinidad y Tobago / Para Sargassum
vulgare (Seepersaud et al. 2017) se tomaron los valores reportados para el muestreo en Manzanilla,
Trinidad y Tobago / Para Addico et al. 2016 se tomaron los valores reportados del muestreo en Miemia,
Ghana / Para Kaviarasan et al. 2018 se tomaron los valores reportados del muestreo de Diciembre 2015.
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2.4. Nutracéuticos

Se denomina nutracéuticos al conjunto de sustancias quimicas de origen natural presentes en
los alimentos, que proporcionan beneficios para la salud a través de la accion preventiva y
terapéutica contra enfermedades crénico degenerativas, al desacelerar los factores que las
promueven (Astiasaran, 2003; Pérez, 2006; Biesalski y Grimm, 2010).

La Sociedad Espafiola de Nutracéutica Médica sefiala los siguientes criterios para que una
sustancia pueda ser considerada como nutracéutico:

e Ser de origen natural

¢ Que aporte efectos beneficiosos para la salud (Mejora de una 0 mas funciones fisioldgicas,
accion preventiva y/o terapéutica y mejora de la calidad de vida)

e Ser aislado y purificado por medios no desnaturalizantes

¢ Que posean estabilidad quimica

¢ Que cuenten con analisis de toxicologia

¢ Que existan estudios reproducibles de sus propiedades bioactivas

¢ Que existan estudios en animales de experimentacién y en humanos

e Que ensudesarrollo y validacion se sigan criterios equiparables a los de un medicamento.

2.4.1. Formas de Consumo de los Nutracéuticos

Cuando los compuestos nutracéuticos se consumen desde la matriz alimentaria de la que son
parte o bien como un ingrediente afiadido en un alimento, se entiende que se consume un
alimento funcional (Ferreira et al. 2007). Sin embargo, no necesariamente el alimento aporta el
beneficio de salud atribuido a los compuestos nutracéuticos (Duran, 2010).

Ahora bien, cuando los nutracéuticos se consumen a través de una forma farmacéutica (pildoras,
capsulas, comprimidos, liquidos, polvos, etc.) se les conoce como suplementos alimenticios
(Ferreira et al. 2007). En este caso al ser sustancias concentradas se presume un evidente efecto
favorable sobre la salud.

En el mercado global de nutracéuticos, las formas de consumo que predominan en orden
decreciente son: Alimentos funcionales, bebidas funcionales y suplementos alimenticios
(Marketresearchengine, 2020).

Nutracéuticos . .,
Figura 2. Relacion entre

& o o nutracéuticos, alimentos
%%, © @ i
4;,) %, Se funcionales y suplementos
%4%0 ‘;\4“(‘,9 alimenticios de acuerdo con
¢ 0, & Ferreira et al. 2007. (Gutiérrez-
Formas &

farmacéuticas Alimentos Sanchez, C 2022).
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2.4.2. Marco Juridico de Nutracéuticos en México y el Mundo.

La difusion mundial de los productos nutracéuticos ha aumentado drasticamente en los dltimos
afios y el crecimiento acelerado del mercado ha promovido la evolucion de la normatividad
aplicable (Blaze, 2021).

Debido a la clasificacion ambigua entre alimentos y medicamentos en que se encuentran los
nutracéuticos (Bagchi, 2018), la mayoria de los paises los regulan bajo el término “suplementos
alimenticios” (Blaze, 2021). Que como ya se explicé en la seccidén previa, es una forma de
consumo de los nutracéuticos.

En el mundo no existe normatividad consistente, estandarizada y uniforme que regule la
fabricacion y venta de los suplementos alimenticios (Helal et al. 2019). Las regulaciones se
enfocan en etiquetado, la prohibicion de las declaraciones de propiedades funcionales (claims) y
el procedimiento de aviso a la autoridad para la comercializacion.

En la tabla 4 se observa un cuadro comparativo entre la normatividad aplicable para suplementos
alimenticios en México, Estados Unidos, Canada, Japén, China, La Unién Europea y Nueva
Zelanda.

Algunas entidades regulatorias han implementado recursos Utiles para la vigilancia de seguridad
como el programa MedWatch (Estados Unidos) y Health Canada (Canadd) (Blaze, 2021). Sin
embargo, en la mayoria de los paises la seguridad, calidad y responsabilidad de dar aviso sobre
efectos adversos a la salud es de los fabricantes.

En contraste con lo antes mencionado, los nutracéuticos en Japon y China son regulados como
alimentos. Especificamente en Japdn los “Alimentos con declaraciones de salud” se dividen en
tres categorias que son:

¢ Alimentos para uso sanitario especifico (FOSHU, por sus siglas en inglés)
¢ Alimentos con declaraciones de funcidon nutricional (FNFC, por sus siglas en inglés)
¢ Alimentos con declaraciones de funcién (FCC, por sus siglas en inglés).

Estas categorias estan reguladas bajo diferentes vias, que van desde las rigurosas para FOSHU
hasta las vias cortas para FCC (Thakkar et al. 2020).

Los documentos especificos que rigen estos tépicos en Japon son: la Ley de Etiquetado de
Alimentos y las Directrices sobre la notificacién de alimentos con declaraciones de funcion. Estos
documentos estan disponibles Gnicamente en japonés sin contar con traduccién oficial.

Se consulto entonces la infografia oficial Gidance for industry. The system of "Foods with Function
Claims" has been launched! Disponible en inglés en la pagina oficial de la agencia regulatoria
Consumer Affairs Agency (CAA) donde también se encuentran disponibles los documentos
especificos mencionados en el péarrafo anterior. (Consumer Affairs Agency. (s.f.).
https://www.caa.go.jp/en/ )

Las directrices para los alimentos con alegaciones de funcién (FCC) en Japon y los alimentos
para el cuidado de la salud (HCF, por sus siglas en inglés) en China, son semejantes con las
regulaciones para suplementos alimenticios en el resto del mundo, razén por lo cual fueron
incluidos en la tabla 4.


https://www.caa.go.jp/en/
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2.5. Compuestos Nutracéuticos del Sargazo

Las algas de Sargassum contienen diversidad de compuestos quimicos que han demostrado
efectos promotores para la salud por su actividad antiinflamatoria y antioxidante. Por ejemplo,
acidos grasos omega 3 y 6 (Narayan et al. 2005; Matanjun et al. 2009; Peng et al. 2013) y algunos
pigmentos carotenoides (Czeczuga y Taylor, 1987; Terasaki et al.2009).

La investigacion cientifica reciente se ha enfocado en la evaluacion de los efectos bioactivos de
fucoidan, polifenoles y meroterpenoides. Sus caracteristicas se detallan a continuacion.

2.5.1. Fucoidan

El fucoidan es un polisacéarido sulfatado presente en la pared celular de las algas marinas. Se
conforma principalmente por unidades alternas de fucopiranosa con manosa, glucosa, galactosa,
xilosa y grupos de sulfato sustituidos (Davis et al. 2003; Fernando et al. 2020b).

Por su estructura y tipo de enlace primario se reconocen tipicamente dos tipos de fucoidan (Figura
3). El tipo uno corresponde a un esqueleto de a-L-fucosa conectado por enlaces glucosidicos
(1 — 3), mientras el tipo dos corresponde a un esqueleto de a-L-fucosa conectado por enlaces
glucosidicos alternados (1 — 3) y (1 — 4) (Fernando et al. 2020a; Liu et al. 2020b).

Ambos tipos de fucoidan pueden sustituirse en las posiciones C2, C3 y/o C4 con fucopiranosa,
acido glucurénico o grupo sulfato (Fernando et al. 2020a; Liu et al. 2020b).

La abundancia de fucoidan en Sargassum varia de manera estacional (Chale et al. 2020) y entre
especies. Normalmente el contenido de fucoidan se determina de manera indirecta a través del
contenido de fucosa (Hanjabam et al. 2019).

Para Sargassum fusiforme el contenido de fucosa es de 2.4% (Wang et al. 2009) y para
Sargassum horridum se reportaron contenidos de fucosa entre 5y 20% (Di Filippo et al; 2018).
De acuerdo con Florez et al. (2017) la abundancia de fucosa como parte de un oligosacarido es
por lo menos 6 veces mayor que como monomero. En Sargassum muticum el contenido de fucosa
es de 65.9 a 87.9 g/Kg como oligbmero y < 10 g/Kg como mondmero.

Se ha documentado que estos polisacaridos sulfatados exhiben diversas actividades fisiologicas
que incluyen: antitumoral, anticoagulante, antiinflamatoria, hepatoprotectora, antioxidante,
antiviral y antibacterial (Liu et al. 2020).

La funcionalidad bioldgica del fucoidan esta condicionada por su estructura molecular, que incluye
el tipo de enlace de fucosa, las ramificaciones, el contenido de sulfato y el peso molecular (Huang
et al. 2018).

El peso molecular del fucoidan es el factor mas determinante para su actividad biolégica. Los
polisacaridos sulfatados de menor peso molecular son también mas solubles y esto en
combinacién con su tamafio pequefio, favorecen la internalizacion celular, exhibiendo asi sus
efectos con mayor intensidad (Huang et al. 2018).
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Figura 3. Estructura del fucoidan tipo 1 y tipo 2 (Fernando et al. 2020a).
Los ndameros rojos sefialan el nimero de carbono en la molécula de a-L-fucosa. En el tipo 1 se
observa el enlace glucosidico en los carbonos 1y 3, es decir presenta un enlace (1—3). En el
tipo 2 se observa una unidad de a-L-fucosa enlazada en los carbonos 1 y 3, seguida de otra
unidad de a-L-fucosa enlazada en los carbonos 1 y 4, tal que presenta enlace (1—-3) y (1—4).
R indica al sustituyente en posiciéon C2, C3 y C4 que puede ser fucopiranosa, acido glucorénico,
xilosa, glucosa, grupo sulfato e incluso proteinas.

El grado de sulfatacion esta relacionado positivamente con la actividad antioxidante del fucoidan.
Los grupos sulfato (—0SO3;H) al ser donadores de electrones actlan como reductores de
radicales hidroxilo (Hifney et al 2016). Ademas, compuestos fendlicos y proteinas contenidas en
la estructura del polisacérido también contribuyen al potencial antioxidante (Hifney et al 2016).

Ademas, la posicion del grupo sulfato como sustituyente en la cadena polimérica también resulta
relevante. Chale et al. 2020 determinaron que la posicion ecuatorial en los carbonos C2 y C3 esta
relacionada con la actividad hepatoprotectora del fucoidan. La misma posicion molecular del
grupo sulfato fue relacionada positivamente con los efectos anticoagulantes del fucoidan aislado
por Chevolot et al. 1999 y Silva et al. 2005.

Fisicamente el fucoidan aislado de Sargassum tiene estructura hojuelada y polvorienta (Liu et al.
2020a) y demuestra una potente capacidad de formacion y estabilizacion de emulsiones (Hifney
et al 2016).
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2.5.2. Meroterpenoides

Los meroterpenoides son una clase de compuestos quimicos naturales de origen biosintético
mixto que se derivan parcialmente de los terpenoides (Geris y Simpson, 2009; Han et al. 2021).
Son generados como metabolitos secundarios de defensa por bacterias, hongos, plantas y algas
por lo que exhiben una amplia gama de actividades biologicas (Han et al. 2021).

Estos compuestos presentan gran diversidad estructural, en la que el terpeno es la unidad
principal o forma parte del compuesto como grupo funcional (Plemenkov et al. 2020).

En Sargassum el &cido sargahidroquinoico (Figura 4), &cido sargaquinoico (Figura 5),
sargacromenol (Figura 6) y tuberatolide B (Figura 7) son los meroterpenoides principales y
exhiben propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antiadipogénicas,
neuroprotectoras, fotoprotectoras e hipopigmentantes (Kwon et al. 2017; Lim et al. 2019; Nazir et
al. 2021).

OH COOH .

S, = = = /"I
P

OH

Figura 4. Acido sargahidroquinoico (SHQA). (2Z,6E,10E)-12-(2,5-dihidroxi-3-metilfenil)-6,10-
dimetil-2-(4-metilpent-3-enil) dodeca-2,6,10- &cido trienoico (Lim et al. 2019).

o

Figura 5. Acido sargaquinoico (SQA). (2E,6E,10E)-6,10-dimetil-12-(5-metil-3,6-dioxociclohexa-
1,4-dien-1-il)-2-(4-metilpent-3- 4cido enil) dodeca-2,6,10-trienoico (Lim et al. 2019).

HO

Figura 6. Sargacromenol (SCM). (2Z,6E)-9-(6-hidroxi-2,8-dimetilcromen-2-il)-6-metil-2-(4-
metilpent-3-enil) ona-2,6-4cido dienoico (Lim et al. 2019).
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Figura 7. Tuberatolide B (TTB). (2R)-2-[(E)-5-[(2S)-6-hidroxi-2,8 dimetilcromen-2-il]-2-metilpent-
2-enil]-4-(4-metilpent-3-enil)-2 H -furano-5-ona (Nazir et al. 2021).

La estructura quimica del acido sargahidroquinoico, &cido sargaquinoico y sargacromenol, consta
de una cadena de poliprenilo unida a una fraccibn de quinona o hidroquinona y son
estructuralmente similares al tocotrienol (Joung et al. 2016). Mientras que el tuberatolide B, es un
derivado del cromano y presenta un anillo de furano adicional dentro de una fraccion de prenilo
(Nazir et al. 2021).

La recuperaciéon de estos compuestos depende en gran medida del disolvente utilizado para su
extraccion. Lim et al. (2019) cuantificaron los meroterpenoides en diferentes extractos de
Sargassum serratifolium siendo el extracto realizado con etanol el que demostr6 mayores
rendimientos. A continuacion, se observa el contenido de acido sargahidroquinoico,
sargacromenol y acido sargaquinoico en Sargassum serratifolium.

Tabla 5. Contenido de acido sargahidroquinoico, sargacromenol y &cido sargaquinoico en extracto
etandlico de Sargassum serratifolium (Gutiérrez-Sanchez, C 2022).

Acido Acido
. d . Sargacromenol . .
Especie sargahidroquinoico (SCM) sargaquinoico Referencia

(SHQA) (SQA

Sargassum .

serratifolium 127 + 4.2 mg/g 93.0 + 4.7 mg/g 7.15 + 0.29 mg/g Lim et al. 2019

Sargassum

serratifolium 18.8 + 2.1 g/100g 3.12£0.36 g/100g 0.95 £ 0.10 g/100g Kwon et al. 2017
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2.5.3. Polifenoles

Los polifenoles son una clase de compuestos organicos que se caracterizan por la presencia de
al menos un anillo fendlico en su estructura molecular. Esta estructura basica puede estar
saturada, alquilada o glicosilada, dando lugar a tres grupos principales: los acidos fendlicos, los
polimeros complejos como los taninos y los flavonoides (Papetti, 2019; Mendoza, 2016).

Los florotaninos son un grupo de taninos sintetizados Unicamente en algas pardas. Se conforman
por polimeros de unidades de floroglucinol (Figura 12) (Cox et al. 2010; Sharifian et al. 2019). Se
caracterizan por el esqueleto . (Isaza, 2007). Son los compuestos fendlicos mas abundantes en
Sargassum angustifolium, Sargassum oligocystum, Sargassum boveanum (Mehdinezhad et al.
2016) y Sargassum muticum (Gorham y Lewey, 1984).

Sharifian et al (2019) analizaron mediante HPLC el extracto de florotaninos obtenido de
Sargassum tenerimum y encontraron al bieckol (25.4%), florofucofuroeckol A (17.2%), dieckol
(14.2%), eckol (9.5%), floroglucinol (3.6%) y otros compuestos (31%) como los componentes
principales. En las figuras 8 a 12 se observan sus estructuras quimicas.

e &
J;i:o
Skt

Figura 8. Bieckol. (4-(3,5-dihidroxifenoxi)-9-[6-(3,5-dihidroxifenoxi)-2,4,7,9-tetrahidroxidibenzo-p-
dioxina-1-ilJdibenzo-p-dioxina- 1,3,6,8-tetrol) (Sharifian et al. 2019).

HO
¥

OH

Figura 9. Florofucofuroeckol A (4,9-bis (3,5-dihidroxifenoxi)-[1]-benzofuro-[3,2-a]-oxanthrene
1,3,6,10,12-pentol) (Sharifian et al. 2019).
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Figura 10. Eckol. (4-(3,5-dihidroxifenoxi) dibenzo-p-dioxina-1,3,6,8-tetrol). (Sharifian et al. 2019)

OH
HO OH
i :D OH
s o
HO aH OH
HO DH
o o]
(s}
HO OH

Figura 11. Dieckol. (4-[4-[6-(3,5-dihidroxifenoxi)-4,7,9-trihidroxidibenzo-p-dioxina-2-iljoxi-3,5-
dihidroxifenoxi]dibenzo-p-dioxina-1 ,3,6,8-tetrol) (Sharifian et al. 2019).

OH

HO OH

Figura 12. Floroglucinol. (1,3,5-trihidroxibenceno). (Merck, 2022).

La abundancia de compuestos polifenélicos en tejidos algales no se comporta de manera
estacional. Este responde a las necesidades defensivas del alga aumentando la produccién de
estos metabolitos para sobrevivir ante altas cantidades de radiacion UV (Gorham y Lewey, 1984;
Kumar et al. 2015).

Generalmente la determinacion de polifenoles totales se realiza mediante el método Folin-
Ciocalteu, en el que se utiliza una curva de calibracién elaborada con acido galico como patrén.
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En consecuencia, las unidades en las que se expresa la concentracion de polifenoles totales son:
mg de &cido gélico equivalente (GAE por sus siglas en inglés).

En la tabla 6 se observa el contenido de polifenoles totales en diferentes especies de Sargassum
y el disolvente utilizado para la extraccion ya que, la recuperacién de estos compuestos depende
en gran medida de las condiciones de extraccion utilizadas.

Tabla 6. Contenido de polifenoles totales en diferentes especies de Sargazo (Gutiérrez-Sanchez,C
2022).

Especie de Sargazo Polifenoles totales (mg Disolvente de extraccion Referencia
GAE /) utilizado
Sargassum duplicatum 865.55 + 19.24 Acetona Johnson et al. 2019
Sargassum polycystum 33.49+4.42 Cloroformo Johnson et al. 2019
Sargassum vestitum 141.91 £ 3.95 Etanol Dang et al. 2017
Sargassum 47.06 £ 0.65 Etanol Dang et al. 2017
linearifolium
Sargassum 48.13 £ 0.66 Etanol Dang et al. 2017
podocanthum
Sargassum cymosum 0.822 Metanol Echaverria et al. 2009
Sargassum sp. 0.469 Metanol Echaverria et al. 2009

Nota: En Echaverria et al. 2009 no se especificé la desviacion estandar para el contenido de polifenoles totales.

Los polifenoles de las algas marinas son considerados como una clase de compuestos con alta
actividad antioxidante que actian como inhibidores de moléculas oxidativas. Esto debido a que
tienen grupos hidroxilo con la habilidad de secuestrar radicales libres como el superéxido, el
peroxil, iones quelatos de hierro y 6xido nitrico (Mendoza, 2016).
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2.6. Productos Nutracéuticos Elaborados a Partir de Sargazo

La posibilidad del desarrollo de productos nutracéuticos a base de Sargassum ha sido
considerada en la literatura cientifica por las cualidades bioactivas observadas en muchas
especies del género.

En el 2006 Carrillo et al. Enunciaron a Sargassum spp como un posible suplemento alimenticio
para ganado bovino. Dadas las altas cantidades de carbohidratos y minerales en las algas, esta
suplementacién podria ayudar a mantener el equilibrio mineral-agua del ganado en zonas éaridas.

En 2016 Mun et al. Propusieron la elaboracion de un producto fermentado a base de Sargassum
thunbergii para la atenuacion de la respuesta inflamatoria. En el 2017, Lim et al desarrollaron un
producto funcional a partir de Sargassum binderi. Se trata de un té que como ventajas presenta:
ser minimamente procesado, exhibir actividad antioxidante secundaria y poseer sabor y olor
agradable al gusto.

Ademas, se han explorado alternativas para la incorporacion de los compuestos bioactivos de
Sargassum en alimentos, como ingredientes funcionales. Al respecto, Shofia et al (2018)
investigaron la estabilidad y biodisponibilidad de fucoidan extraido de Sargassum longifolium y
nano encapsulado en una emulsién de aceite de naranja. Concluyeron que su uso en aplicaciones
biomédicas es viable.

En la actualidad existen patentes chinas sobre la formulacion y método de elaboracion de
alimentos para el cuidado de la salud. La especie utilizada en dichas patentes es Sargassum
fusiforme y los productos van desde capsulas de fucoidan con fines antienvejecimiento hasta
alimentos embolsados y esterilizados, es decir de larga vida de anaquel.

En la Tabla 7 se observa un compilado sobre patentes publicadas entre 2012 y 2017. Se incluye
el numero de identificacion, la fecha de aplicacion (o de publicacién, segun sea el caso), el
objetivo de la invencién, la relacién que guarda con el alga y una breve explicacion sobre la
actividad nutracéutica prevista para cada invencion.
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2.7. Enfermedades Crdénico Degenerativas y Procesos Bioldgicos Asociados con su
Desarrollo

Las enfermedades crénico degenerativas (EDC) son resultado de cascadas de desregularizacion
de las vias metabdlicas, propiciadas por predisposicion genética, factores ambientales y factores
conductuales (Manzanero et al. 2018).

Las EDC son la causa del 74% de muertes a nivel mundial (Organizacion Mundial de la Salud,
2021a) y las mas frecuentes son: Diabetes mellitus tipo 2, obesidad, hipertension arterial
sistémica, cancer, aterosclerosis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) vy
enfermedades reuméticas (Gonzalez et al. 2015; Manzanero et al. 2018).

Estas enfermedades comparten aspectos fisiopatologicos: factores ambientales (alcoholismo,
tabaquismo, mala alimentacion y falta de actividad fisica) + triada RIA (que refiere a: Radicales
libres, estrés oxidativo, Inflamacién cronica de baja intensidad, Autoinmunidad y apoptosis)
(Gonzalez et al. 2015).

2.7.1. Estrés Oxidativo

Se trata de una condiciéon de desequilibrio intracelular entre la produccién de radicales libres y
metabolitos reactivos (especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno), y su eliminacion por
mecanismos protectores, denominados antioxidantes (Catarino et al. 2021).

Estas condiciones pueden causar dafios celulares ya sea por la peroxidacion de las membranas
lipidicas o la desnaturalizacion de las proteinas celulares y por lo tanto la interrupcion de las
funciones celulares por el rompimiento de las cadenas de ADN (Mendoza, 2016).

Se distingue al estrés oxidativo como situacién reversible, y dafio oxidativo como situacion
irreversible (Konigsberg, 2008).

2.7.1.1. Relacion del Estrés Oxidativo con la Inflamacién y Cancer

Los niveles excesivos de especies reactivas de oxigeno y los dafios en las estructuras celulares
conducen a la activacion de distintas cinasas y factores de transcripcion como NF-kB o AP-1, que
son mediadores clave de la cascada de sefializacion proinflamatoria (Catarino et al. 2021).

A su vez, cuando se activan, los factores de transcripcion promueven la expresion de proteinas
proinflamatorias que estimulan a las células circundantes y reclutan a otras del sistema
inmunitario (Catarino et al. 2021). Estas incluyen:

e Enzimas (por ejemplo, 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), ciclooxigenasa (COX-2) y
lipoxigenasa (LOX)),

e Citocinas (por ejemplo, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interleucinas IL-1( e IL-6)

e Quimiocinas (por ejemplo, proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1), proteina
inflamatoria de macréfagos 1a (MIP-1a) e IL-8),

e Moléculas de adhesién (molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y molécula de
adhesioén de células vasculares-1 (VCAM-1))

Todos estos acontecimientos dan lugar a un ciclo autosostenible en el que las especies reactivas
estimulan los mediadores quimicos proinflamatorios que, a su vez, estimulan la produccion de
mas especies reactivas y el dafio tisular, estableciendo un entorno perfecto para el desarrollo de
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una inflamacion crénica que da lugar a diversas condiciones patolégicas y, en ultima instancia, al
cancer (Catarino et al. 2021).

2.7.2. Inflamacién

La inflamacion es una respuesta inmunitaria frente a microorganismos infecciosos, traumatismo,
cirugia, calor o frio extremos y dafio isquémico de los tejidos corporales (Mattson, 2003).

En la respuesta inflamatoria los macréfagos tienen un papel primordial pues responden a diversos
factores inflamatorios como:

o Oxido nitrico (NO)

e Prostaglandinas (por ejemplo, prostaglandina E2 (PGEZ2))

¢ Enzimas (por ejemplo, 6xido nitrico inducible sintasa (iNOS), ciclooxigenasa (COX)-2)

e Citocinas (por ejemplo, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interleucinas IL-1(3 e IL-6)
¢ Endotoxinas (por ejemplo, lipopolisacarido (LPS))

La secrecion de dichos factores proinflamatorios finalmente desencadena la activacion de la via
de sefializacion del factor nuclear-kB (NF-kB), asi como de la proteina cinasa activada por
mitdgenos (MAPK) iniciando asi la respuesta inflamatoria (Sanjeewa et al. 2017).

2.7.3. Cancer

El cancer es una proliferacion celular anormal y maligna, que causa o un tumor sélido u otras
afecciones anormales. Las células cancerosas son capaces de invadir tejidos subyacentes y
emigrar a otros sitios del cuerpo, en donde se multiplican (metéstasis) (Lawrence, 1963).

Una de las caracteristicas clave de las células tumorales es su mayor capacidad de supervivencia
y de resistencia a la apoptosis. La sefializacion celular de este proceso esta controlada por
proteinas reguladoras de células del linfoma 2 (Bcl-2), que incluye proteinas antiapoptéticas (por
ejemplo, Bcl-2 y Bcl-xL) y proteinas proapoptoticas (por ejemplo, Bax y Bak) (Catarino et al. 2021).

2.7.4. Obesidad

La obesidad se define como el exceso de grasa corporal, determinado a partir del indice de masa
corporal (IMC 230) (Mattson, 2003).

La obesidad involucra el alargamiento del tejido adiposo e incremento en el conteo de adipocitos.
Esta asociada con la diabetes, hiperlipidemia, enfermedad hepatica, higado graso no alcohélico
y algunas enfermedades inflamatorias (Kwon et al. 2018).

2.7.5. Diabetes mellitus

La diabetes es una enfermedad caracterizada por la hiperglucemia subyacente, debido a la
incapacidad de las células para internalizar la glucosa de la sangre. Puede tener diversas causas,
por ejemplo, falta de insulina, incapacidad de las células de responder a la insulina, o una
produccion excesiva de hormonas de accion antagonica a la insulina (Lawrence, 1963).
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El estrés oxidativo, los productos finales de glicacion avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés)
y la inflamacion estan inextricablemente entrelazados en el contexto de la diabetes y
complicaciones relacionadas (Barbosa et al. 2021).

2.7.6. Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria sistémica caracterizada por la acumulacion de
lipidos y la formacién de ateroma en la capa intima del vaso sanguineo (Gwon et al. 2018).

Se ha identificado la activacién endotelial como evento iniciador de la aterosclerosis, inducido por
factores como la inflamacién, hipercolesterolemia, estrés oxidativo hipertension y diabetes (Gwon
et al. 2018).

2.7.7. Esteatosis Hepéatica o Higado Graso No Alcohélico

Esta enfermedad es causada por la sobre acumulacion de lipidos en el higado, disminucion de la
oxidacién de acidos grasos y desregulacion del metabolismo lipidico. Puede conducir a estados
avanzados de enfermedad hepética, como fibrosis hepatica y cirrosis relacionada con esteatosis
(Kwon et al. 2018).

2.7.8. Fibrosis Hepética

La fibrosis hepatica es un proceso patologico caracterizado por una produccién excesiva de
proteinas de matriz extracelular (EMP) que pueden conducir al desarrollo de cirrosis, insuficiencia
hepatica y mortalidad (Chale et al. 2020).

Las células estrelladas hepaticas (HSC) son las principales células involucradas en el desarrollo
de la enfermedad y son estimuladas mediante especies reactivas de oxigeno, peroxidos de lipidos
y el factor de crecimiento transformante beta 1, TGF-B1 (Chale et al. 2020).
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2.8. Técnicas de Analisis

Dentro de las técnicas de andlisis utilizadas en las investigaciones de Sargassum se describen
las siguientes: Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia (HPLC), Cromatografia de Intercambio
I6nico, Espectrometria de UV-Visible, Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR) y Electroforesis.

2.8.1. Cromatografia

Los métodos cromatograficos sirven para separar, identificar y determinar los componentes de
una muestra (Rodriguez, 2014) a través del contacto de dos fases mutuamente inmiscibles, una
estacionaria y una moévil (Willard, 1991).

La muestra que se desea analizar se introduce en la fase mévil y se transporta a través de una
columna que contiene la fase estacionaria distribuida. Las especies de la muestra interaccionan
y se distribuyen entre las dos fases de acuerdo con un balance de fuerzas y eventualmente
emergen de la columna en orden creciente de interaccion con la fase estacionaria (Willard, 1991).

Los métodos cromatogréficos se clasifican de acuerdo con el tipo de fases (Tabla 8) como se
observa a continuacion:

Tabla 8. Clasificacion de los métodos cromatograficos de acuerdo con Rodriguez (2014), (Gutiérrez-
Sanchez, C 2022)

Fase estacionaria Fase mavil Cromatografia Siglas
Liquida Gaseosa Gas-Liquido CGL
Liquida Liquida Liquida CL, CC, HPLC
Sdélido Liquida Plana CP, CCF, Cll

CGL: Cromatografia gas-liquido / CL: Cromatografia de liquidos / CC: Cromatografia en Columna / HPLC:
Cromatografia de liquidos de alta resolucion / CP: Cromatografia plana, Cromatografia sobre papel / CCF:
Cromatografia en capa fina / Cll: Cromatografia de intercambio iénico

2.8.1.1. Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (HPLC)

Esta técnica también conocida como HPLC (High Performance Liquid Chromatography, por sus
siglas en inglés) se utiliza para la separacion y andlisis cuantitativo y cualitativo de mezclas de
compuestos polares y/o inestables térmicamente (Polo, 2015).

Se utiliza una fase estacionaria ligada quimicamente a la columna, generalmente mediante
enlace covalente con silice. A través de este material de relleno se fuerza el desplazamiento de
la fase mévil con bombas de alta presiéon (Polo, 2015).

Clasicamente, se han diferenciado dos modos de trabajo cromatograficos: fase normal e inversa.
En la fase normal, la fase estacionaria es polar y la fase movil es apolar o de polaridad menor.
En lafase inversa, la fase estacionaria es apolar y la movil es polar o mas polar que la estacionaria
(Polo, 2015).
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El equipo para realizar HPLC (Figura 13) consta de:

Fuente de helio regulada: se utiliza para desgasificar la fase mévil y asi evitar la formacién de
burbujas debido a la alta presion (Rodriguez, 2014).

Bomba de alta presion: Capaces de alcanzar presiones de 400 atmdsferas y superiores. Existen
las de desplazamiento continuo y las de desplazamiento intermitente (Rodriguez, 2014).

Inyector de la muestra: puede inyectarse con jeringa por un septum de goma o a través de una
valvula de inyeccion (Rodriguez, 2014).

Columna: normalmente son de acero inoxidable y tienen las siguientes dimensiones: 4 a 6 mm
de didmetro y 5 a 25 cm de longitud (Rodriguez, 2014).

Detector: de acuerdo con las caracteristicas del analito y los intereses del analisis se pueden
utilizar diferentes tipos de detectores. Existen: Detectores de ultravioleta, refractdmetro
diferencial, detectores de flourescencia, detectores de conductividad o arreglo de diodos
(Rodriguez, 2014).

Fuente de
helio regulada —

Vélvula de salida A

L4
l I Al
Amortiguador desecho
de pulsaciones H
ombal Vélvula de
Disolventes de reserva entrada X:;::'i: de
l Filtro l
Difusor de !
entrada l

Jeringa para purgar

Vélvula de mezcla de disolventes /—-\

~— Al detector e—oB J0—eBC_—Jo—
Columna Regulador Filtro

Transdug:tor de contrapresién
de presién

Vélvula de inyeccién

Figura 13. Esquema de un instrumento de HPLC (Gallego, 2013).
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2.8.1.2. Cromatografia de Intercambio I6nico

La cromatografia de intercambio i6nico se basa en la afinidad diferencial de los analitos i6nicos
por los grupos funcionales también i6nicos de carga opuesta presentes en la superficie de la
fase estacionaria (Gary, 2009; Polo, 2015).

Se utiliza agua como fase movil para favorecer la formacion de iones mientras que el
intercambiador (fase estacionaria) puede ser de tipo aniénico o catiénico (Polo, 2015). Los iones
de soluto son atraidos por fuerzas electroestaticas y se unen por medio de enlaces covalentes
(Harris, 2004).

La instrumentacioén especifica requiere muy pocos componentes adicionales al HPLC (Polo,
2015), consta de:

Detector: genéricamente, se puede emplear cualquier sistema de deteccion convencional
utilizado en HPLC, sin embargo, el mas usado es el detector de conductividad eléctrica (Polo,
2015).

Intercambiador i6nico: consta de esferas de entre 5-10 ym de didmetro que se preparan a partir
de polimeros de poliestireno entrecruzados con divinil-benceno, polimetacrilato, silice
funcionalizada y/o polidextranos, al que se le denomina resina (Polo, 2015).

La resina de dietilaminoetil-sefarosa (DEAE-sefarosa) se utiliza para el intercambio aniénico
fuerte, ampliamente utilizada en ensayos biologicos (Merck KGaA, s. f.) y la Unica utilizada en las
investigaciones de Sargassum que se abordan en el presente trabajo.

2.8.2. Espectroscopia UV-Vis

La Espectroscopia UV-Visible es una técnica analitica instrumental que se utiliza para la
determinacion cuantitativa de especies quimicas organicas e inorganicas en disolucion.

Se basa en la medicién de la radiacion electromagnética absorbida por una sustancia al incidir a
través de ella un haz de luz de cierta longitud de onda que se encuentra dentro del espectro UV-
Visible (180 a 780 nm) (Skoog et al. 2008).

Para el célculo de la concentracidn se utiliza la ley de Lambert-Beer que establece:

A = Ebc

Donde A corresponde a la Absorbancia, € corresponde a la absortividad molar, b al camino 6ptico
(ancho de la celda que contiene la solucién) y ¢ corresponde a la concentracién (Rodriguez,
2014).

Un espectrofotdmetro UV-Vis (Figura 14) es un instrumento que detecta y cuantifica en términos
de Trasnmitancia y Absorbancia la radiacion emergente no absorbida por la muestra (analito en
disolucion) (Gallego et al. 2013) y consta de:
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Fuente de radiacién: Lampara de filamento de tungsteno para radiacion visible y lampara de
deuterio e hidrégeno para radiacién ultravioleta (Skoog et al. 2008; Rodriguez, 2014).

Selector de longitud de onda: El monocromador de prisma es un componente que descompone
la luz en sus dos diferentes longitudes de onda. A través de una rendija de salida restringe las
longitudes de onda no deseadas (Rodriguez, 2014).

Recipiente para la muestra: Es una cubeta de cuarzo o vidrio de 1 cm de ancho. También se
puede utilizar una cubeta de plastico en analisis en la region visible (Rodriguez, 2014).

Detector de radiacion: Consiste de multiples céldas fotoeléctricas que multiplican la radiacion
incidente (Rodriguez, 2014).

Los espectrofotémetros UV-Vis pueden ser de simple haz o de doble haz. La diferencia es que al
utilizar la instrumentacion de simple haz se debe cambiar la cubeta para medir la muestra y el
blanco, mientras que en el de doble haz las mediciones se realizan al mismo tiempo (Rodriguez,
2014).

Detector

Referencia

Detector

Monocromador

Muestra

Espejo

Fuente

Figura 14. Esquema de los componentes de un espectrofotbmetro UV-Vis de doble haz
(Contreras, 2008).

2.8.3. Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica analitica instrumental es (til para recabar informacion cualitativa y cuantitativa de
especies quimicas presentes en una muestra, a través de la determinacion de la frecuencia
(numero de ondas) a la que los distintos grupos funcionales presentan absorcion en la region de
infrarrojo (Figura 15) (Gary, 2009; Faraldos y Goberna, 2009).
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Figura 15. Huellas espectrales de algunos grupos funcionales en la region infrarrojo y su modo
de vibracién correspondiente (Gary, 2009).

La absorcion infrarroja en una molécula implica una transicién vibracional a un estado de mayor
energia (Faraldos y Goberna, 2009), y cada una tiene un espectro completo y exclusivo de
absorcion, es decir una dactiloscopia o fingerprint de la molécula (Gary, 2009).

La Espectrometria Infrarroja Por Transformada De Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) es una
técnica rapida con una buena relacion sefial/ ruido, de longitud de onda precisa y que proporciona
resolucion constante en todo el espectro (Faraldos y Goberna, 2009).

Un espectrometro FTIR consta de los siguientes elementos:

Fuente de radiacion: Para la region del infrarrojo cercano (0,7 a 2,5 ym) se utilizan lamparas
hal6égenas de cuarzo. Para el infrarrojo intermedio (2,5 a 25 ym) se utiliza un Emisor de Nernst
que consta de una varilla hueca de 6xidos de zirconio, itrio y torio. Para la region del infrarrojo
lejano (25 a 1000 um) se utiliza una lampara de mercurio (Faraldos y Goberna, 2009).

Detector: Transforma la radiacion en una sefial de salida, que puede ser en forma de carga
eléctrica, corriente o diferencia de potencial. El detector de sulfato de triglicina deuterada es el
mas utilizado en los espectrémetros FTIR, el cual detecta un aumento de temperatura como
resultado de la radiacion incidente y lo convierte en una sefal eléctrica (Faraldos y Goberna,
2009).

Interferometro: Consta de dos espejos planos perpendiculares entre si, uno fijo y uno movil, entre
los cuales se encuentra un divisor de haz (Figura 16). Para crear interferencia entre los haces,
éstos recorren caminos de distinta longitud y son de nuevo recombinados. Mediante un detector
se miden las variaciones de intensidad del haz que emerge en funcién de la diferencia de camino
recorrido. El patrén de interferencia resulta en un espectro en el dominio del tiempo que se
denomina interferograma.
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El andlisis de Fourier del interferograma resulta en la representacion de la variacion de la
intensidad de energia en funcién del nimero de ondas, también conocido como espectro infrarrojo
(Harris, 2004; Faraldos y Goberna, 2009).

Espejo fijo
] Espaio

maovil

—

,f’"*'"“\.,l Desdoblador de haz)

|\x-_/{|

Fuente
infrarroja

Muestra | |
1,

Detector \___J

Figura 16. Esquema de un interferdmetro para espectrometria infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) (Gary, 2009).

2.8.4. Electroforesis

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas en funcién de su carga, tamafio y
forma, que se basa en la diferente velocidad de migracion de las moléculas dentro de un campo
eléctrico (Skoog, 2008).

Una mezcla de moléculas cargadas se somete a un campo eléctrico intenso en un medio que
posee un gradiente de pH. Las moléculas cargadas positivamente emigran hacia el polo negativo
(catodo), mientras que las que tienen carga negativa migran hacia el polo positivo (dnodo) (Harris,
2004).

La migracion ocurre a través del gel de agarosa que actia como tamiz molecular; hasta que las
moléculas alcanzan la regién de pH isoeléctrico (aquel valor de pH donde la molécula carece de
carga neta). Al suspender el campo eléctrico las moléculas se precipitan en el lugar que ocuparon
en el gel y su posicion se evidencia con colorante (Harris, 2004).

Este medio de separacion es especialmente eficaz para biomoléculas cargadas como proteinas,
hormonas y &cidos nucleicos (ARN y ADN) (Skoog, 2008).
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2.9. Técnicas Estadisticas

2.9.1. Andlisis de Varianza (ANOVA)

El Analisis de Varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) es una técnica estadistica que se utiliza
para comprobar si existe diferencia en la media de una variable respuesta en tres 0 mas
tratamientos (Holt et al. 2020) o, lo que es equivalente, probar la hipétesis nula de que todas estas
medias muéstrales son iguales (Murray et al. 2010).

Este analisis considera que cualquier tipo de variacion entre los promedios muéstrales de los
tratamientos se atribuyen a: 1) Variacion dentro de la muestra. La cual debe considerarse como
una variacion aleatoria o al azar, también denominada “error”. Y 2) Variacion entre los
tratamientos (Walpole et al. 2012).

Para poder aceptar los resultados inferenciales del ANOVA es necesario establecer las siguientes
suposiciones (Nolasco, 2016; Holt et al. 2020):

¢ Independencia estadistica de las observaciones
e Ladistribucion de las medias en los distintos tratamientos sigue una distribucién normal
e Todos los tratamientos tienen la misma varianza (homocedasticidad)

Los calculos y resultados por lo general se presentan en una tabla ANOVA (Figura 17), que
contiene los componentes de la variabilidad (sumas de cuadrados, grados de libertad, cuadrados
medios), los valores del cociente F y su significancia estadistica, dada como valores de p (Walpole
et al. 2012; Holt et al. 2020).

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados f
variacion cuadrados libertad medios calculada
| L . SCT $2
Tratamientos SCT k —1 S| = —— —
k — 1 54
. . SCE
Error SCE kin —1) §C = —
k(in—1)
Total STC kn — 1

Figura 17. Analisis de varianza para ANOVA de un solo factor (Walpole et al. 2012).
SCT: Suma de cuadrados del tratamiento / SCE: Suma de los cuadrados del error / STC: Suma
total de cuadrados / k: nimero de tratamientos / n: ndmero de observaciones / s : media
cuadrética del tratamiento / s%: cuadrado medio del error

Las fuentes independientes de variacion en el analisis de ANOVA estan representadas por los
grados de libertad mientras que los cuadrados medios 0 medias cuadraticas representan las
variabilidades promediadas por los grados de libertad que las producen.
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Para poder comprobar la igualdad de las medias se recurre al uso de la prueba F. El cociente f
se obtiene al dividir los valores de la media cuadratica de los tratamientos y el cuadrado medio

2
del error (2—12) y se compara con el valor de F de Fisher asociado con los grados de libertad.

A un nivel determinado de significancia (a) se rechaza la hip6tesis nula cuando:
f calculada > F a

Un problema en la comparacion de tres o mas grupos mediante ANOVA es que su significacion
estadistica solo indica que existe una diferencia. No indica exactamente qué grupo o grupos son
diferentes.

Se requiere un analisis adicional, denominado "comparaciones multiples" como la prueba de
Duncan, la prueba de Tukey o la prueba de Bonferroni, para identificar los grupos que tienen
medias diferentes (Holt et al. 2020).

El analisis de varianza resulta particularmente Gtil en la investigacion sanitaria para establecer y
caracterizar las relaciones o asociaciones existentes entre un conjunto de variables. Por ejemplo:
para averiguar si el consumo de alcohol es un factor de riesgo con efecto sobre el acido Urico,
pero teniendo en cuenta la edad de los individuos (Nolasco, 2016).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General

Desarrollar investigacion documental especializada respecto a la aplicacién de la macro alga
Sargassum para la obtencién de productos nutracéuticos.

3.2. Objetivos Especificos

¢ |dentificar los compuestos de interés con aplicacion nutracéutica procedentes de algas de
Sargassum.

o Detallar informacién sobre los niveles de concentracién y técnicas analiticas de
identificacion y cuantificacion de dichos compuestos.

e Mostrar informacion sobre los mecanismos biolégicos que respaldan la utilizacion de
sargazo como materia prima para el desarrollo de productos nutracéuticos.

¢ Identificar ventajas y desventajas reportadas de la aplicaciébn del sargazo como
nutraceéutico.

e Elaborar una propuesta tedrica de practica experimental considerando el tema de tesis y
su aplicacion para la asignatura “Quimica Analitica Experimental II” Clave del DQA: (1607:
QA, QFB; 1700: Q)
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4. Metodologia

El presente trabajo monografico de actualizacién es producto de un proceso de investigacion
documental; que se caracteriza por recopilar informacién de forma sistematica, analitica, sintética
y critica (Chong, 2007).

@/ + Definicién del
temay

subtemas
* Delimitacion del
fema

Q

Recopilacién de
informacion

Seleccion del tema

* Investigacion
documental

@ * Lecturay
Sistematizacion y organizacion de
analisis de la los documentos
informacion seleccionados

@ * Redaccion

Integracién, preliminar

redacciony » Redaccidn final
presentacion dela |- Revisiones

informacion formales

Figura 18. Etapas principales de la investigacion documental de acuerdo con Chong, 2007.
(Gutiérrez-Sanchez, C 2022).

4.1. Seleccién del Tema

En esta etapa se defini6 como tema principal el potencial nutracéutico de las algas pardas del
género Sargassum, a partir de las siguientes observaciones:

e La cantidad de reportes cientificos sobre la actividad bioactiva de ciertos compuestos
guimicos aislados en sargazo. Esto se observé durante la participacion en la elaboracion
la Base de Datos (1984-2022) de Composicion Quimica de Sargazo: Andlisis elemental,
disponible en el sitio AMYD:
https://amyd.quimica.unam.mx/course/view.php?id=662&section=5.

e El exceso de biomasa de Sargassum que arriba de manera invasiva a las costas
mexicanas. Siendo recolectadas 44 mil 913 toneladas en Quintana Roo durante 2021
(SEMAR, 2021).


https://amyd.quimica.unam.mx/course/view.php?id=662&section=5
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e EIl area de oportunidad que representa el aprovechamiento de la biomasa para fines
nutracéuticos, ya que segun las tendencias para el 2024 el valor del mercado global de
nutracéuticos sobrepasara los 404.48 mil millones de ddlares (Marketresearchengine,
2020).

Una vez seleccionado el tema principal, se delimitd su alcance a: Las investigaciones sobre
fucoidan, meroterpenoides y polifenoles aislados de especies del género Sargassum y se
definieron los subtemas relacionados mostrados en las siguientes secciones.

4.2. Recopilacién de la Informacion

Durante la investigacion documental se buscoé e identificé informacion publicada entre los afios
2017 a 2021 y directamente relacionada con la aplicacion nutracéutica del sargazo. Para ello se
utilizaron los siguientes recursos:

o Bases de datos especializadas. Se accedid a los siguientes titulos a través del sitio web
de BIDIUNAM: Agriculture Science Database, AGRIS, Enferteca, Food Science and
Technology Abstracts y Scopus

e Motores de busqueda. Se utiliz6 Google académico para la consulta de libros, articulos
cientificos y patentes.

e Articulos cientificos
e Tesis de maestria
e Libros

¢ Informes gubernamentales

Las palabras clave utilizadas durante la investigacion son: Sargassum, nutraceuticals, antioxidant
activity, hipoglycemic activity, inflammation, brown algae, functional food, bioactivity, fucoidan,
sulfated polysccharides, meroterpenoid, polyphenols.

4.3. Analisis y Sistematizacion de la Informacién

Como resultado de la busqueda especializada se obtuvieron alrededor de 70 articulos cientificos
publicados entre los afios de interés. A partir de ello se selecciond, ordend y clasificod la
informacién encontrada.

Se priorizaron las publicaciones que se limitaron al estudio de alguna especie del género
Sargassum, las que identificaron los compuestos bioactivos y las que realizaron pruebas de
bioensayo ya sea in vivo o in vitro.

Se seleccionaron 11 articulos que fueron incluidos en la seccion de resultados y de los cuales se
presenta un analisis critico e integral

4.4. Integracion, Redaccion y Presentacion de la Informacién

En esta etapa se expuso la informacion recabada durante la investigacion documental. A través
de la redaccion y revision del presente documento se facilita y agiliza el acceso a la informacion
significativa en torno a la utilizacion de algas del género Sargassum como alternativa
nutracéutica.
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5. Resultados y discusion

5.1. Estudios reportados sobre la aplicacion nutracéutica de las algas de Sargassum

En las investigaciones sobre la aplicacién nutracéutica de las algas de Sargassum se exalta la

actividad antiinflamatoria,

antioxidante, antiadipogénica, anticancerigena, antifibrética y

preventiva contra la obesidad e higado graso de los compuestos aislados de ésta fuente marina.

En la mayoria de las investigaciones se realizan ensayos in vitro en diferentes lineas celulares y
en algunos se detallan ensayos in vivo realizados en roedores, peces o humanos. Los hallazgos
de estos estudios sefialan aquellos aspectos biolégicos que respaldan los efectos benéficos
atribuidos a los compuestos estudiados y la posibilidad del desarrollo de productos nutracéuticos.

5.1.1. Sanjeewa, K. K. A., Fernando, I. P. S., Kim, E. A., Ahn, G., Jee, Y., & Jeon, Y. J.
(2017). Anti-Inflammatory Activity of a Sulfated Polysaccharide Isolated from An
Enzymatic Digest of Brown Seaweed Sargassum horneri in RAW 264.7 Cells.

Nutrition Research and Practice, 11(1), 3

Esta investigacion tiene el propdsito de evaluar la actividad antiinflamatoria de los polisacaridos
extraidos enzimaticamente de la macro alga Sargassum horneri, que arriba de manera masiva a

las costas de la isla de Jeju en Corea del Sur.

Recoleccién de Sargassum La muestra fue Digestion
hornerien las costasdela | | liofilizada y molida enzimatica de la
Isla de Jeju, Corea del Sur hasta obtener un muestra de

(Mayo-Junio 2015)

polvo fino. Sargassum horneri

Separacion de los polisacaridos crudos

Centrifugacion a 10,000xg /

20 min a 4°C. Digestos enzimaticos

Almacenamiento .« 4 atanol 95% (hasta

24h/4°C concentracion final

El precipitado fue colectado
de 66%)

y disuelto en Solucion salina
tamponada con fosfato

Espectroscopia infrarroja
4 por transformada de

Ensayos en linea

2 g de polvo de S. horneri + 100 mL
agua destilada + 20 mg o 20 pl de
preparado enzimatico.

24 h de incubacion con las condiciones:

Celluclast: pH: 4.5/ T: 50°C
Viscozyme: pH: 4.5/ T. 50°C
Amiloglucosidasa: pH: 4.5/ T: 60°C
Alcalasa: pH: 8/ T: 50°C

-Ensayo de viabilidad celular
-Determinacion de
produccion de NO
-Determinacion de

e I i | ) . produccion de PGE2
Analisis de composicion quimica Fourier (FTIR) > celljzlgLIR;AW “Medida de la produccién de
| - TNF-ay IL-1B

-Contenido total de polisacaridos -Homogeneizacion de los

-Contenido de fenoles totales
-Contenido de proteina
-Contenido de sulfato.

polisacaridos con KBr.
-Medicién en el rango de

frecuencias: 500 a 4000 ¢m™*

-Analisis de Western Blot

Figura 19. Procedimiento experimental realizado por Sanjeewa et al (2017). (Gutiérrez-Sanchez,

C 2022).
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Se utilizaron enzimas de grado alimenticio y se obtuvieron cuatro polisacaridos crudos (CP)
denominados como: AMGCP (de Amiloglucosidasa), CCP (de Celluclast), VCP (de Viscozyme),
AICP (de Alcalasa).

Mediante andlisis FTIR (Figura 20) se compararon los cuatro CP con fucoidan comercial (Sigma-
Aldrich) y se encontraron similitudes estructurales con CPP, por las bandas observadas a 840
cm™1 (grupo sulfato axial en C-4) y un hombro de absorciéon a 820 cm™! (grupo sulfato en
el C-2) que son exclusivos de los fucoidanos nativos. Ademas, la absorcién a 1240 cm™! que
representa los grupos éster de sulfato que se encuentran en los fucoidanos comerciales.

1650 cm™!
3410 ¢cm™! H

2924 cm! 241
|

820 cm-!

AMGCP

CcCp

VCP

AICP

Fucoidan

T N L

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 cm'

Figura 20. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de los polisacaridos crudos y
fucoidan comercial (Sanjeewa et al. 2017). AMGCP: de Amiloglucosidasa, CCP: de Celluclast,
VCP: de Viscozyme, AICP: de Alcalasa

El andlisis de composicion quimica (Tabla 9) demuestra que la abundancia de constituyentes en
los polisacaridos crudos (CP) es: polisacaridos totales > sulfato > proteina > polifenoles.

Sobre sale el extracto CCP por ser el que posee mayor contenido de polisacaridos, sulfato y
polifenoles y el menor contenido de proteina. Por lo cual los autores infirieron se trata de un
polisacérido sulfatado con evidentes similitudes estructurales al fucoidan comercial.
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Tabla 9. Composiciéon quimica de los polisacaridos crudos extraidos enziméaticamente (Sanjeewa et al.
2017).

Polisacéaridos Proteina Polifenoles ContEiaoide

Muestras sulfato

(g/100 g)

AMGCP 71.63 +2.17 8.80 +0.82 4.63 +0.30 11.51 +0.07
CcCP 88.70 £ 2.44 4,01 +1.06 3.90+0.15 12.01 £0.98
VCP 84.68 + 1.63 11.45+0.00 3.68 +0.15 11.34+0.18
AICP 81.25+2.44 15.77 £ 0.57 3.37 £0.00 2.20 £ 0.07

AMGCP: de Amiloglucosidasa, CCP: de Celluclast, VCP: de Viscozyme, AICP: de Alcalasa

Posteriormente se realizaron pruebas in vitro en lineas celulares de macréfagos Raw 267.7
estimulados con lipopolisacéarido (LPS). Todos los resultados fueron analizados mediante andlisis
de varianza (ANOVA) y prueba de rango multiple de Duncan.

Se determiné que:

¢ Ninguno de los polisacéaridos crudos obtenidos es citotéxico para las células RAW 264.7,
se observo mas del 90% de viabilidad celular.

e A concentracion de 100 yg/mL todos los polisacéaridos crudos inhibieron la produccién de
factores de inflamacién (NO).

e El polisacarido CPP exhibio la mayor actividad antiinflamatoria al inhibir la produccién de
NO (con valor de IC5o= 95.7 pg/mL)

e El polisacarido CCP inhibié la secrecion de Prostaglandina E2 (PGE,) de manera
dependiente de la dosis.

e El polisacarido CCP inhibi6 la secrecién de citosinas proinflamatorias (TNF-a y IL-1B)

e CCP inhibié la sefalizacién NF-kB y MAPK en células RAW 264.7 estimuladas por LPS.

El estudio concluyé que los efectos antiinflamatorios del polisacarido obtenido con el preparado
enzimatico Celluclast (CPP) suceden por el bloqueo de las vias de sefializacion NF-kB y MAPK.
Fue propuesto como candidato potencial para la formulacion de un ingrediente alimentario
funcional o bien, de un farmaco para tratar enfermedades inflamatorias

5.1.2. Huang, C. Y., Kuo, C. H., & Lee, C. H. (2018). Antibacterial and Antioxidant
Capacities and Attenuation of Lipid Accumulation in 3T3-L1 Adipocytes by Low-
Molecular-Weight Fucoidans Prepared from Compressional-Puffing-Pretreated
Sargassum crassifolium. Marine Drugs, 16(1), 24

En esta investigacion se utiliz6 Sargassum crassifolium recolectado en Pingtung, Taiwan para
observar el efecto de la degradacion quimica de fucoidan para obtener fucoidanos de bajo peso
molecular y evaluar su actividad antibacterial, antioxidante y efecto sobre la acumulacion de
lipidos en adipocitos 3T3-L1.

Para ello el alga fue tratada a alta presion y temperatura y después se realiz6 extraccion con agua
caliente, precipitado con etanol y liofilizacion para obtener el extracto de fucoidan crudo (SC). El
extracto fue tratado quimicamente como se indica a continuacion:
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SCO: SC + Peréxido de hidrégeno (H,0,) 10 mM

SCA: SC + Acido ascérbico 10 mM

SCOA: SC + Peréxido de hidrogeno (H,0,) 10 mM + Acido ascorbico 10 mM
SCH: SC + Acido clorhidrico 0.1 N

La degradacion fue corroborada mediante analisis de la viscosidad intrinseca, pues se espera
que al degradarse una solucién de polisacéaridos la viscosidad disminuya. En la Figura 21 se
evidencié este comportamiento para los cuatro degradados obtenidos. Se determiné que la
efectividad de los tratamientos degradativos es: SCOA > SCO > SCA > SHC.
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Figura 21. Cambio en la viscosidad en los degradados de fucoidan a diferentes tiempos,
comparados con extracto crudo de fucoidan (Huang et al. 2018). Nota: SC: Extracto crudo / SCO:
degradado con Peroxido de hidrogeno / SCA: degradado con Acido ascérbico / SCOA:
degradado con Pero6xido de hidrégeno y Acido ascorbico / SCH: degradado con Acido clorhidrico.

El andlisis FTIR de los degradados (Figura 22) demostré las sefiales tipicas de los polisacaridos
sulfatados. Sobresalen las sefiales respectivas a la vibracion de los enlaces en el grupo sulfato:
821 cm™! (C-O-S), 1260 cm™! (S=0) y de la unidad de fucopiranosa: 1637 cm~! (O-C-O) y 902
cm™! (anillo de B-piranosa). Con lo que se corroboré que los degradados en efecto estan
compuestos por fucoidanos.

Con respecto al peso molecular, en la (Tabla 10) se observa que los cuatro degradados son de
menor peso molecular que el extracto crudo de fucoidan. Asi se evidencia que la degradacion
guimica en efecto produce fucoidanos de bajo peso molecular.
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Figura 22. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de los degradados de fucoidan
y grupos funcionales asociados con cada pico (Huang et al. 2018).

Con base en la proporcién de altos porcentajes de area asociados con valores bajos de peso
molecular se observa que, en su mayoria, el peso molecular de los degradados es inferior a 14.89
KDa. Ademas, SCO, SCA y SCOA presentan menores pesos moleculares que SCH, sin embargo,
no presentan diferencia significativa entre ellos.

Tabla 10. Peso molecular de los degradados quimicos de fucoidan y su distribucién de los pesos
moleculares, determinados mediante HPLC con filtracién en gel. (Huang et al. 2018).

Peso molecular (KDa) / area del pico (%)

Pico

sc sco SCA SCOA SCH
Pico 1 600'120%&%/ 608.41 KDa /0.41% 606.54 KDa /0.90% 583.66 KDa/0.47% 645.03 KDa/ 20.11%
Pico 2 ND 10.80 KDa / 39.61% 14.89 KDa / 51.64% 13.35 KDa / 70.55% 22.50 KDa / 79.89%
Pico 3 ND 5.05KDa/59.98% 6.87 KDa/47.46% 7.62 KDa / 28.98% ND

Nota: ND: No Determinado / SC: Extracto crudo / SCO: degradado con Perdxido de hidrogeno / SCA: degradado con
Acido ascorbico / SCOA: degradado con Perdxido de hidrogeno y Acido ascorbico / SCH: degradado con Acido
clorhidrico.
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La composicién quimica de los fucoidanos de bajo peso molecular (Tabla 11) indica que el
tratamiento degradativo no afectd significativamente el contenido de azUcares totales ni de
impurezas (proteinas y polifenoles); mientras que, si incrementa la concentracion de acidos
urénicos, fucosa y sulfato.

Tabla 11. Composicién quimica de los fucoidanos de bajo peso molecular obtenidos mediante degradacion
guimica del extracto crudo de fucoidan de Sargassum crassifolium. (Huang et al. 2018)

Compuesto SC SCO SCA SCOA SCH
Azucar(ﬁ/i)mta'es 46.51+1.28 45.84+0.81 41.44+2.36 53.17+2.22 50.57+1.51
Ac'dos((;)r)on'c"s 14.29+0.62 27.71%1.01 27.38+0.94 29.04+1.01 23.71#0.31

Fucosa (%) 25.87+1.09 24.53+1.89 31.64+1.91 33.20+0.54 30.53+1.89

Sulfato (%) 15.12+0.67 17.47+1.35 22.37+0.98 22.23+1.09 19.77+1.01

Proteina (%) 2.10+0.04 2.0840.20 2.02+0.01 2.14+0.11 2.30£0.04
Polifenoles (%) 1.01£0.13 1.18+0.06 0.79£0.03 0.62+0.08 0.860.06

Nota: SC: Extracto crudo / SCO: degradado con Perdxido de hidrogeno / SCA: degradado con Acido ascorbico /
SCOA: degradado con Peroxido de hidrégeno y Acido ascoérbico / SCH: degradado con Acido clorhidrico

La actividad antioxidante de los fucoidanos de bajo peso molecular fue evaluada mediante
diferentes pruebas, se encontr6 que:

Todos los fucoidanos de bajo peso molecular exhibieron capacidad antioxidante
dependiente de la dosis

SCAy SCO presentaron la mayor actividad antioxidante en la prueba DPPH, (valores ICs,
de 1.80 £ 0.09 mg/mL y 2.43 + 0.07 mg/mL, respectivamente)

SCO y SCH presentaron la mayor captacion de radicales ABTS

Respecto a los ensayos bioldgicos realizados se observo lo siguiente:

A concentracion de 100 pg/mL, ninguno de los fucoidanos de bajo peso molecular
presenta citotoxicidad en células 3T3-L1

SCOA present6 la mayor actividad protectora contra la muerte celular inducida con (H,0,)
en células 3T3-L1 (Viabilidad celular de 88.63% + 1.24% vs 52.95% + 1.75% del grupo
control)

Todos los fucoidanos de bajo peso molecular presentan efectos antiadipogénicos en
células 3T3-L1

SCOA present6 el mayor efecto atenuador de acumulacion de lipidos durante la
diferenciacion de preadipocitos hacia adipocitos en células 3T3-L1
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Todos los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
rango multiple de Duncan. Con base en los hallazgos de esta investigacion, los autores
propusieron el fucoidano de bajo peso molecular obtenido con el tratamiento SCOA como un
agente antioxidante, antibacterial y antidipogenico natural y seguro para su aplicacion en
alimentos y nutracéuticos.

5.1.3. Fernando, |I. P. S., Sanjeewa, K. K. A,, Lee, H. G., Kim, H. S., Vaas, A. P. J. P., De
Silva, H. I. C., Nanayakkara, C. M., Abeytunga, D. T. U., Lee, D. S., Lee, J. S., &
Jeon, Y. J. (2020). Fucoidan Purified from Sargassum polycystum Induces Apoptosis
Through Mitochondria-Mediated Pathway in HI-60 and Mcf-7 Cells. Marine Drugs,
18(4), 196

En este trabajo de investigacion se evalué la actividad anti proliferativa y apoptética del fucoidan
extraido enzimaticamente a partir de Sargassum polycystum recolectado en las costas de Sri
Lanka.

Para la extraccion se utiliz6 el preparado enzimatico Celluclast, mientras que las impurezas
proteicas se degradaron con proteasa. A partir del extracto obtenido, se purificaron cinco
fracciones, F1 a F5, mediante cromatografia de intercambio idnico.

El andlisis FTIR de las fracciones (Figura 23) demostré picos prominentes a 845, 1035 y
1616 cm~! asociados respectivamente con las vibraciones de los enlaces C-O-S, S=0 y O-C-O.
Demostrando asi la presencia de grupo sulfato y del enlace en el C1 en el anillo de fucopiranosa.

También sobresale un pico amplio presente en todas las fracciones y en fucoidan comercial,
ubicado entre 1220 y 1270cm™1. La intensidad de esta sefial aumenta progresivamente y esta
asociada con el grado de sulfatacion del polisacarido. Coincidente con el aumento progresivo de
su concentracion en las fracciones (Tabla 12).

Las fracciones de polisacaridos obtenidas difieren entre si por:

e Su carga eléctrica. Se vuelve progresivamente mas negativa.

e Su composicion quimica (Tabla 12). El contenido de fucosa y de sulfato aumenté
progresivamente.

e Su peso molecular (Figura 24). El peso molecular disminuy6 progresivamente.
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Figura 23. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de las fracciones F1 a F5

obtenidas de Sargassum polycystum, comparados con fucoidan comercial (Fernando et al.
2020b).

Tabla 12. Composicién quimica de las fracciones purificadas de polisacaridos F1 a F5 obtenidas
enzimaticamente (Fernando et al. 2020b).
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Compuesto | F1 \ F2 F3 F4 F5
. L. 81.42% + 75.66% + 70.25% + 64.82% +
04 + 0,
Polisacaridos 0.09% 0.11% 0.26% 0.24% 59.36% + 0.03%
12.42% + 18.75% + 23.12% +
0 0f + 0
Sulfato 0.30% 0.00% 0.29% 28.61% 33.56% + 0.07%

Proteina 0.36% £ 0.02%  0.28% + 0.01% 0.25 + 0.02% 0.33% = 0.03% 0.28% + 0.00%
Polifenoles 0.52% £ 0.02%  0.55% +0.00%  0.48% +0.04%  0.39% + 0.01% 0.27% + 0.02%
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Figura 24. Distribucion del peso molecular de las fracciones purificadas de polisacaridos F1 a
F5, determinado mediante electroforesis en gel de agarosa (Fernando et al. 2020Db).

Los ensayos in vitro se realizaron en células cancerosas HL-60 (leucemia) y MCF-7 (cancer de
mama) utilizando las fracciones. Todos los resultados fueron tratados con andlisis de varianza
(ANOVA) y prueba de rango multiple de Duncan. Se observé lo siguiente:

e Lafraccion F5 demostrd la mayor reduccién en la viabilidad de las células cancerosas con
ICsy = 84.63 + 0.08 pg/mL para células HL-60y ICs, = 93.62 +£0.007 pg/mL para células

MCF-7

e Se observé apoptosis temprana en las células cancerosas con tratamiento de F5 a partir
de 25 pug/mL

e Se observl apoptosis tardia en las células cancerosas con tratamiento de F5 a partir de
50 pg/mL

e Eltratamiento con F5 incrementé los niveles de la proteina proapoptética Bax y redujo los
niveles de la proteina antiapoptotica Bcl-xL

e EIl tratamiento con F5 incrementd los niveles de la enzima Caspase-9, que esta
involucrada en la apoptosis y cuya deficiencia se relaciona con la inflamacion.

Estos hallazgos demuestran que los polisacaridos sulfatados de bajo peso molecular y alto grado
de sulfatacion (F5) provenientes de Sargassum polycystum presentan actividad anticancerigena
y que podrian ser utilizados como ingrediente funcional en alimentos y en farmacia.
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5.1.4.Chale, J., Pérez, R., Quintal, C., Olivera, L., & Moo, R. (2020). Hepatoprotective
Effect of a Fucoidan Extract from Sargassum fluitans Borgesen against CCl,-Induced
Toxicity in Rats. International Journal of Biological Macromolecules, 145, 500-509

En esta investigacion se evalud el efecto antifibrético del fucoidan extraido de Sargassum fluitans
recolectado en Puerto Morelos, México, mediante un estudio in vivo en ratas con fibrosis hepética

inducida con CCl,.

El alga fue pretratada con etanol 80% a temperatura ambiente por 12 h, después se realizé la
extraccion del fucoidan con etanol 80% a 70°C por 4h.

La caracterizacion quimica del extracto de fucoidan (FE) indicé lo siguiente:

e El peso molecular es aproximadamente de 60 KDa (HPLC, Figura 25)

e El contenido de fucoidan es de 11.67 % (Espectroscopia UV-Vis)

El extracto se compone ademas de carbohidratos (25.80% + 1.56%), sulfato (7.56% =
1.54%), polifenoles (1.99% + 0.15%) y acidos uronicos (0.32% = 0.02%).
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Figura 25. Cromatograma por HPLC para determinar peso molecular del extracto de fucoidan
obtenido de Sargassum fluitans, comparado con albimina y pululano. (Chale et al. 2020). Nota:

RT: Tiempo de retencién / PM: Peso molecular.

En andlisis FTIR del extracto obtenido (Figura 26) se observan sefales asociadas con el grupo
sulfato: 823 cm™! (C-O-S en el C2 del residuo de fucopiranosa) y 1228 cm™! (enlace S=0O del
grupo éster de sulfato). Las sefiales intensas a 1631 y 1421 cm™! (enlace C=0) evidencian la

presencia de acidos uronicos anclados al polisacarido.
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Figura 26. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) del extracto de fucoidan
obtenido de Sargassum fluitans y grupos funcionales asociados con cada sefal. (Adaptado de
Chale et al. 2020).

El estudio in vivo se realizd en condiciones ambientales controladas con 4 grupos de 6 ratas
macho. El extracto se administré via sonda oral una vez al dia por 13 semanas de la siguiente
manera:

Grupo control negativo: 0.60 mL aceite de maiz / Kg peso corporal

Grupo positivo: 0.60 mL de €Cl, / Kg peso corporal

Grupo protegido: 0.60 mL de CCl, / Kg peso corporal + 100 mg / Kg de Silymarin
Grupo experimental: 0.60 mL de CCl, / Kg peso corporal + 50 mg / Kg de FE.

Se realizaron diferentes pruebas para evaluar parametros bioquimicos, histol6gicos y genéticos.
Los resultados fueron comparados entre grupos mediante analisis de varianza (ANOVA) y prueba
de Tukey. Los hallazgos son los siguientes:

¢ Lagananciade peso en el grupo experimental aumentd 22.58% respecto al grupo positivo.

e El dafio hepatico fue mitigado en 0.38% por el tratamiento con el extracto de fucoidan,
comparado con el grupo positivo

e La administracion del extracto de fucoidan redujo los niveles plasmaticos de las enzimas
alanina aminotransferasa (58%), aspartato aminotransferasa (99%) y fosfatasa alcalina
(80%) con respecto al grupo positivo. Estas enzimas fungen como marcadores de dafio
hepatico croénico.

e La fibrosis relativa (Figura 27) se redujo 61% en el grupo experimental con respecto al
grupo positivo.
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e La expresion relativa del factor TGF-B1 fue reducida 46% en el grupo experimental con
respecto al grupo positivo. La disminucion es indicativa de reduccion en la fibrosis
hepéatica.

e Eltratamiento con FE disminuy6 el aumento en la expresion de los genes col1a1y TIMP1
causada por el tratamiento con CCl,

e La administracion del extracto de fucoidan disminuy6 el incremento en las citosinas
proinflamatorias IL-B1 y TNF-a provocado por el tratamiento con CCl,

Fibrosis relativa

Il CCl; £ Silymarin FE

Figura 27. Cuantificacion de la fibrosis relativa a través de la formacién de depésitos de colageno
(Chale et al. 2020). Grupos: CCl,: Control positivo, Silymarin: Grupo protegido
FE: Grupo experimental

En conclusion, este estudio proporciona evidencia cuantitativa sobre la actividad
hepatoprotectora del fucoidan extraido a partir de Sargassum fluitans y exalta su posible
utilizaciébn como ingrediente nutracéutico en alimentos funcionales enfocados en la prevencion
de la fibrosis hepatica.
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5.1.5. Zhang, Y., Zuo,J., Yan,L.,Cheng, Y., Li,Q.,Wu, S., Chen, L., Thring, R. W., Yang,
Y., Gao, Y., Wu, M., & Tong, H. (2020). Sargassum fusiforme Fucoidan Alleviates
High- Fat Diet-Induced Obesity and Insulin Resistance Associated with the
Improvement of Hepatic Oxidative Stress and Gut Microbiota Profile. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 68(39), 10626—10638

En este trabajo se investigaron los efectos del fucoidan extraido de Sargassum fusiforme
proveniente de China, sobre la obesidad inducida por dieta alta en grasa (HFD), la resistencia a
la insulina y la microbiota intestinal.

Las algas fueron pretratadas con etanol 80% por 12h, posteriormente se extrajo el fucoidan con
HCI 0.01 M en agitacion por 6h. Las proteinas se eliminaron con cloroformo: n-butanol (4:1 v/v),
finalmente el fucoidan se precipitdé con etanol 95% a 4°C.

La caracterizacion del extracto de fucoidan (SFF) demostré6 un contenido de 81.33% de
carbohidratos, 17.36% de Sulfato y 12.53% de Acidos urénicos.

La investigacion in vivo se realizé en dos grupos de ratones con dietas distintas disefiadas de la
siguiente manera:

Dieta normal (NCD): De las calorias totales 10% corresponde a grasa (total de ratones=10)
Dieta alta en grasa (HFD): De las calorias totales 60% corresponde a grasa (total de ratones=20)

Tras 8 semanas de alimentacion libre los animales fueron administrados via intragastrica una vez
al dia por 6 semanas de la siguiente manera:

Grupo NCD: Solucién salina
Grupo HFD: Solucién salina
Grupo HFD + SFF: Solucién salina + 200 mg SFF / Kg peso corporal.

Los efectos en el organismo se evaluaron a través de pruebas intraperitoneales de tolerancia a
glucosa e insulina, pruebas histolégicas de tejido adiposo y de intestino, analisis bioquimicos,
pruebas de inmunotransferencia, y pruebas genéticas (PCR y Reduccion 16S rRNA).

Todos los resultados fueron comparados entre grupos mediante analisis de varianza (ANOVA) y
prueba de rangos multiples de Duncan.

En relacién con las consecuencias organicas de la dieta alta en grasa (Grupo HFD), el tratamiento
con SFF demostré los siguientes efectos:

¢ Disminucion en ganancia de peso, acumulacion de grasa corporal e indice de masa corporal.
¢ Reduccidn significativa de los niveles séricos de triacilglicerol, lipoproteina de baja densidad,
colesterol total y acidos grasos libres.
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¢ Disminucion del contenido de triacilglicerol y colesterol total en higado. Esto sugiere que el
tratamiento con fucoidan podria prevenir el desarrollo de dislipidemia y esteatosis hepatica
(higado graso).

e Los niveles séricos de las enzimas alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa
disminuyeron 13.4% y 32.2% respectivamente. Estos hallazgos indican alivio en dafio
hepético inducido por dieta alta en grasa.

e Aumento de la eficiencia en la utilizacion de insulina y aumento de la sensibilidad a la
insulina.

¢ Incremento en la fosforilacion de Akt en el higado. Esto indica alivio en la resistencia a la
insulina.

e Efecto protector contra la peroxidacién de lipidos en las células.

¢ Disminucion en la modificacién de proteinas por los productos secundarios citotoxicos de la
peroxidacion de lipidos (Malondialdehido, 4-Hidroxinonenal).

¢ Modulacion de genes esenciales en el balance del estrés oxidativo y reversién de estrés
oxidativo en el higado (Cat, Sod2, Slc7all, G6pd2, Prdx1, Gpx2 y Gpx4).

¢ Reduccién de estrés oxidativo en higado e inflamacién inducida por la dieta alta en grasa.

¢ Remodelacion de la microbiota intestinal. Enriquecimiento de 9 comunidades de bacterias
intestinales (Figura 28).

e Reduccién de la inflamacion intestinal relacionada con la abundancia de bacterias

perniciosas.
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D Proteobacterias
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Figura 28. Composicion de la microbiota intestinal de los grupos experimentales de ratones a
nivel taxonémico Filo (Zhang et al. 2020).
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Este estudio brinda evidencia de que la utilizacion del extracto de fucoidan de Sargassum
fusiforme mejora la resistencia a la insulina a través de la via Nrf2/ARE, alivia el dafio tisular
causado por el estrés oxidativo y redujo la inflamacion sistémica inducida por la dieta alta en
grasa. Ademas, remodel6 y mejoro la estructura de la microbiota intestinal.

5.1.6. Tsai, H. L., Tai, C. J., Huang, C. W., Chang, F. R., & Wanq, J. Y. (2017). Efficacy
of Low-Molecular-Weight Fucoidan as a Supplemental Therapy in Metastatic
Colorectal Cancer Patients: a Double-Blind Randomized Controlled Trial. Marine
Drugs, 15(4), 122

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la eficiencia de la suplementacion oral de fucoidan
de bajo peso molecular, como tratamiento complementario a la terapia dirigida en pacientes con
cancer colorrectal metastasico.

El ensayo se realizd con 54 pacientes de entre 20 y 80 afios, suplementados junto con los
alimentos 2 veces al dia por 6 meses, como se observa a continuacion:

Grupo experimental: 4g de fucoidan (total de pacientes= 28)
Grupo control: 4g de celulosa (total de pacientes= 26)

El fucoidan de bajo peso molecular administrado es de origen comercial (Hi-Q Marine Biotech
International), proveniente de Sargassum hemiphyllum. Este producto fue obtenido por hidrdlisis
enzimatica del fucoidan original y sus caracteristicas son: peso molecular (0.8 KDa), contenido
de fucosa (210.9 + 3.3 mmol/g) y contenido de sulfato (38.9 £ 0.4 %).

La eficiencia del tratamiento auxiliar con fucoidan se evalu6 a través de la Tasa de control de la
enfermedad (DCR por sus siglas en inglés), la cual se obtiene a través de la respuesta observada
en las lesiones diana y se mide de la siguiente manera:

DCR =CR + PR + SD.

CR: respuesta completa (desaparicién de lesiones diana)

PR: respuesta parcial (disminucién por lo menos del 30% de las lesiones diana)

SD: enfermedad estable (sin aumento ni disminucién en las lesiones diana)

PD: progresioén de la enfermedad (incremento por lo menos del 20% de las lesiones diana)

Se observé que la tasa de control de la enfermedad fue significativamente mayor en el grupo
experimental que en el grupo control (92.8% vs 69.2%) y no se observd muerte ni efectos
adversos derivados del consumo oral de fucoidan de bajo peso molecular pero tampoco
diferencias significativas entre la calidad de vida de ambos grupos.
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En conclusion, esta investigacion demostré que el fucoidan de bajo peso molecular es seguro
para su administracion en humanos, asi como las ventajas que tiene con respecto al
mejoramiento de la tasa de control de enfermedad. Ademas, brinda un punto de partida para mas
investigaciones referentes al tratamiento de esta enfermedad.

5.1.7. Lim, S. J., Wan Mustapha, W. A., & Maskat, M. Y. (2017). Seaweed Tea: Fucoidan-
Rich Functional Food Product Development from Malaysian Brown Seaweed,
Sargassum binderi. Sains Malaysiana, 46(9), 1573-1579

El objetivo de esta investigacion es evaluar la capacidad antioxidante y el contenido de fucoidan

del té elaborado a partir de Sargassum binderi seco y pulverizado proveniente de Semporna,
Sabah.

Se utilizaron bolsas de té con 5 g de alga pulverizada y se infusionaron en 200 mL de agua
hirviendo durante 5, 10, 15 y 20 minutos (Ft5, Ft10, Ft15 y Ft20 respectivamente).

Luego, para demostrar que el té exhibe la actividad antioxidante propia del sargazo se evalud la
actividad antioxidante secundaria del té a través de los ensayos de captacion de anion superéxido
(Figura 29) y captacion del radical hidroxilo (Figura 30).

5 (Fto5) 10 (Ft10) 15 (Ft15) 20 (Ft20)
Tiempo de tratamiento (min)

[ —- r ]
o w o wn

Captacién del anion superoxido (%)
(%) ]

Figura 29. Actividad de captacion de anién superéxido del té de Sargassum binderi a 4 diferentes
tiempos de infusién (Lim et al. 2017).
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Figura 30. Actividad de captacién de anién hidroxilo del té de Sargassum binderi a 4 diferentes
tiempos de infusién (Lim et al. 2017).

Por ultimo, se revisé la correlacion entre el contenido de fucoidan (Figura 31) y la actividad

antioxidante mediante correlacién de Pearson y se realiz6 una evaluacion sensorial del té. Todos
los resultados fueron analizados por analisis de varianza (ANOVA) y prueba de rangos multiples

de Duncan.
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Figura 31. Contenido de fucoidan en té de Sargassum binderi a 4 diferentes tiempos de infusion
(Lim et al. 2017).
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Se constaté mediante el andlisis de correlacion que el incremento de Fucoidan en el té¢ aumenta
la actividad antioxidante, siendo el tratamiento Ft20 el mejor para los fines funcionales del té.
Finalmente, el olor desagradable del alga fue enmascarado con 0.3 % (v/v) de esencia de limon.

En este estudio se desarroll6 con éxito un té de alga marina a base de Sargassum binderi que se
demostré tiene actividad antioxidante y aceptacion sensorial por parte de los consumidores.

En este articulo se evaluaron

5.1.8. Kwon, M., Lim, S. J., Joung, E. J., Lee, B., Oh, C. W., & Kim, H. R. (2018).

Meroterpenoid-Rich Fraction of an Ethanolic Extract from Sargassum serratifolium

Alleviates Obesity and Non-Alcoholic Fatty Liver Disease in High Fat-Fed C57BL/6J

Mice. Journal Of Functional Foods, 47, 288—298

los efectos de

la administracion de

la fraccién rica en

Meroterpenoides (MES) obtenida de Sargassum serratifolium recolectado en Busan, Corea del
Sur, sobre la obesidad y la esteatosis hepatica (higado graso) inducida por dieta alta en grasa.
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Figura 32. Procedimiento experimental realizado por Kwon et al (2018). (Gutiérrez-Sanchez, C

2022).



64

Mediante HPLC se aislaron 3 compuestos meroterpenoides en MES, que son: Acido
sargahidroquinoico (37.6 £ 2.1 g /100g MES), Sargacromenol (6.23 + 0.36 g /100g MES) y
Acido sargaquinoico (1.89 + 0.10 g /100g MES).

Todos los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
Bonferroni y demostraron lo siguiente:

e La administracion alimenticia de la fraccion rica en meroterpenoides redujo
significativamente el peso corporal (MES 0.1% y MES 0.2%) y el peso del higado de los
ratones (MES 0.05%, 0.1% y 0.2%).

e Se observaron menores niveles séricos de glucosa, acidos grasos libres y triglicéridos en
los grupos MES 0.1% y MES 0.2% comparados con el grupo HFD.

e La administracion de MES disminuy6 la concentracién de triglicéridos y colesterol en
higado.

¢ Lainfiltraci6bn de macréfagos en tejido hepético fue menor en los grupos HFD+MES que
en el grupo HFD.

e La suplementacién con MES restaurd los niveles de fosforilacion de MAPK y redujo
significativamente el contenido de las proteinas lipogénicas SREBP-1c, SCD-1, y FAS.

e Laingesta de MES reprimio la sintesis de proteinas implicadas en la sintesis de colesterol
(SREBP-1c, SREBP-2, y HMGCR).

e Reduccién en la acumulacién de lipidos en el tejido epididimal mediante la activacion de
MAPKa y la fosforilacion de ACCa.

e La suplementacion con MES indujo la expresién de la proteina UCP-1 en tejido
subcutaneo, estimulando asi la transformacion del tejido adiposo blanco en tejido adiposo
beige y marrén.

¢ Reduccién de la inflamacién asociada con la dieta alta en grasa.

Los autores de esta investigacion concluyeron que la suplementacién alimenticia con fraccion rica
en meroterpenoides (MES) proveniente de Sargassum serratifolium demostré proteccion contra
la acumulacion de lipidos en higado, epididimo y tejido adiposo subcutaneo a través de la
regulacién de la 3-oxidacion, sintesis de colesterol, lipogénesis y sintesis hepatica de lipidos.
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5.1.9. Gwon, W., Joung, E., Shin, T., Utsuki, T., Wakamatsu, N., & Kim, H. (2018).
Meroterpinoid-Rich Fraction of the Ethanol Extract from Sargassum serratifolium
Suppresses TNF-A-Induced Monocytes Adhesion to Vascular Endothelium and
Vascular Inflammation in High Cholesterol-Fed C57BL/6J Mice. Journal of Functional
Foods, 46, 384—393.

En este trabajo se investigaron los mecanismos antiinflamatorios relacionados con la proteccion
contra el desarrollo de aterosclerosis al administrar en ratones la fraccion rica en Meroterpenoides
(MES) extraida de Sargassum serratifolium recolectado en Busan, Corea del Sur.

El procedimiento para la extraccion y cuantificacion de compuestos se realizé de la misma forma
gue reportd6 Kwon et al 2018, compartiendo ademas los mismos contenidos de acido
sargahidroquinoico (37.6+2.1 g/100g MES), sargacromenol (6.23+0.36 g/100g MES) y acido
sargaquinoico (1.89+0.10 g/100g MES).

Para el estudio in vitro se utilizaron células humanas endoteliales de la vena umbilical (HUVECS)
con inflamacién inducida (con TNF-a).

Para el estudio in vivo se realiz6 un estudio en 4 grupos de 10 ratones macho, la administracion
de MES se realiz6 junto con los alimentos en dieta alta en colesterol, por 10 semanas de la
siguiente manera:

Control: Comida normal de roedor.

HCD: Comida de roedor alta en colesterol (1.25% de colesterol)

MES (0.15%): Comida de roedor (HCD) + 90 mg MES/ Kg peso corporal
MES (0.3%): Comida de roedor (HCD) + 180 mg MES/ Kg peso corporal

Se llevaron a cabo pruebas de viabilidad celular, genéticas, proteicas y de inmunofluorescencia.
Todos los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
Bonferroni. Se encontré lo siguiente:

e Eltratamiento con MES a las concentraciones de 2.5, 5.0y 10.0 pg/mL, presenta viabilidad
celular cercana al 100%.

e Laadherencia de monocitos THP-1 a las células HUVECs disminuy6 con la suministracion
de MES. (La adherencia es un factor critico en el desarrollo de la aterosclerosis).

e La administracién de MES redujo la expresion celular de los promotores de infiltracion de
monocitos ICAM-1 y VCAM-1. Los valores de ICs, para la fraccion MES y cada uno de
sus componentes se observan en la Tabla 13.

e Laaccién del 4cido sargahidroquinoico es selectiva sobre VCAM-1. Este hallazgo sugiere
que existe relacién entre la actividad biolégica y la estructura molecular.

e La fraccion rica en meroterpenoides inhibe la progresion de la placa aterosclerética
mediante la regulacion de las quimiocinas MCP-1 y MMP-9.

e La inhibicién en la expresion de proteinas de inflamacion vascular se regula mediante la
activacion del factor de transcripcion NF-kB en células HUVECs tratadas con MES.

e Se observo reduccién en los niveles de proteinas aterogénicas en tejido de la aorta de
ratones alimentados con dieta alta en grasa.
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Tabla 13. Actividad inhibitoria de MES (fraccion rica en meroterpenoides) y sus compuestos bioactivos
aislados, sobre la expresion de ICAM-1 (molécula de adhesion intracelular) y VCAM-1 (molécula de
adhesidn celular vascular) en células HUVECs (Gutiérrez, 2021).

Compuestos IC30
ICAM-1 | VCAM-1
Fraccion rica en meroterpenoides (MES) 7.25+0.53 (pg/mL) 6.67+0.31 (pg/mL)
Acido sargahidroquinoico (SHQA) Sin efecto 6.67+0.31 (M)
Sargacromenol (SCM) 22.04+1.89 (UM) 25.5312.45 (uM)
Acido sargaquinoico (SQA) 7.75£0.84 (M) 8.19£0.66 (uM)

El IC50 indica las concentraciones a la que se inhibi6 a la mitad la expresion maxima de ICAM-1 (molécula de adhesién
intracelular) y VCAM-1 (molécula de adhesion celular vascular en las células HUVECS).

En conclusion, la fraccion rica en meroterpenoides MES demostré multiples actividades sobre la
adherencia de monocitos y la inflamacién vascular a través de la regulacion del factor NF-kB en
experimentacion in vivo e in vitro. La suplementacién alimenticia con MES demastrd prevenir la
inflamacién vascular principalmente regulando quimiocinas circulatorias en plasma y reprimiendo
la expresion de COX-2, ICAM-1, VCAM-1, MMP-9, y MCP-1.

5.1.10. Kim, E., Kim, S., Kim, J., Oh, J., Kim, H., Yoon, W., Kang, D., & Heo, S. (2019).
Tuberatolide B Isolated from Sargassum macrocarpum Inhibited LPS-Stimulated
Inflammatory Response via Mapks and NF-Kb Signaling Pathway in RAW?264.7 Cells
and Zebrafish Model. Journal Of Functional Foods, 52, 109-115

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto inhibidor del Tuberatolide B (TTB) extraido
de Sargassum macrocarpum recolectado en Jeju, Corea del Sur, sobre la accion del
lipopolisacarido (LPS) en células RAW264.7 y un modelo in vivo con pez cebra.

Para obtener el compuesto activo se realizé extraccién con metanol 80%, 3 veces a temperatura
ambiente. Luego, el extracto obtenido se fracciond con cloroformo y posteriormente se purificd
mediante cromatografia en columna. Finalmente, el Tuberatolide B (TTB) se aisl6 mediante HPLC
de fase reversa. La estructura molecular se determiné por resonancia magnética nuclear (Figura
33).
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Figura 33. Estructura quimica de Tuberatolide B (TTB). (Kim et al. 2019)
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Para los andlisis in vitro se utilizaron células RAW264.7 estimuladas con lipopolisacarido (grupo
positivo) y se trataron con TTB a concentraciones de 3.13, 6.25 y 12.5 uyg/mL. Todos los
resultados fueron analizados mediante prueba T de student. Los resultados son los siguientes:

¢ No se observé citotoxicidad en las células RAW264.7 tratadas con TTB a concentraciones
inferiores a 12.5 pg/mL.

e La administracibn de Tuberatolide B (TTB) a 12.5 pg/mL fue capaz de reducir la
produccion de NO (mediador de inflamacion) casi 70% en comparacion con el grupo
positivo.

e Tuberatolide B disminuyé los niveles de PGE, tan solo ligeramente en el grupo tratado con
12.5 pg/mL.

e Tuberatolide B disminuyé los niveles de la proteina iINOS pero no los de COX-2.

e EI tratamiento con TTB redujo significativamente los niveles de las citosinas
proinflamatorias IL-6 y IL-1 pero no los de TNF-a.

e Ademas, se encontr6 que la accion antiinflamatoria de (TTB) se da a través de la
fosforilacion de moléculas de la via de sefializacion MAPK (ERK, JNK, y p38) y del
complejo proteico NF-f3.

En el estudio in vivo se utilizaron 15 embriones de peces cebra a los que se le incorporé al medio
embrionario distintas concentraciones de (TTB) y 50 yL de (LPS). Después se determiné la
produccion de mondxido de nitrégeno (mediador de inflamacion) y muerte celular.

Se observé aumento en la tasa de sobrevivencia de los embriones de manera dependiente de la
dosis. Ademas, la producciéon de NO disminuyo aproximadamente 1.5 veces comparada con el
grupo control.

Con base en estos hallazgos los autores propusieron que el TTB aislado de Sargassum
macrocarpum puede utilizarse como parte de un alimento funcional antiinflamatorio y como
agente terapéutico en enfermedades inflamatorias.
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5.1.11. Barbosa, M., Fernandes, F., Carlos, M. J., Valentdo, P., & Andrade, P. B. (2021).
Adding Value to Marine Invaders by Exploring the Potential of Sargassum muticum
(Yendo) Fensholt Phlorotannin Extract on Targets Underlying Metabolic Changes in
Diabetes. Algal Research, 59, 102455.

El objetivo de este estudio fue investigar la capacidad del extracto de florotaninos obtenidos de
Sargassum muticum recolectado en Portugal, para modular la actividad de enzimas relacionadas
con el metabolismo de los carbohidratos (a-amilasa y a-glucosidasa) y la glucosa (aldosa
reductasa) con el fin de manejar el estrés oxidativo, la glicosilacion de proteinas y prevenir el
dafio mediado por macréfagos.

Preparacion del extracto
La muestra fue

lavada con agua

Recoleccion de Sargassum

salina (3.5%),
liofilizada y molida
hasta obtener un
polvo fino (<910 ym)

muticum en la playa Praia
Norte, Viana do Castelo,
Portugal (Mayo 2015)

Remocidn de lipidos (por
triplicado).

____» 0.5gpolvo de S. muticum +

1 mL de n-hexano.

Extraccion de florotaninos
(por cuatriplicado) con 10

— mL acetona-agua (7:3 v/v)

por 1 h /400 rpm.

Centrifugacion (4,000 rpm,
300x g/ 5 min)

Centrifugacién (4,000 rpm
/5 min)

l

Las fases organicas

fueron combinadas y

evaporadas (presion
reducida / 30°C)

Purificacion del extracto

Lavado con acetona-agua (7:3 v/v). Adsorcion en celulosa y
Centrifugacion (4,000 rpm / 5 min). secado (presion reducida /
Evaporar (presion reducida / 30°C) 30°C).

hasta obtener extracto seco Lavado con tolueno

|

— Perfilacion de los florotaninos

Resuspension del
“—| extractosecoen 30
mL de metanol.

Ensayos

bioldgicos celular RAW 264.7

_{ Ensayos en linea

—Identificacién de floroglucinol
por HPLC. (Estandar de
floroglucinol comercial)

-Viabilidad celular
-Inhibicién de INOS
-Determinacion de niveles de L-citrulina
-Efecto sobre la cantidad de TNF-ay
IL-6 (Mediante prueba de ELISA)

-Capacidad antioxidante total
-Captacion del radical DPPH
-Captacion del anion radical superoxido
-Eliminacion de o6xido nitrico
-Glicosilacion de proteinas
-Inhibicion de a- Amilasa
- Inhibicion de a- Glucosidasa
- Inhibicién de Aldosa reductasa

Cuantificacion de florotaninos
totales por Espectrometria
UV-Vis (Curva de calibracion
- de floroglucinol)

Figura 34. Procedimiento experimental realizado por Barbosa et al (2021). (Gutiérrez-
Sanchez, C 2022).

Se obtuvieron florotaninos de alta pureza con un rendimiento de extraccion entre 0.251 vy
0.258 g /g peso seco. La presencia de floroglucinol en el extracto se evidencié mediante HPLC
en el rango de 260 a 280 nm, con absorbancia maxima en 257 nm.

El contenido de florotaninos en el extracto obtenido fue de 134.59 + 9.75 ug PGE/ g peso seco.

Los resultados de la administracion del extracto de florotaninos sobre el control glucémico son
los siguientes:
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e Se observé inhibicién de la actividad de a-glucosidasa (ICso = 27,06 ug /mL) y a-amilasa
(a concentracion maxima evaluada (5000 ug / mL) la inhibicion no alcanzé ni el 25%).

e El extracto de florotaninos a 30 ug /mL modificé los valores cinéticos de a-glucosidasa. El
valor de K, aumenté de 0.0674 mg /mL a 0.1139 mg /mL y disminuyo los valores de V,,,
de a 0.0679 yM /min a 0.0355 uM /min. Esto sugiere que los florotaninos presentes en el
extracto pueden unirse a la a-glucosidasa en sitios alostéricos.

e La concentracion necesaria para formar el complejo enzima-inhibidor es de 12.32 ug/mL
(en el caso de a-glucosidasa).

e El extracto de florotaninos inhibi6 la actividad de la aldosa reductasa humana de forma
dependiente de la concentracion (ICsy = 1345.85 ug /mL).

e EI extracto de florotaninos demostré6 capacidad antioxidante mediante pruebas de
capacidad antioxidante total, y eliminacion de los radicales DDPH, 05"y NO°.

o Extracto de florotaninos a 1000 pg/ mL redujo los niveles intracelulares de NO 40%
respecto al grupo control, sin embargo, no se observé efecto sobre TNF-a y IL-6.

Con base en estos hallazgos los autores concluyeron que el extracto de Sargassum muticum de
florotaninos ha demostrado ser prometedor para evitar la apariciéon de complicaciones diabéticas
asociadas con la interaccién entre el estrés oxidativo y la inflamacion.

5.2. Propuesta Teérica de Practica Experimental

Se elaboré una propuesta de practica experimental para la unidad temética de: Métodos
espectroscopicos cuantitativos para la asignatura de Quimica Analitica Experimental 1l (Claves:
1607: QA, QFB; 1700: Q).

La practica titulada “Cuantificacion de polifenoles totales en tejido de alga marina Sargassum spp.
Mediante Espectrofotometria UV-Visible” se puede consultar en el Cuadernillo de Propuestas
Tedricas de Practicas Experimentales con Aplicacion a la Matriz Sargazo disponible en:

https://amyd.quimica.unam.mx/pluginfile.php/15671/mod resource/content/5/MTJRS%20et%20al-
Cuadernillo%20Prop%20Pr%C3%Alcticas-DQA.pdf

Esta propuesta aln no ha sido revisada para su implementacién experimental.


https://amyd.quimica.unam.mx/pluginfile.php/15671/mod_resource/content/5/MTJRS%20et%20al-Cuadernillo%20Prop%20Pr%C3%A1cticas-DQA.pdf
https://amyd.quimica.unam.mx/pluginfile.php/15671/mod_resource/content/5/MTJRS%20et%20al-Cuadernillo%20Prop%20Pr%C3%A1cticas-DQA.pdf

Propuesta tedrica de practica experimental para el
laboratorio de Quimica Analitica Experimental Il

GBRAL ANTEN

rzid

Quimica Analitica Experimental Il (1607: QA, QFB; 1700: Q)
METODOS ESPECTROSCOPICOS CUANTITATIVOS. @D =—

Cuantificacion de polifenoles totales en tejido de alga
marina Sargassum spp. mediante Espectrofotometria
UV-Visible

Introduccion.
[.1. Fundamento de la técnica analitica.

La Espectroscopia UV-Visible se utiliza para la determinacién cuantitativa de especies quimicas
organicas e inorganicas. Se basa en la medicién de la radiacion electromagnética absorbida por
una sustancia al incidir a través de ella un haz de luz de cierta longitud de onda que se encuentra
dentro del espectro UV-Visible. (Skoog et al. 2008)

Instrumentalmente se utiliza un espectrofotémetro, que funciona de la siguiente manera:

La luz se genera en una ldmpara de arco de deuterio, pasa a través del monocromador donde se
ajusta la longitud de onda que se irradia (Potencia radiante, Po) hacia la muestra contenida en
una celda de cuarzo de ancho b. Despues, la potencia emergente (P) es detectada y cuantificada
en términos de Transmitancia y Absorbancia.

Figura 1. Principio de la medicién espectroscépica. (Harris C, 2004)

Po

P
- Detector de
- [V4
L
i " \
Las moléculas presentes en la muestra pueden absorber cierta cantidad de luz, por lo que la
Potencia emergente (P) siempre sera menor o igual a la Potencia radiante (Po). La Transmitancia

(T) es por tanto la fraccion de luz incidente que sale de la muestra.

Ecuacion 1. Transmitancia.

P

T=—
Po

La Absorbancia (A) se define como:

Ecuacion 2. Absorbancia.

Po
A= log?= —logT
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La ley de Lambert-Beer establece que existe una relacion directamente proporcional entre la
Absorbancia (A) y la concentracion (c) de una muestra. El término € corresponde a la absortividad
molar y b a la distancia que recorre el haz de luz a través de la muestra (ancho de celda).

Ecuacién 3. Ley de Lambert-Beer

A = Ebc

De manera practica, el contenido de cierta sustancia en una muestra se puede determinar por
medio de la regresion lineal de una curva de calibracion elaborada a partir de soluciones de
concentracion conocida de una especie quimica igual o similar al analito de interés.

Para ello se requiere medir la absorbancia de cada una de las soluciones y posteriormente
graficar los resultados de absorbancia vs concentracion. En la ecuacion de la recta con coeficiente
de correlacion (R? > 0.98), y corresponde al valor de absorbancia, x sera igual a la concentracion,
mientras que m y b tomaran valores constantes.

Ecuacion 4. Ecuacion de la recta para la curva de calibracion.
y=mx-+ b
Ecuacién 5. Ecuacion de la curva de calibracién en términos de concentracién y absorbancia.

Absorbancia — b

Concentracién =
m

1.2. Aplicacién de la técnica analitica.

La produccién de energia celular implica la inevitable formaciéon de atomos y moléculas con uno
0 mas electrones no apareados en su ultimo orbital molecular, conocidos como radicales libres.

Los radicales libres son capaces de oxidar biomoléculas como lipidos, proteinas y Acido
Desoxirribonucleico (ADN, que es el material genético hereditario de los seres humanos y de casi
todos los organismos vivos). Para contrarrestar estos efectos dafiinos, los organismos aerobios
(como los seres humanos) cuentan con un sistema antioxidante conformado por enzimas y
secuestradores quimicos.

Cuando el equilibrio homeostatico entre radicales libres y el sistema antioxidante se desplaza
hacia el exceso de radicales, se provoca el Estrés oxidativo, que ha sido asociado con el
desarrollo de enfermedades crénicas degenerativas como la diabetes tipo 2 y el cancer (Méndez
& Sanchez, 2013).

Los polifenoles de las algas marinas son considerados como una clase de compuestos con alta
actividad antioxidante que actian como inhibidores de moléculas oxidativas. Debido a sus grupos
hidroxilo con la habilidad de secuestrar radicales libres como el superdxido, el peroxil, iones
quelatos de hierro y 6xido nitrico (Mendoza, 2016).

El contenido fendlico en las algas marinas del género Sargasum ha sido ampliamente detallado
en la literatura (Tabla 1), este grupo de compuestos se compone principalmente de flavonoides y
polimeros de floroglucinol (Gorham & Lewey, 1984), también conocidos como florotaninos.
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La abundancia de compuestos polifenolicos en las algas varia de acuerdo con la especie
analizada, la estacion del afio en que se realiza la recoleccion y las necesidades defensivas de
las algas (Kumar et al. 2015), asi como el disolvente y la técnica de extraccién utilizada.

Tabla 1. Contenido de polifenoles totales en diferentes especies de Sargazo.

Especie de Sargazo Polifenoles totales (mg GAE / g) Referencia
Sargassum duplicatum 8.4 a 149.52 Johnson et al. 2019
Sargassum polycystum 17.46 a 33.49 Johnson et al. 2019

Sargassum vestitum 10.84 a 74.05 Dang et al. 2017

Sargassum muticum 10a 110 Balboa et al. 2015

Para la determinacion del contenido de fenoles totales en muestras vegetales se utiliza el método
de Folin-Ciocalteu, que mide indirectamente el total de los compuestos fendlicos a través de la
capacidad reductora de los componentes de la muestra (Medina, 2011).

El mecanismo basico consiste en una transferencia de electrones, entre los polifenoles de la
muestra y reactivo de Folin-Ciocalteu (acido fosfomolibdico y acido fosfotlingstico). El producto
de la reaccion es un complejo azul que presenta un maximo de absorcién a 765 nm (Garcia et al.
2015) (Figura 2).

OH OH
’l /L Reactivo de Folin
= oy . e
[ ] ( J (W™, Mo™) color
Ny ~F amarillo
-:-.- . .c.-
J |.| Reactivo de Folin
- H“'a, ."'/ - . Ea
“ | | H reducido (W™,
S Mo™) color azul

Figura 2. Mecanismo de accion del reactivo Folin-Ciocalteu (Garcia et al. 2015)

La curva de calibracion para la determinacion de polifenoles totales se elabora con acido galico
como patrén, por lo que las unidades en que se expresa la concentracion son: mg de acido galico
equivalente (GAE por sus siglas en inglés). El mecanismo de reaccion entre el &cido galico y el
reactivo Folin-Ciocalteu se observa en la figura 3.
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Figura 3. Reaccién entre acido galico y reactivo Folin-Ciocalteu (Mufioz et al. 2017)

Il. Objetivos

II.1. Objetivo general.
e Introducir al estudiante en la técnica analitica instrumental de espectrometria
UV-Vis por medio de la determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales en
una muestra real.

Il.2. Objetivos especificos.
e Conocer la correcta operacion de un espectrofotbmetro y las precauciones que se deben
tener durante su utilizacion.
e Comprender los conceptos relacionados con espectrometria UV-Vis.
e Cuantificar la cantidad de compuestos fendlicos en una muestra algal real.

Il. Actividades preliminares.

» Consulte las hojas de seguridad de cada uno de los reactivos a utilizar en la practica.

» Investigue por qué se utiliza acido galico como patrén para la elaboracion de la curva de
calibracion.

» Investigue el mecanismo de reaccién de un antioxidante.

» Investigue los componentes principales de un espectrofotometro UV-Vis y su funcion.

V. Procedimiento experimental.

El procedimiento experimental se llevara a cabo de acuerdo con a lo establecido por Arsianti et
al. 2020 con modificaciones en el tratamiento de las soluciones de la curva de calibracion omitido
por Arsianti et al. 2020 y considerado por Garcia et al. 2015.

Material, equipos e instrumentos.

» Espectrofotébmetro UV-Vis
» Celdas de cuarzo

» Balanza analitica

» Rotavapor
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Vortex

Mortero de porcelana con pistilo
Micropipeta de 100 a 1000 uL
Micropipeta de 1000-5000 uL
Puntas de micropipeta
Matraz aforado de 25 mL
Matraz aforado de 10 mL

15 tubos de ensayo

Gradilla

Pizeta con agua destilada
Espatula

Papel filtro

Frasco de vidrio con tapa
Frasco ambar con tapa

VVVVYVYVVYVYVVVVYVYYVYYVY

Reactivos.

10 mg de Sargazo seco y molido

Acetato de etilo

Etanol 75% (v/v)

Solucién acuosa del reactivo Folin-Ciocalteu (1:10)
Solucion de Na,C05 al 2% (v/v)

Acido gélico (Sigma-Aldrich)

VVVVVY

Nota: Todos los reactivos deben ser grado analitico.

Verificacion instrumental.

Solicitar al profesor de la asignatura el procedimiento para realizar la verificacién del instrumento
espectrofotébmetro UV-Vis (UV Spectrophotometer, UV 1500pc).

IV.1 Preparacion de la muestra.

1. Lavar muestra con agua destilada para eliminar impurezas.
2. Secar la muestra en estufa a 50 °C durante 48 h .
3. Una vez seco, moler la muestra lo mas fino posible con un mortero con pistilo.

IV.2 Extraccién de los compuestos fendlicos totales.

1. Pesar 250 g de alga seca y molida.

2. En un recipiente de vidrio macerar el alga con acetato de etilo durante 7 dias, agitando
ocasionalmente. Repetir este paso tres veces para concentrar la mayor cantidad de
compuestos posible.

Filtrar y concentrar con rotavapor.

Colocar el filtrado en un frasco ambar con tapa y almacenar en refrigeracién hasta el
momento de su utilizacion.

Hw

NOTA: Por motivos de tiempo se recomienda gue se realice con anticipacion la preparacion de
muestra asi como la extraccién de los compuestos fendlicos.
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V.3 Elaboracion de la curva de calibracion.

Elaboracion de la solucién madre de &cido gélico (1000 ug de Acido Galico / mL).

1. Pesar 0.0100 g de &cido gélico en la balanza analitica.
2. Solubilizar con la minima cantidad de etanol al 75 % (v/v).
3. Llevar al aforo en un matraz aforado de 25 mL con etanol al 75 % (v/v).

Elaboracion de las diluciones de acido galico a partir de la solucibn madre.

1. Ajustar el volumen de la micropipeta y tomar los mL necesarios de solucion madre para
cada una de las concentraciones requeridas, de acuerdo con la tabla 2.

2. Colocar la alicuota en un matraz aforado de 10 mL y agregar los mL necesarios de etanol
al 75 % (v/v) para llegar al aforo.

3. Traspasar la dilusibn a un tubo de ensayo y etiquetar con la concentracion que le
corresponde.

Nota: se recomienda iniciar con la dilucion de menor concentracion y lavar el matraz entre
cada uso.

Tabla 2. Guia para la elaboracién de diluciones estandar a utilizar en la curva de calibracion.

Concentracion de acido
galico (ug/mL)

mL necesarios de
solucién madre

100
50
12.5
6.25
0

2.5
1.25
0.31
0.15

0

Método Folin-Ciocalteu para la formacion del complejo colorido

Para cada una de las diluciones de diferente concentracion:

Tomar 500 L de la disolucion y colocarlos en un tubo de ensayo.

Adicionar a cada tubo 1000 pL de Na,C05 al 2% (v/v).

Adicionar a cada tubo 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y agitar 3 minutos en el vortex.
Dejar reposar en completa oscuridad a temperatura ambiente por 30 minutos.

N .

Determinacién espectrofotométrica.

1. Encender el espectrofotdmetro y ajustar la longitud de onda a 765 nm.

2. Enjuagar con etanol al 75% (v/v) la celda de cuarzo, procurando tomarla por el costado
esmerilado. Secar el exceso de etanol con un pafiuelo desechable.

3. Cologue cada una de las diluciones de la curva de calibracién (de menor a mayor

concentracion) en el espectrofotbmetro y registre la absorbancia.

Graficar los datos de absorbancia vs concentracion.

Obtener la ecuacion de la recta para la curva de calibracion.

ok
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Nota: El coeficiente de correlacion (R?) debe ser mayor a 0.98, si no es asi se debe repetir las
determinaciones para aquellas diluciones cuya medicion de absorbancia presente mayor
desviacion con respecto a la linealidad de la curva.

IV.4 Analisis de la muestra de sargazo.

Método Folin-Ciocalteu para la formacion del complejo colorido

5.

© N

Tomar por triplicado 500 pL del concentrado de compuestos fendlicos y colocarlos en un
tubo de ensayo.

Adicionar a cada tubo 1000 pL de Na,C05 al 2% (v/v).

Adicionar a cada tubo 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y agitar 3 minutos en el vortex.
Dejar reposar en completa oscuridad a temperatura ambiente por 30 minutos.

Realizar un blanco de reactivos. Para ello tomar una alicuota de 500 yL de acetato de
etilo y colocarlos en un tubo de ensayo. Posteriormente llevar a cabo las actividades de
los incisos 2 al 4.

Determinacion espectrofotométrica.

1.
2.
3.

4.

Encender el espectrofotébmetro y ajustar la longitud de onda a 765 nm.

Ajustar con el blanco de reactivos el 0% de absorbancia

Enjuagar con acetato de etilo la celda de cuarzo, procurando tomarla por el costado
esmerilado. Secar el exceso de acetato de etilo con un pafiuelo desechable.

Llenar la celda con la muestra, colocarla en el espectrometro y medir absorbancia.

Andlisis de los resultados.

1.

2.

V.

1)
2)

3)
4)
5)
6)

VI.

Sustituir los valores de absorbancia obtenidos en la ecuacion de la curva de calibracion
para encontrar la concentracion de polifenoles totales en el extracto.
Realizar los célculos necesarios para expresar los resultados en (mg GAE / g alga seca).

Cuestionario

¢,Cudl es el rango de longitudes de onda correspondientes al espectro
Ultravioleta — Visible?

¢, Qué tipo de relacion guarda la Transmitancia y la Absorbancia con la concentracion de
la muestra?. Explique esta relacion.

¢, Bajo qué circunstancias podria fallar la Ley de Lambert-Beer?

¢,Cual es la importancia de contar con una celda de referencia (o blanco de reactivos)?

¢ Por qué se realizé la lectura a 765 nm y no a otra longitud de onda?

Desarrollar un protocolo para el manejo de los residuos de esta préctica.
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5.3. Discusion

5.3.1. Identificacion y Niveles de Concentracion de Compuestos Nutracéuticos en
Matriz de Sargassum

En los resultados del presente trabajo monografico de actualizacion se expusieron los hallazgos
de reportes cientificos recientes publicados del 2017 al 2021, referentes al potencial nutracéutico
de las algas pardas del género Sargassum.

La gran mayoria de la informacién aqui expuesta fue reportada desde el continente Asiatico y no
se observd homogeneidad con respecto a las especies de sargazo estudiadas, pues se utilizé
una distinta en cada una de las investigaciones.

Los compuestos nutracéuticos mayormente estudiados en diferentes especies de sargazo son:

1. Fucoidan (Sanjeewa et al. 2017; Huang et al. 2018; Fernando et al. 2020; Chale et al.
2020; Zhang et al. 2020; Tsai et al. 2017; Lim et al. 2017).

Acido sargahidroquinoico (Kwon et al. 2018; Gwon et al. 2018)

Sargacromenol (Kwon et al. 2018; Gwon et al. 2018)

Acido sargaquinoico (Kwon et al. 2018; Gwon et al. 2018)

Tuberatolide B (Kim et al. 2019)

Florotaninos (Barbosa et al. 2021)

oahkwnN

Se observé que no es comun en las investigaciones concernientes a fucoidan, el realizar la
determinacion cuantitativa del polisacarido en las muestras de sargazo analizadas ni en los
extractos obtenidos.

Unicamente Chale et al. 2020 y Lim et al. 2017 cuantificaron el fucoidan presente en los extractos
obtenidos, (11.67 % peso seco) y (~27.5 mg/200mL) respectivamente. En ambos casos la
determinaciéon se realiz6 con Espectroscopia UV-Vis, utilizando una curva de calibracién de
fucoidan comercial.

Es posible dimensionar la cantidad de fucoidan que se podria obtener al procesar cantidades
industriales de sargazo. Chale et al. 2020 utilizaron 100 g de alga seca en 500 mL de etanol 80%.
Mientras que Lim et al. 2017 utilizaron 5 g de alga seca en 200 mL de agua hirviendo. Sin
embargo, ese es un tépico que no abarca los objetivos de este trabajo monografico.

La identidad del fucoidan fue determinada mediante Espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR) en 4 de 7 investigaciones consultadas. En los espectrogramas obtenidos se
observaron sefales caracteristicas de los polisacaridos sulfatados (Tabla 14).

La cuantificacién de meroterpenoides en la fraccion rica en meroterpenoides (MES) se determiné
por HPLC siendo: acido sargahidroquinoico (37.6+2.1 g/100g) > sargacromenol (6.23+0.36
g/100g) > 4cido sargaquinoico (1.89+0.10 g/100g).

Estos resultados fueron reportados de manera idéntica en Kwon et al. 2018 y Gwon et al. 2018.
Inevitablemente se advirti6 que ambas investigaciones también refieren informacion idéntica
sobre el lugar de muestreo, tratamientos quimicos de extraccion y andlisis instrumental (HPLC).
Derivado tal vez, de la participacion simultanea de varios colaboradores en ambos proyectos.
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Barbosa et al (2021) cuantificaron el contenido de florotaninos en el extracto obtenido mediante
HPLC con curva de calibracion de floroglucinol, siendo de 134.59 + 9.75 ug PGE/ g peso seco.

El contenido de Tuberatolide B no fue determinado por Kim et al 2019.

Tabla 14. Presencia de sefiales caracteristicas de los polisacaridos sulfatados en espectrogramas FTIR de
las investigaciones sobre fucoidan (Gutiérrez-Sanchez, C 2022).

Grupo sulfato A_nlllo e Esqueleto carbonado
piranosa
Vibracion . . . .
Referencia C-O-Sen \g_bé‘:’lSC'g: Vibracion Vlt())r_acc_gn Vibracion Vibracion
posicion posicion C4 S=0 (1025 a (1616 a C-H (2920a | O-H (3400 a
-1 -1 -1
Ci‘2"fi_312)0 (840 cm™1) 1260 cm™*) 1637 em™1) 2940 cm™7) 3421 cm™)
Sanjeze(\)/;z; etal. + + + ) + +
Huang et al. 2018 + - + + + +
Fernando et al.
2020 - * * * ; -
Chale et al. 2020 + - + - + +

Nota: + indica presencia de la sefial / - indica ausencia de la sefial

5.3.2. Actividad Bioldgica de los Compuestos Nutracéuticos Obtenidos de
Sargassum

Las aplicaciones nutracéuticas de los compuestos aislados de Sargassum se encuentran
enfocadas en la disminucién de factores de riesgo de enfermedades crénicas, tales como el
estrés oxidativo e inflamacion.

La modulacién de los mecanismos biologicos asociados con dichos factores de riesgo dependen
de la interaccion molecular entre los compuestos nutracéuticos y biomoléculas especificas de
diversas vias metabolicas.

Los efectos organicos se manifiestan a través de la inhibicion, expresién aumento y/o disminucion
de los niveles de proteinas, enzimas, hormonas, factores de inflamacion y crecimiento, genes,
lipidos y glucosa.

En la tabla 15 se observa un compilado de los factores metabolcos involucrados con el efecto
positivo para la salud observado en la administracién de compuestos aislados de sargazo.

Con respecto a la actividad biologica de los compuestos aislados de Sargassum, el presente
trabajo exhibe informacion que refuerza el cambio de paradigma para la utilizacion de éstas algas
en la industria nutracéutica del mundo.
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5.3.2.1. Aspectos Relacionados con la Funcionalidad Biologica del Fucoidan

La funcionalidad biolégica del fucoidan esta condicionada por su estructura molecular, que incluye
el tipo de enlace de fucosa, las ramificaciones, el contenido de sulfato y el peso molecular (Huang
et al. 2018).

De acuerdo con lo observado en esta investigacion, el peso molecular del fucoidan es el factor
mas determinante para su actividad biologica, siendo evaluados en 3 de 7 referencias
consultadas.

Se identifico durante la revision que existen diferentes alternativas para la obtencién de fucoidan
de bajo peso molecular. Al respecto, Huang et al 2018 realizaron degradacién oxidativa a partir
de un extracto realizado con agua caliente a 85°C, mientras que Fernando et al 2020, los
separaron mediante cromatografia de intercambio i6nico, a partir del extracto enzimatico de
Sargazo.

Entre ambas metodologias resulta mas efectiva la degradacion quimica que la extraccion
enzimatica asistida, tal como lo indican los pesos promedio de los polisacaridos obtenidos por
Huang et al. 2018 (14.89 KDa) vs los obtenidos por Fernando et al. 2020 (39.5 KDa).

Tsai et al (2017) también utilizaron fucoidan de bajo peso molecular en su investigacion. Este
polisacarido de origen comercial tenia un peso promedio de (0.8 KDa) y se obtuvo a partir de la
hidrdlisis enziméatica del fucoidan crudo de Sargassum hemiphyllum. Sin embargo, los autores no
describieron la metodologia de extraccion del fucoidan crudo ni especificaron la enzima o enzimas
utilizadas.

En relacion con el grado de sulfatacion y la posicion del grupo sulfato en fucoidan, se ha
relacionado positivamente la sulfatacién en los carbonos C-2 y C-3 del residuo de fucopiranosa
con los mayores efectos anticoagulantes (Chevolot et al. 1999 y Silva et al. 2005).

Chale et al. (2020), Sanjeewa et al. (2017) y Huang et al. (2018) determinaron que la posicion
molecular del grupo sulfato en su aislado de fucoidan se encuentra en los carbonos C-2 y/o C-3
del residuo de fucopiranosa (Tabla 14).

Adicionalmente, el grado de sulfatacion, que se denota por la intensidad de la sefial entre 1220 y
1270 cm™1! en el espectrograma FTIR, condiciona en gran medida la afinidad de unién a otras
sustancias (Chale et al. 2020) y por lo tanto la pureza del extracto de fucoidan.

Los polifenoles, acidos urdnicos y proteinas son las impurezas mas comunes en los extractos de
las investigaciones consultadas y de manera general se atribuyen las variaciones de su
concentracion a: las caracteristicas de la extraccion, los tratamientos quimicos subsecuentes, asi
como de la propia abundancia de dichos compuestos en el tejido algal.

Es posible que las impurezas del fucoidan incrementen su actividad bioldgica, a través de un
mecanismo de sinergia. Al respecto Lee y Han (2018), reportaron que el extracto etandlico de
fucoidan (Etanol 80%, 12h / 25°C) inhibi6 la actividad de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa,
gracias a la formacién de puentes de hidrégeno entre el grupo hidroxilo de polifenoles anclados
en su estructura y el grupo carboxilato de los aminoacidos presentes en el sitio activo.
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5.3.2.2. Seguridad Alimentaria del Fucoidan

Un aspecto muy importante para tomar en cuenta en el desarrollo de productos nutracéuticos es
la toxicidad del fucoidan proveniente de sargazo. Para ello, las pruebas de citotoxicidad permiten
conocer el grado de seguridad que representa su consumo para las células sanas.

Fernando et al (2020) encontraron que a concentracion de 100 pg / mL del extracto de fucoidan
administrado, la viabilidad de las células no cancerosas (células Vero) fue 89.8%, en contraste
con el ~40% de viabilidad para las células HL-60 (leucemia) y MCF-7 (cancer de mama) a la
misma concentracion.

Lim et al 2016 realizaron un estudio de toxicidad oral sobre un grupo experimental de roedores,
en el que no se evidencid mortalidad o reacciones adversas después de la administracion de
2,000 mg/ Kg de peso corporal. Mientras que los cultivos celulares (Células V79-4) presentaron
viabilidad de casi 100% con concentraciones de 6.25 a 50 mg/ mL de extracto de fucoidan.

Peng et al. (2012b), reportaron que el fucoidan extraido del alga marron Laminaria japdnica no
demostro citotoxicidad sobre células humanas normales. De modo similar, el estudio realizado
en humanos (Tsai et al. 2007) no exhibi6 dafios adversos, efectos secundarios ni muerte
derivados del consumo oral de fucoidan. Evidenciando asi la seguridad de su consumo.

5.3.3. Meroterpenoides

En afos recientes, el conjunto de compuestos quimicos conocido como meroterpenoides abarco
el segundo lugar en la variedad de investigaciones nutracéuticas.

El enfoque que comparten todas las investigaciones consultadas es: lograr inhibir la produccion
de mediadores inflamatorios y citosinas proinflamatorias, con el fin de tratar enfermedades
cronicas asociadas con la inflamacion.

Kwon et al. 2018 y Gwon et al. 2018 investigaron la actividad antiinflamatoria y el mecanismo de
accion de los compuestos denominados: acido sargahidroquinoico (SHQA), sargacromenol
(SCM) y &cido sargaquinoico (SQA), que fueron aplicados para el tratamiento de la obesidad y
aterosclerosis, respectivamente.

Ademas, se indicé que por cada 1.5 Kg de alga seca se obtiene 120 g de MES (fraccion rica en
meroterpenoides). Como ya se menciond, esta informacion es relevante para dimensionar la
cantidad de compuestos bioactivos que seria posible obtener a partir del procesamiento de
toneladas de sargazo.

Por su parte, Gwon et al 2018 sugirieron que la actividad biolégica de los meroterpenoides podria
estar relacionada con su estructura molecular. Sin embargo, faltan estudios que respalden esa
hipotesis.

Con respecto al compuesto Tuberatolide B (TTB), Kim et al 2019 realizaron un estudio novedoso
sobre su actividad antiinflamatoria. Siendo el primero en sugerir su aplicacion en alimentos
funcionales y nutracéuticos.

La seguridad de estos compuestos ha sido evidenciada al menos en estudios in vitro de
citotoxicidad, en los que se observo viabilidad celular sin diferencias significativas con respecto
al grupo control.
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5.3.4. Polifenoles

Barbosa et al. (2021) encontraron que su extracto puro de florotaninos presenté efecto inhibidor
selectivo sobre la enzima a-glucosidasa en contraste con la de a-amilasa y sugieren que la
estructura primaria de los polifenoles puede ser un factor determinante sobre este suceso.

También reportaron los hallazgos respecto a la inhibicion del extracto de florotaninos sobre la
actividad de la aldosa reductasa humana, que se comporta de forma dependiente de la
concentracion (ICsy = 1345.85 ug /mL).

En conjunto, estos resultados sugieren que el extracto de florotaninos de S. muticum puede ser
capaz de reducir la lesion mediada por macréfagos en la diabetes principalmente a través de
mecanismos antioxidantes.

5.3.5. Ventajas y Desventajas del Uso del Sargazo como Nutracéutico

Para la utilizaciéon nutracéutica del sargazo se observan respectivamente las siguientes ventajas
y desventajas:

1. Ventaja: Abundancia de sargazo en costas.

En México se recolectaron 44, 913 toneladas de esta alga, en las playas y areas maritimas de
Quintana Roo entre marzo y noviembre del 2021 (SEMAR, 2021).

2. Ventaja: El sargazo es una materia prima de valor nutracéutico.

En este trabajo monogréfico se ha expuesto evidencia que respalda la posibilidad de la utilizacion
de sargazo para la obtencién de compuestos con actividad nutracéutica.

3. Ventaja: Posibilidad de extraer fucoidan a través de metodologias de quimica verde.

Algunos autores han utilizado degradacién enzimatica previo a la extraccién de fucoidan (Tsai et
al. 2017; Sanjeewa et al. 2017; Fernando et al. 2020); ya que la degradacion de la pared celular
de las algas favorece la liberacién del compuesto bioactivo, incrementa su solubilidad y garantiza
su seguridad alimentaria (Wijesinghe et al. 2012).

Ademas, la degradacion enzimatica es especifica, disminuye la generacién de desechos (Doria,
2009) y resulta barata y simple (Tsai et al 2017; Fernando et al 2020).

4. Desventaja: Abundancia de metales pesados en el tejido de las macroalgas.

La biosorciébn de metales pesados ocurre principalmente por quelacion con acido alginico.
Hablando especificamente sobre fucoidan, sus grupos de acido sulfénico desempefian un papel
secundario en la fijacion de metales pesados, excepto en condiciones de pH bajo (Davis et al.
2003).

En este entendido, junto con la eliminacion del alginato en los extractos nutracéuticos, también
deberia reducirse el riesgo asociado con metales pesados. En las investigaciones aqui
reportadas, la eliminacion del &cido alginico en los extractos de fucoidan se realizé principalmente
por precipitacién con CaCl,.
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Sin embargo, ninguna investigacion de las tratadas en el presente TMA determiné la cantidad de
metales pesados en las algas que utilizaron ni en los extractos que obtuvieron.

Por otra parte, la empresa Hi-Q Marine Biotech asegura que el fucoidan que comercializa esta
libre de contaminacién por metales pesados, salinidad, olor y radiacién; gracias a su tecnologia
de extraccion hidrolitica.

5. Desventaja: Tiempos cortos para su recoleccion y traslado.

De acuerdo con la SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales), las algas
de sargazo no deben permanecer mas de 72 h en sitios municipales de acopio ni en playa.

6. Desventaja: Olor desagradable del alga (Lim et al. 2017).

Cuando se pretende utilizar sargazo como ingrediente de un alimento funcional, el olor poco
agradable se concatena con la necesidad de enmascararlo para que el alimento sea aceptado
por los consumidores.

El desarrollo de suplementos alimenticios que contempla Unicamente el aislado de compuestos
nutracéuticos no presenta este problema.

5.3.6. Propuesta Tedrica de Practica Experimental

Se presentd en la seccion de resultados una propuesta de préactica experimental para el
laboratorio de Quimica Analitica Experimental Il (Claves: 1607: QA, QFB; 1700: Q).

La propuesta consiste en la determinacion de polifenoles totales en tejido de alga Sargassum
mediante espectrofotometria UV-Vis. Se elabord con base en el procedimiento experimental
reportado por Arsianti et al. 2020 con una modificacion en la curva de calibracion, reportada por
Garcia et al. 2015.

El procedimiento experimental consta de 3 etapas:

1. Extraccién de los compuestos fendlicos totales.

2. La elaboracion de la curva de calibracion con acido galico como patrén.

3. Formacion de un complejo colorido con el reactivo de Folin-Ciocalteu y su determinacion
espectrofotométrica a 765 nm.

La determinacion de polifenoles totales mediante espectrofotometréa UV-Vis utilizando el método
Folin-Ciocalteu es recurrente en las investigaciones sobre compuestos y actividad antioxidante
en algas de Sargassum (Lim et al. 2002; Norra et al. 2016; Dang et al. 2017; Casas et al. 2019;
Lim et al. 2019).

Con esta practica se pretende introducir al estudiante en la técnica analitica instrumental de
espectrometria UV-Vis por medio de la determinacion de polifenoles totales en una muestra real.

De manera especifica se espera que los alumnos:

» Conozcan la correcta operacién de un espectrofotdmetro y las precauciones que se deben tener
durante su utilizacion.
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« Comprendan los conceptos relacionados con espectrometria UV-Vis.

+ Cuantifiquen la cantidad de compuestos fendlicos en una muestra de alga real.

6. Perspectivas

A pesar de la evidencia proporcionada, aun quedan cabos sueltos por resolver para lograr
encaminar la problematica del arribo masivo de sargazo hacia su aprovechamiento
optimo y rentable como alternativa nutracéutica. A partir de ello se desprenden las
siguientes perspectivas:

Se requiere investigacion sobre la posible contaminacion con metales pesados en los
compuestos aislados. Al igual que encontrar las técnicas de extraccion mas
favorables para garantizar aislados nutracéuticos seguros para su consumo.

Seria util explorar la viabilidad de la extraccién de compuestos nutracéuticos a partir
de sargazo previamente procesado para otros fines industriales y no solamente a
partir de alga recién colectada. De ser viable, esto ayudaria a reducir los costos de
proceso y se aprovecharia en su totalidad el tejido algal.

Existe un area de oportunidad en la investigacion sobre las necesidades especificas,
costos de operacién y desafios que representa la extraccibn de compuestos
nutracéuticos a partir de sargazo en escala industrial.

Con respecto a meroterpenoides y polifenoles, ain no se realiza investigacién en
modelos in vivo para observar los efectos organicos que representa el consumo oral
de dichos compuestos.

Seria util comprobar si un alimento funcional o suplemento alimenticio, elaborado a
partir de fucoidan de bajo peso molecular, alto grado de sulfatacion y alta pureza
exhibe efectos nutracéuticos significativamente mayores con respecto al desarrollo
elaborado con fucoidan que no necesariamente cumpla con dichas caracteristicas.
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7. Conclusiones

Se identific6 al polisacarido sulfatado fucoidan, a los meroterpenoides: &cido
sargahidroquinoico, acido sargaquinoico, sargacromenol y Tuberatolide B y los polifenoles
del tipo florotaninos, como los compuestos quimicos con actividad nutracéutica provenientes
de algas pardas del género Sargassum mas estudiados en afios recientes.

Los niveles de concentraciéon de fucoidan fueron determinados mediante Espectroscopia UV-
Vis. La abundancia en los extractos de fucoidan es: 11.67 % peso seco (Chale et al. 2019) y
~27.5 mg/200mL (Tsai et al. 2017). Sin embargo, la cuantificacién no fue recurrente en las
investigaciones consultadas.

La abundancia de compuestos nutracéuticos en la fraccion rica en meroterpenoides (MES)
es: 4cido sargahidroquinoico (SHQA) (37.6+2.1 g/100g) > sargacromenol (SCM) (6.23+0.36
0/100g) > &cido sargaquinoico (SQA) (1.89+0.10 g/100g). La cuantificacion se realizé
mediante HPLC.

El contenido de florotaninos en el extracto de polifenoles es de 134.59 £ 9.75 ug PGE/ g peso
seco.

Se identificd que las aplicaciones nutracéuticas de los compuestos aislados de Sargassum
se enfocan hacia la disminucion de factores de riesgo para desarrollar enfermedades
cronicas, principalmente el estrés oxidativo e inflamacion.

Los avances actuales en el desarrollo de productos nutracéuticos empleando el sargazo
como materia prima contemplan Gnicamente la incorporacién de fucoidan como ingrediente
de alimentos funcionales.

Para la aplicacibn de sargazo como nutracéutico se identificaron como ventajas: la
abundancia de sargazo en costas, su demostrado potencial nutracéutico y la posibilidad de
utilizar técnicas de extraccién concordantes con la quimica verde.

En tanto que las desventajas son: la abundancia de metales pesados, el corto tiempo para
su recoleccion y traslado, asi como la necesidad de enmascarar el olor del alga cuando es
utilizada como ingrediente funcional.

Se elaboré la propuesta tedrica de practica experimental: “Cuantificacion de polifenoles
totales en tejido de alga marina Sargassum spp. mediante Espectrofotometria UV-Visible”
para la asignatura de Quimica Analitica Experimental 1l Clave del DQA: (1607: QA, QFB;
1700: Q); tomando en cuenta la relevancia de la atenuacion del estrés oxidativo en las
investigaciones nutracéuticas del sargazo.
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8. Glosario

Acido graso: Son cadenas hidrocarbonadas no ramificadas con un nimero par de atomos de
carbono. Se clasifican segun el nimero de atomos de carbono, el nimero de dobles enlaces y la
posicion de los dobles enlaces en la cadena (Mahan et al. 2012).

Acidos grasos monoinsaturados: Son aquellos que contienen solo un doble enlace carbono —
carbono en su estructura (Mahan et al. 2012).

Acidos grasos poliinsaturados: Son aquellos que contienen dos o mas dobles enlaces carbono
— carbono en su estructura (Mahan et al. 2012).

Acidos grasos saturados: Son aquellos en los que todos los puntos de union de los atomos de
carbono no unidos a otro atomo de carbono estan unidos a hidrogeno y, por tanto, estan
saturados. No hay dobles enlaces entre los atomos de carbono (Mahan et al. 2012).

Adipocitos 3T3-L1: Linea celular de preadipocitos comprometida a diferenciarse a adipocitos y
derivada de células embrionicas de ratdén. Es la mas utilizada en ensayos de acumulacion y
funcionamiento de tejido adiposo (Clavijo et al. 2006).

Alosteria: Propiedad que tienen numerosas proteinas por la que la unidon de una molécula
pequefia a una sede induce un cambio en las propiedades de otra sede alejada, dentro de la
misma proteina (Lawrence, 1963).

Alimento funcional: Aquel que contiene ingredientes para los cuales se han observado atributos
de salud, que es consumido como parte de la dieta diaria y que ademas de sus funciones
nutricionales béasicas, es capaz de producir demostrados efectos metabdlicos o fisioldgicos Utiles
en el mantenimiento de una buena salud fisica y mental (Ferreira et al. 2007).

Apoptosis: Muerte celular como consecuencia de la activacibn de un programa suicida
intracelular. Es un suceso normal y esencial del desarrollo, generalmente del sistema inmune. La
apoptosis no conduce a la lisis de las células evitando asi el dafio del tejido vecino (Lawrence,
1963).

Ateroma: Depdsitos de grasa en las paredes de las arterias (Lawrence, 1963).

Calificacién quimica de una proteina: Se define como la proporcién en que se encuentra un
aminoacido indispensable y limitante con respecto al patrén de referencia. La “proteina de
referencia” es la albimina del huevo, la cual fue propuesta por la FAO (Gonzalez et al. 2007).
Células HL-60: Células de leucemia humana.

Células HUVEC: Células humanas endoteliales de la vena umbilical (Gwon et al. 2018).

Células MCF-7: Células de cancer de mama.

Células RAW 264.7: Es una linea celular de macréfagos que se establecio a partir de un tumor
en un raton macho inducido con el virus de la leucemia murina de Abelson (ATCC, 2022).
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Células Vero: Linea celular derivada del rifion del mono verde africano (Chlorocebus aethiops)
adulto (ATCC, 2022).

Celluclast: nombre comercial del preparado de Celulasa, enzima que degrada la celulosa.

Cinética de Michaelis-Menten: Serie de ecuaciones que describen las propiedades de diversas
reacciones catalizadas por enzimas, en las que los dos pardmetros caracteristicos son: K, (la
constante de Michaelis) y V,,,- Kyy= concentracion del sustrato a la que la tasa de la reaccion es
la mitad de su valor maximo, en donde V,,,, = tasa maxima de una reaccion catalizada
enzimaticamente en condiciones de equilibrio dinamico (Lawrence, 1963).

Citotoxicidad: Muerte celular llevada a cabo por distintos tipos de leucocitos o bien por una
sustancia que puede envenenar o destruir células (Lawrence, 1963).

Cdédigo delos Estados Unidos (U.S.C.): Conjunto de leyes, tanto generales como permanentes,
aprobadas por el Congreso y organizadas por temas en 50 titulos (Merriam-Webster. (n.d.)).

Epididimo: Masa situada detras de los testiculos, que se compone principalmente de conductillos
gque van desde los testiculos a los vasos deferentes (Lawrence, 1963).

Grados de libertad: NUumero de puntos de datos de una muestra que pueden variar al estimar
un parametro (Holt et al. 2020).

ICso: Término que mide la eficacia de un compuesto para inhibir al 50% una funcion biologica o
bioquimica (Hendriks et al. 2010).

indice de masa corporal (IMC): El indice de masa corporal (IMC) es un indicador simple de la
relacion entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la
obesidad en los adultos. Se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado
de su talla en metros (Kg/m?) (Organizacion Mundial de la Salud, 2021b).

Ky Véase cinética de Michaelis-Menten (Lawrence, 1963).

Lesiones diana: Lesiones medibles que se eligen para el seguimiento de un paciente oncolégico
a partir de un estudio basal. Deben ser las lesiones mas representativas de la enfermedad y es
recomendable evitar las localizadas en 6rganos moviles como ovarios o tracto gastrointestinal
(Mufioz et al. 2014).

Lipopolisacarido (LPS): Normalmente se refiere a un compuesto complejo de lipido y
polisacarido que es el principal constituyente de la membrana externa de las bacterias gram
negativas. En grandes cantidades es mitogénico para las células animales. En pequefas
cantidades produce fiebre y otros sintomas en el hombre y otros mamiferos (Lawrence, 1963).

Macréfagos: Células mononucleadas del sistema inmune que se caracterizan por su capacidad
de fagocitar y degradar microorganismos, tejidos dafiados y contaminantes particulados (Tejido
Conjuntivo, s. f.).

Name: Planta del género Dioscorea, que produce tubérculos y bulbillos (tubérculos aéreos)
comestibles, muy apreciados por su valor alimenticio y sabor (Vega, 2012).

Organismo monoico: Aquel en el que las estructuras reproductoras, tanto masculinas como
femeninas, se encuentran en el mismo individuo (Lawrence, 1963).
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Reproduccion por fragmentacion: Reproduccion del tipo asexual en la que los organismos se
dividen en dos o0 mas fragmentos idénticos que se desarrollan en un nuevo individuo (Lawrence,
1963).

Silymarin: Flavonoide proveniente de la herbacea Silybum marianu, reconocido por su actividad
antioxidante y su efecto hepatoprotector (Priya et al. 2017).
Sitio alostérico: Véase alosteria (Lawrence, 1963).

Transporte pasivo: Difusion por si sola de pequefias moléculas sin carga o transporte mediado
por proteinas (difusion facilitada) de iones y otras moléculas cargadas a través de las membranas
biol6gicas a favor de gradientes de concentracion y electroquimicos, cuyo transporte no requiere
energia (Lawrence, 1963).

Viabilidad celular: Relacién entre el nimero de células vivas y muertas en una poblacién
determinada (Fukuda et al. 2001).

Vizcosyme: Preparado de las siguientes enzimas degradativas de carbohidratos:
betaglucanasas, pectinasas, hemicelulasas y xilanasas.

Vnax: V€ase cinética de Michaelis-Menten (Lawrence, 1963).
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10. ANEXO

10.1. Poster #AC54 “Sargazo de alga invasiva a alternativa nutracéutica” presentado
en el congreso virtual LatinXChem 2020.
Disponible en: https://amyd.quimica.unam.mx/course/view.php?id=662&section=4
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10.2. Poster #Ana29 “Sargazo de alga invasiva a alternativa nutracéutica” presentado

en el congreso virtual LatinXChem 2021.
Disponible en: https://amyd.quimica.unam.mx/course/view.php?id=662&section=7
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