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“Evaluacion del efecto hepatoprotector presente en extractos de algas pardas

Sargassum ecuadoreanum”

Autor (as): Burbano Mosquera Adriana Gabriela / Lopez Cruz Karen Lilibeth

RESUMEN

Este estudio consisti6 en evaluar el efecto hepatoprotector presente en el extracto
hidroalcohdlico de algas pardas (Sargassum ecuadoreanum) en ratones. La recoleccion
se llevd a cabo en la playa Ballenita (Ecuador), se determinaron parametros fisicos
quimicos a la droga cruda y al extracto hidroalcohdlico como: Cenizas totales, Cenizas
solubles en agua, Cenizas insolubles en HCI, Sélidos totales, Grasas totales, Humedad,
Porcentaje de rendimiento, Polisacéaridos totales y Cloruro de sodio. La induccién fue
realizada con tetracloruro de carbono al 5% por via intraperitoneal y el tratamiento tuvo
una duracién de siete dias. Se conformaron 7 grupos: un grupo control normal sin
tratamiento y sin induccion, un grupo control negativo sin tratamiento, grupos tratados
con silimarina (420 mg/kg) y N-acetilcisteina (600 mg/kg via oral) por via oral mas
induccién y grupos tratados con el extracto hidroalcohdlico del modelo de investigacion
a dosis de 1000 mg/kg, 500 mg/kg, 250 mg/kg por via oral mas induccién. Se realiz6 un
estudio histopatolégico y un ensayo bioquimico para determinar niveles de
transaminasa Glutamico Oxalacética (TGO). Como resultado, la muestra present6
concentraciones de polisacaridos totales, los grupos tratados con Silimarina, N- acetil
cisteina y el extracto hidroalcohdlico a diferentes dosis, tuvieron similitud a los valores
de transaminasa (TGO) del grupo control normal, mientras que, el grupo control negativo
mostro diferencia significativa del 0.05%. Por otra parte, el estudio histopatoldgico indico
que el dafio hepatico estaba en su primera fase de estadios, sin embargo, el extracto
hidroalcohdlico del alga parda Sargassum ecuadoreanum presenté un efecto

hepatoprotector preventivo.

Palabras claves: Polisacaridos, algas pardas, actividad hepatoprotectora,

enfermedades hepaticas, tetracloruro de carbono CCla.
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“Evaluation of the hepatoprotective effect present in extracts of brown algae

Sargassum ecuadoreanum”

Autor (as): Burbano Mosquera Adriana Gabriela / Lopez Cruz Karen Lilibeth

ABSTRACT

This study consisted of evaluating the hepatoprotective effect present in the
hydroalcoholic extract of brown algae (Sargassum ecuadoreanum) in mice. The
collection was carried out on the beach Ballenita (Ecuador), chemical physical
parameters were determined to the drug raw and the hydroalcoholic extract such as:
Total ash, Water soluble ash, HCI insoluble ash, Total solids, Total fats, Humidity,
Percentage of yield, total polysaccharides and sodium chloride. The induction was
carried out with 5% intraperitoneally carbon tetrachloride and the treatment lasted for
seven days. Seven groups were formed: a normal control group without treatment and
without induction, an untreated negative control group, groups treated with Silymarin
(420 mg/kg) and N-acetylcysteine (600 mg/kg orally) orally plus induction and groups
treated with the hydroalcoholic extract of the research model at doses of 1000 mg/kg,
500 mg/kg, 250 mg/kg orally plus induction. A histopathological study and a biochemical
assay were conducted to determine levels of Oxalactic Glutamic Transaminase (TGO).
As a result, the sample presented total polysaccharides concentrations, the groups
treated with Silymarin, N- acetyl cysteine and the hydroalcoholic extract at different
doses, were similar to the transaminase values (TGO) of the normal control group, while
the negative control group showed significant difference of 0.05%. Moreover, the
histopathological study indicated that liver damage was in its first stage of injury,
however, the hydroalcoholic extract of the brown seaweed Sargassum ecuadoreanum

had a preventive hepatoprotective effect.

Keywords: Polysaccharides, brown algae, hepatoprotective activity, liver diseases, CClas

carbon tetrachloride.



INTRODUCCION

En paises de Asia Oriental se ha evidenciado el estudio de diversos géneros
y especies de las algas marinas como una fuente alimenticia y nutricional gracias
a su aporte de vitaminas y minerales, ademas sobre diversos efectos

beneficiosos para la salud.

Las algas pardas del género Sargassum producen metabolitos secundarios
con un alto potencial de actividades biolégicas entre ellas terapéuticas y
farmacoldgicas, estas sustancias bioactivas son: polisacaridos, terpenoides,
oxilipinas, florotaninos, hidrocarburos volatiles entre otros, las funciones de estos
determinados compuestos tienen la capacidad de actuar como antioxidante,

antimicrobianos, inhibidores de diferentes enzimas y hepatoprotectores (1).

Las enfermedades hepéaticas muchas veces se originan por factores
hereditarios, por el exceso o mal uso de farmacos y abuso de sustancias
alcohdlicas, dichas causas provocan lesiones y degeneraciones al tejido

hepatico ocasionando un déficit en el funcionamiento celular de este érgano.

En Ecuador existe una gran diversidad de algas entre ellas las pardas, sin
embargo existen fuentes con escasa informacién y evidencia cientifica relevante
que indique que las algas pardas del género Sargassum poseen actividad
hepatoprotectora, por ello en el presente trabajo de investigacion experimental,
se pretende evaluar el efecto hepatoprotector presente en extractos de algas
pardas Sargassum ecuadoreanum sobre el dafio hepatico inducido por

tetracloruro de carbono en ratones de experimentacion.



CAPITULO |

.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las algas son mayormente utilizadas en el ambito alimenticio por su aporte
nutricional y en la medicina tradicional por sus beneficios que ayudan en el
tratamiento de enfermedades. Sin embargo, estudios de estas especies en el
area de farmacologia y farmacia sobre el efecto hepatoprotector son escasas en
Ecuador (2).

El consumo de productos medicinales a dosis elevadas, ingesta de etanol,
remedios caseros o industriales, sustancias carcinogénicas son los principales
factores que llegan a producir lesiones hepaticas (3), generando formacion de
radicales en las células del tejido humano, lo que conlleva al ataque y a la vez
destruccion de los lipidos de las membranas celulares, proteinas y ADN,
provocando otros trastornos de salud tales como cancer, enfermedades

neurodegenerativas e inflamatorias con lesiones tisulares graves (4).

Estudios realizados han demostrado la utilidad de las algas pardas de la
familia (Phaeophyceae) frente a diversas patologias gracias a la presencia de
polisacaridos en su composicién, siendo los primarios; alginatos, laminarias,
fucanos (sulfatados) y celulosa (1). Por ello, se emplea el uso de esta planta
marina en la siguiente investigacion con la finalidad de comprobar su actividad

hepatoprotectora en animales de experimentacion.
|.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢, Como incide la administracién del extracto hidroalcohdlico de algas pardas
Sargassum ecuadoreanum sobre el dafio hepatico producido por el tetracloruro

de carbono CCl, en los animales de experimentacion?



1.3 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

El propésito de la siguiente investigacion es aportar con informacion cientifica
y experimental tomando como referencia trabajos provistos por otros autores que
muestran evidencias sobre el efecto de las algas pardas y sus metabolitos
secundarios en una gran cantidad de actividades biol6gicas como: antitumorales,
antiinflamatorios, antivirales, antitrombdéticos, anticoagulantes y antioxidante en

los campos de la farmacéutica (5).

Las costas ecuatorianas cuentan con una gran variedad de algas marinas,
siendo la peninsula de Santa Elena (Ecuador) en la playa ballenita (balneario),
el lugar apropiado de facil acceso, especificamente en areas rocosas en donde

se hallan estas especies.

Los estudios a realizarse brindaran a los lectores suficientes conocimientos
cientificos relevantes sobre el tema, de tal forma que las futuras industrias
farmacéuticas del Ecuador y otros paises puedan utilizar las algas pardas para
desarrollar tratamientos con respecto a diversas afecciones o lesiones hepaticas

generadas por muchos factores.
.4 HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico de las algas pardas presenta un efecto
hepatoprotector en animales de experimentacion al inhibir el dafio inducido por

tetracloruro de carbono (CCl,).



[.5 OBJETIVOS

1.5.1 General:

Evaluar el efecto hepatoprotector que presenta el extracto hidroalcohdlico de

algas pardas (Sargassum ecuadoreanum) en animales de experimentacion.

1.5.2 Especificos:

1.

Determinar los parametros fisicoquimicos de la droga cruda y del extracto
hidroalcohdlico obtenidos de las algas pardas Sargassum ecuadoreanum.
Medir la concentracion de polisacéaridos totales en la droga cruda para la
posterior dosificacion del extracto hidroalcohdlico.

Establecer mediante la determinacién de Transaminasa Glutamico
Oxalacética (TGO) y un estudio histopatolégico el efecto farmacoldgico de
las algas pardas Sargassum ecuadoreanum en la prevencion del dafio

hepatico inducido con tetracloruro de carbono.

1.6 VARIABLES DE LA INVESTIGACION

[.6.1 VARIABLE DEPENDIENTE

1.

Propiedades fisicoquimicas de la droga cruda: Humedad, cenizas, grasas,
solidos totales, polisacaridos totales, Cloruro de sodio (CINa).
Propiedades fisicoquimicas del extracto hidroalcohélico: pH, densidad,

contenido de CINa, sélidos totales.

1.6.2 VARIABLE INDEPENDIENTE

a ~ w0DdPRE

Ensayos de control de calidad a la droga cruda
Extracto hidroalcohdlico

Estudio histopatoldgico

Estudio bioquimico de transaminasas (TGO)

Dosis



1.6.3 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 1. Definicion operacional de las variables

Tipo Variables Conceptualizacion Indicador
Humedad
Cenizas ]
Grasas Parametros por los _
. cuales se evalia el Porcentaje
Sdlidos totales -
S estado fisico y (%)
Polisacéaridos quimico del
totales material de estudio
Cloruro de sodio
(CINa)
Son parametros de
pH control de calidad
tu Dens!dad que se ven ligados Porcentaje
E Contenido de con el grado de y
a CINa efectividad que 0
g Solidos totales | Pueda contener un
o material de estudio.
al Son enzimas que
se hallan en el
interior de la célula
Niveles normales | Y son catalizadas
de por reacciones de
transaminasas transaminacion, U/L
estan presentes en
(TGOy TGP) diversos tejidos y
es la que permite
identificar una
lesion hepética
TGP.
Parametros que
Ensayos de miden el estado Porcentaje
. fisicoquimico de
control de calidad (%)
una muestra antes
w a la droga cruda d
= € un proceso de
E extraccion.
a Ensayo que se
5 realiza en plantas
& para obtener los
o Extracto metabolitos Porcentaje
Z . - funcionales de la
hidroalcoholico . %
misma,

dependiendo de las
caracteristicas de
estos metabolitos,




sea por la parte

y que por medio de

evaporacion se

eliminard uno de
los solventes

tendran afinidad, ya

acuosa o alcohdlica

Estudio
histopatolégico

Es un andlisis de
muestra en donde
se determinan
alteraciones
estructurales y
anormalidades del
higado provocadas

por un patégeno o
agente toxico

Presencia de
alteracioén celular

Estudio
bioquimico,
determinacion de
transaminasas

Los niveles
anormales de
transaminasas en
sangre, estan
mediados por un
dafio en la
permeabilidad de la
membrana
plasmética de la
célula

U/L

Dosis

Es la cantidad de
sustancia activa
contenida en una
formula
farmacéutica que
tiene la capacidad
de controlar,
prevenir o aliviar
los sintomas
provocados por

mg/kg

patologias.

Fuente: Autoras



CAPITULO Il
1.1 ANTECEDENTES

Las algas pardas poseen grupos de metabolitos secundarios, como son los
acidos grasos monogliceroles aislados en la especie Sargassum sagamianum al
comprobarse su capacidad de inhibir enzimas fosfolipasa A2 y ciclooxigenasa-2,
y el &cido sargahidroquinoico presente en la especie Sargassum micracanthum
al actuar como un vasodilatador para el tratamiento de desérdenes vasculares

cerebrales, como por ejemplo la enfermedad del Alzheimer (6).

Ensayos realizados in vivo han evaluado el potencial efecto hepatoprotector
mediante un estudio histopatoldégico e inmunohistoquimico de un extracto
etandlico de la especie Sargassum fluitans, induciendo a un dafio hepatico agudo
con acetaminofeno a un grupo de ratones Balb/c y un dafio hepético cronico con
tetracloruro de carbono (CCls) a un grupo de ratas wistar. El extracto mostro
contener compuestos fendlicos (florotanina) por HPLC, llegd a reducir
marcadores enzimaticos y la fibrosis, actuar contra el estrés oxidativo en las

células HepG2 y suprimir la expresion de TGF- 871 (2).

Estudios in vivo demostraron que el extracto de la especie Sargassum fluitans
Borgesen contiene carbohidratos, sulfatos, &cidos urénicos, proteinas, fenoles,
llegando a obtener aproximadamente 60 kDa de fucoidan a partir del extracto.
Ademas, indicaron que estos compuestos son los responsables del efecto
antifibrotico. A su vez, observaron mediante estudios bioguimicos, histologicos y
genéticos la reduccion de la actividad enzimatica del higado, infiltracién hepética
de células inflamatorias, factor de necrosis tumoral (TNF-a) e inhibicion tisular de
metaloproteinasa 1 (TIMP-1) a un grupo de ratas tratadas con el extracto de la
especie antes mencionada a una dosis de 50 mg/kg por via oral, seguido de un

dafio hepatico con tetracloruro de carbono (7).

Los compuestos fendlicos son los antioxidantes que muestran mayor efecto
en las algas pardas, se incluyen: los florotaninos, catequina y quercetina. El
extracto metandlico de la especie Sargassum muticum actla contra la
proliferacion o crecimiento de lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y
MDA-MB-231 debido a la presencia de estos compuestos determinados



mediante pruebas de picos, siendo los clorotaninos uno de los tres picos
principales identificados (8).

En este estudio evaluaron la actividad antinflamatoria de algas pardas
Sargassum wightii en modelos de animales utilizando el carragenano para
inducir inflamacion y de esa forma estudiar los mediadores de la inflamacion y la
efectividad de los mediadores antiinflamatorios. Ademas, determinar ciertas
caracteristicas quimicas tales como: composicion de monosacaridos, masa
molecular, contenido de azucar y sulfato que tienen gran influencia en las
actividades bioldgicas del alga. La administracion por cavidad peritoneal de
carragenano en ratas, desencadend migraciones significativas de leucocitos y
neutrofilos, obteniéndose un 72 'y 75% de disminucién de migracién de leucocitos
hacia la cavidad peritoneal tras la administracion del extracto de algas pardas

Sargassum wightii a una dosis de 10mg/kg (8).

1.2 ALGAS PARDAS
[1.2.1 caracteristicas generales

Las algas pardas son plantas marinas multicelulares pertenecientes al grupo
Phaeophyta, estan compuestas por filamentos ramificados, constan de una
pared celular que tiene una capa celulésica interna y con una capa celulésica
péptica externa que estd compuesta comiunmente de algina, cuyo componente
es el que proporciona viscosidad y es utilizado en el area de farmacia como un

agente emulsificante (1).



Tabla Il. Clasificacion de las algas de acuerdo a sus caracteristicas

morfologicas

: Formade Composicion
Forma del Pigmentos
Grupo o almacenar su de la pared
talo fotosintéticos .
alimento celular
Chlorophyta Unl_celular, Clorofilas a'y - Polisacaridos y
multicelular y b, Almidon
(algas verdes) | .. . celulosa
filamentosas | carotenoides
Clorofilas a 'y L
Laminarina
Pheophyta . o . Celulosa
(algas pardas) Multicelular carotenoides (aceites y rincipalmente
gasp oSy carbohidratos) P P
fucoxantina
Clorofila a, d Celglosa 0
Rhodophyta . SN - pectina con
. Multicelular ficobilinas y Almidon
(algas rojas) : carbonato de
carotenoides )
calcio
Clorofilas a 'y . Pectina, y en
I Leucosina
Bacillariophyta | Mayormente c, ) algunos casos
: . : (aceites de L
(diatomeas) Unicelular carotenoides y : didxido de
carbohidratos) e
xanthophyla silicon
Dinoflagellata Clorofilas a'y
(dinoflageladas | Unicelular c, Almidon celulosa
) carotenoides
Crysophyta Clorofilas a'y Laminarina
Mayormente C, .
(algas . : (aceites y celulosa
unicelular carotenoides y :
doradas) carbohidratos)
xanthophyla
Clorofilas a'y No presentan
pared celular,
Euglenophyta , b, -
: Unicelular . Almidon solo una
(euglenoides) carotenoides y ] .
pelicula rica en
xanthophyla ;
proteinas
Fuente: (9).

[1.2.2 Lugar de cultivo

Crecen sobre rocas humedas, a lo lardo de la playa, lagos, rios, estanques y

pozos, e incluso en las profundidades del océano, se reproducen en cualquier

ambiente humedo (10).




11.2.3 Condiciones climéticas

Las algas pardas del orden laminariares se reproducen en zonas de clima
subtropical y templado cuyas condiciones de temperatura, no son mayores a los
20°C (11).

11.2.4 Periodo de recoleccién

Mayormente en estaciones de verano, el alga parda Sargassum
ecuadoreanum abunda en playas costeras, favoreciendo un periodo de

recoleccion desde el mes de mayo hasta aproximadamente el mes de agosto.

[1.2.5 Caracteristicas de la especie Sargassum ecuadoreanum

Posee una coloraciéon café claro o marron con una altura de 23 a 27.5 cm
aproximadamente. Su base es un poco alargada y ligeramente conoidal hacia el
peciolo. Del talo, sobre sale algunas ramas lisas con hojas delgadas de 4,5 cm
de longitud y 3,5 mm de ancho. Los bordes del alga son aserrados, con dientes
de 1 mm de longitud. Sus vesiculas son lisas y esferoidales de 4 mm de diametro
(12)

Figura 1. Algas pardas Sargassum ecuadoreanum

Fuente: (12).

El género Sargassum generalmente se encuentran en zonas tropicales y
subtropicales. Producen metabolitos como terpenoides, polisacéaridos,
polifenoles, acidos sargaquinoicos, sargacromenol, plastoquinonas, esteroides,
glicéridos, entre otros, que le otorgan al alga propiedades farmacologicas tales

como actividad analgésica, antioxidante, neuroprotectora, antimicrobiana,
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antitumoral, fibrinolitica, inmunomodulora, anticoagulante, hepatoprotectora y

antiviral (1).

[1.2.6 Composicidén taxonOmica

Tabla Ill. Caracterizacion taxondmica del alga Sargassum spp.

Reino: Chromista

Phylum: Ochrophyta o Heterokontophyta
Clase: Phacophycidae

Subclase: Fucophycidae

Orden: Fucales

Familia: Sargassaceae

Género: Sargassum

Especie: Sargassum ecuadoreanum W.R

Taylor

Fuente: (12).
II. 2.7 Composicién quimica

Las algas marinas son consideradas como fuente principal de proteinas,
poseen un alto contenido de fibra alimentaria (33-50% peso seco) que son
mezclas de carbohidratos tanto oligosacaridos como polisacéaridos siendo estos
altimos laminaranos, alginatos, fucanos y celulosa. Contienen entre un 5-24% de

proteinas, mientras que las rojas y verdes un 10-47% (13).
II. 2.7.1 Polisacaridos

Los polisacaridos son biomoléculas formadas por azlcares, unidos mediante
enlaces glicosidicos. Estan presentes en las algas marinas para ser utilizadas
por las industrias farmacéuticas y alimenticias como emulsificantes,
estabilizantes, gelificantes entre otras aplicaciones. Generalmente, las algas

marinas contienen como polisacéaridos, alginato, carragenano y fucoidan, y a su
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vez, fucosa, galactosa, &cido urénico y sulfato que les permite ejercer su
actividad antioxidante (14).

La celulosa es un polimero de carbohidratos dificil de degradar. Se encuentran
presentes en la pared celular de las algas, por lo que, un método de extraccion,
resultaria util en la degradacion de las mismas y de esa forma aumentaria el

contenido de polisacéridos y rendimiento del extracto (14).

El alga parda comestible Sargassum fulvellum (S. fulvellum), presenta en su
composicidon diversos metabolitos bioactivos, entre ellos, polisacaridos que han
sido estudiados para evaluar su actividad antitumoral e inmunoestimulante.
Varios estudios han demostrado que los extractos de Sargassum fulvellum posee
un alto contenido de carbohidratos que muestran un alto potencial antioxidante
(14).

Il. 2.7.1.1 Laminaranos

Figura 2. Estructura quimica de laminaranos en algas pardas
Fuente: (13).

Abundan principalmente en algas pardas como polisacaridos de reserva en
especies de orden laminariales y fucales. Esta formado por unidades de D-
glucosa unidas por enlaces B-(1,3) y ramificado mediante enlaces (-(1,6). Su
peso molecular es bajo, la solubilidad depende del grado de ramificacion, siendo
los de menor ramificacion, soluble en agua caliente y lo de mayor, solubles en
agua fria. Tienen la capacidad de ejercer actividad anticoagulante, antitumoral y

reducir los niveles de colesterol en sangre (13).
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Il. 2.7.1.2 Alginatos

Al igual que los polisacaridos laminaranos, abundan mayor parte en la pared
celular de las algas pardas. Se encuentran disponibles en forma acida y basica,
por lo que, su nombre se debe a la sal del acido de alginico. En forma basica son
estables a un pH de 6-9 e inestables volviéndose insoluble y precipitando a un
pH de 3-4 (13).

0oc
00C o HO g o /
\‘\U o o
HO N ono
OH 0 00
[ \ " M
Q
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OH 00C
G G

Figura 3. Estructura quimica de del acido alginico: acido B-Dmanurénico (M) y

acido a-L-gulurénico (G)

Fuente: (13).

La estructura quimica del acido alginico presenta dos unidades de acido (3-D
manuronico (M) y acido a-L-gulurénico (G) unidos mediante enlaces 1,4. Se ha
evidenciado efectos terapéuticos de los alginatos, tales como, efecto
antihipertensivo, antinflamatorio, capacidad de reducir colesterol en sangre y

absorber sustancias téxicas previniendo ser absorbidas por el organismo (13).

1. 2.7.1.3 Fucanos/Fucoidanos

Son un tipo de heteropolisacéarido y uno de los principales polisacéaridos ricos
de L-fucosa sulfatada, que estan presentes en la pared celular de las algas
pardas. La extraccion de este polisacarido ha sido utilizada para el tratamiento
de afecciones inflamatorias de la piel, trombosis, heridas subcutdneas y
guemaduras. A su vez, demostrar su capacidad antimicrobiana, inhibicion de

células tumorales, reduccion de lipidos en la sangre entre otros (15).
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El término fucano hace referencia a heteropolimero sulfatados que contienen
L-fucosa, D-xilosa, D-galatosa, D-manosa, y acido D-glucurdnico, mientras que
el término fucoidano para aquellos que contienen L-fucosa y grupos sulfato. El
namero, posicion, peso molecular, cantidad, conformacion de azucares de los
grupos sulfatos van a depender en la actividad biolégica de los polisacéridos
sulfatados (13).

1. 2.7.1.4 Minerales

Las algas al habitar en un ambiente marino obtienen una mayor cantidad de
minerales incluyendo macronutrientes tales como sodio, calcio, magnesio,
potasio, cloruro, sulfato, fosforo y micronutrientes como yodo, hierro, zinc, cobre,

selenio, molibdeno, boro, manganeso, niquel, cobalto, entre otros (13).

Son capaces de absorber sustancias inorganicas que se unen a los
polisacaridos sulfatados aniénicos presentes en la pared celular de las algas, por
lo que, son consideradas bioacumuladores de metales pesados siendo utilizadas

como biomarcadores en la contaminacion ambiental (13).

1. 2.7.1.5 Proteinas

Por lo general, el contenido de proteinas en algas pardas es bajo (5-24% del
peso seco), los componentes nutricionales como proteinas, aminoacidos pueden

llegar a variar segun el tiempo estacional (13).

1. 2.7.1.6 Polifenoles

Las algas pardas pueden llegar alcanzar hasta el 14% de peso seco de
polifenoles, siendo Ascophyllum y Fucus las especies con mayor contenido de
polifenoles. Los florotatinos estan abundantemente en las algas pardas, lo cual
les otorga actividades biol6gicas como su capacidad de ser un antioxidante. Se
han identificado otros polifenoles en las algas, entre ellos se encuentra el fucol y

sus derivados, flavonoides, y derivados como la catequina y epicatequina (13).
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II. 2.7.1.7 Lipidos

El contenido caldrico es bajo en las algas (<5% peso seco), contienen acidos
grasos polinsaturados que puede resultar beneficioso en el sistema
inmunologico de los seres humanos. Las algas pardas son fuente de acidos

grasos omega 3y 6, presentan fucoxantina asi como tocoferoles y esteroles (13).
11.3. ESTUDIOS BIOLOGICOS DEL GENERO SARGASSUM
11.3.1 Efecto hepatoprotector

Se ha comprobado que el extracto alcohdlico del alga parda Sargassum
polycystum ejerce actividad hepatoprotectora sobre las enzimas mitocondriales
hepaticas, mejorando el GSH mitocondrial con un aumento en el sistema defensa
antioxidante, ademas, previniendo el deterioro excesivo de la actividad NADH
deshidrogenasa en un grupo de ratas inducidas a dafio hepatico con

acetaminofeno (1).

Por otra parte, la administracién de polisacaridos sulfatados obtenidos del alga
parda Sargassum wightii a un grupo de ratas inducidas con ciclosporina A mostré
reparar las actividades de las enzimas marcadoras hepaticas junto a la

disminucion de los niveles de peroxidacion lipidica (1).
[1.3.2 Capacidad antioxidante

La determinacién de contenido de compuestos fendlicos totales en extractos
metanolico y hexanico de un grupo de macroalgas, entre ellos, Caulerpa
mexicana, Laurencia sp., Sargassum sp., Dictyota sp. y Sargassum cymosum
mostraron la capacidad de captar radicales libres al emplear el método del DPPH
(método de captura del radical), siendo la especie Sargassum cymosum el que
obtuvo mayor rendimiento en cuanto al contenido de compuestos fendlicos y

actividad de captar radicales libres (6).
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Los compuestos fendlicos, tales como: acidos fendlicos, polifenoles y
flavonoides actuan como fuentes de hidrégeno y son los responsables de ejercer
la capacidad antioxidante en las algas marinas protegiendo a las células contra
el dafio que provocan los radicales libres, y de esta forma prevenir enfermedades
de origen cardiaco e inmunolégico. Los radicales libres actian sobre acidos
grasos poliinsaturados, colesterol, ADN y lipidos sustrayendo de estos

compuestos un electrén para alcanzar su estabilidad electroquimica (6).

[1.3.3 Capacidad antiinflamatoria

Las algas pardas presentan capacidad antiinflamatoria sobre la piel al estar
constituidas por polisacéaridos sulfatados. El fucoidan anteriormente mencionado,
ha demostrado ser efectivo en el tratamiento de la dermatitis atopica en modelo
de ratones, tratamiento de quemaduras por calor dérmico en conejos, protege
las fibras elasticas dérmicas contra la hidrolisis de la elastasa leucocitaria
humana (15).

[1.3.4 Capacidad antitumoral

La actividad antitumoral y angiogenético del fucoidan depende del peso
molecular, siendo los de alto peso molecular aquellos que ejercen mayor
bioactividad. El alga parda Sargassum hemiphyllum tiene la capacidad de inducir
muerte celular de cancer de mama, inhibir la proliferacion de células de cancer
de vejiga implantadas en ratones, ademas, reducir los efectos secundarios en

los tratamientos de quimioterapia (16).

El contenido de sulfato y la posicion de los mismos estan directamente
relacionados con la bioactividad de las algas pardas. Han comprobado que una
fraccion de fucoidan de Sargassum fusiforme con un peso molecular de 12.4 kDa
y 7.5% de contenido de sulfato, no logré inhibir la formacién de vasos sanguineos
0 angiogénesis de las células HMEC-1 (células epiteliales mamarias). Sin
embargo, una fracciéon con un mayor contenido de sulfato con un peso molecular
de 47,5 kDa y 20,8% de sulfato, logré inhibir la angiogénesis de las células
HMEC-1 (16).
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I1.4. HIGADO

I1.4.1 Anatomia

El higado es un 6rgano macizo de color pardo, consta de una cara superficial
externa lisa, y pesa aproximadamente 1400 gramos en las mujeres y 1800
gramos en hombres (17). Esta dividido en ocho tramos o0 segmentos importantes,
cada uno de ellos esta formado por una arteria hepatica que se alinea con ciertos
tejidos de algunos 6rganos como el estobmago, el siguiente es por la vena porta

y por un conducto biliar, y la rama venosa hepatica que trasporta el fluido

sanguineo de salida (18).

Conducio hepabco

derecho
Conducto

hepibco
lzquendo
Vena porta
hepdtica
- Bazo

Conducto
hepdtca
coman

= Arteria

Vesicula =~ hepético

bikar
Estdmago
Conducto””
cistico

Pancreas

Duodeno
(primera parie del
ntestino deigado) /

Conducto’
bilkar comun

Figura 4. Anatomia del higado
Fuente: (18).
A continuacién, se mencionan los segmentos por los que estan constituidos

el I6bulo izquierdo y el I6bulo derecho:

e “Lobulo izquierdo: El segmento Il (segmento anterior o segmento lateral
izquierdo), el segmento Il (segmento posterior o I6bulo izquierdo
topografico), el segmento IV (segmento medial)” (18).

e “Lobulo derecho: EI segmento V y VIII (segmentos anteriores), el
segmento VI Y VII (segmentos posteriores), el segmento | (I6bulo

caudado, se encuentra en la parte posterior)” (18).
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Este 6rgano lobular se encuentra ubicado en la zona del hipocondrio derecho
y epigastrio, mantiene una proximidad con el diafragma, estomago y costillas
inferiores, se mantiene enlazado con la vena porta que le permite recibir
aproximadamente un 80% de sangre procedente del bazo e intestino, y de la

arteria hepatica un 20% (19).

[1.4.2 Histologia hepatica

El tejido hepatico es un tejido estructuralmente firme, estd en constante
regeneracion frente a las agresiones o estimulos externos provocados por
sustancias o compuestos quimicos, ya sean estos de caracter organico e
inorganico, estos factores alteran el funcionamiento del parénquima constituido
principalmente por las células hepatocitos, haciéndolo susceptible a diversas

patologias (19).

[1.4.3 Células hepatocitos

Los hepatocitos son células piramidales que observadas microscopicamente
forman un enlace o escala entre si, en su estructura citoplasmatica contienen
granulos aciddfilos y basofilos, y pueden presentar uno o dos nucleos. Estas
células ejercen varias funciones, tanto a nivel exocrino y endégeno, almacenan
glucogeno y proteinas que intervienen en el factor de coagulacion, entre otros.
El consumo excesivo de carbohidratos e ingesta de bebidas alcohdlicas, se
asocia con la esteatosis; que es una patologia que afecta al funcionamiento

normal de los hepatocitos (20).

[1.4.4 Enfermedades hepaticas
11.4.4.1 Hepatopatia

Una hepatopatia es una alteracién anatémica y fisioldégica de la glandula
hepatica, existen una gran variedad de enfermedades hepéaticas que se originan
por: farmacos, sustancias quimicas, virus o0 bacterias, alteraciones
inmunoldgicas y genéticas, alteraciones vasculares, alteraciones metabolicas,
entre otros. Cuando se presentan alteraciones hepaticas hay una liberacién
descontrolada de enzimas lisosomales que posteriormente puede provocar una

fibrosis hepatica y dafio tisular (21).

18



La alteracidon en el metabolismo hepatico presenta una baja produccion de
glucosa o hipoglucemia y una disminucion de la concentracion plasmética de
lipoproteinas conocida como hipolipidemia, en la produccién, excrecion y

conjugacion de bilirrubina que puede manifestar problemas de ictericia (22).
A continuacién, se mencionan algunas enfermedades hepaticas frecuentes:

e Cirrosis hepatica (22).

¢ Insuficiencia hepética aguda; que esta mediada por diferentes factores,
tales como: dosis elevadas de farmacos, y consumo excesivo de alcohol
(22).

¢ Enfermedad hepatica alcoholica (22).

o Esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) (22).

e Hepatitis virica (A, B, C, D, E) (22).

e Isquemia hepética (22).

e Enfermedad del higado graso alcohdlico.

e Carcinoma hepatocelular (CHC) (22).

e Enfermedades hepaticas hereditarias como: hemocromatosis vy
enfermedad de Wilson (22).

[1.4.5 TRANSAMINASAS

El proceso de transaminacion, es una de las reacciones que intervienen en la
degradacion o metabolismo de los aminoacidos, en donde el grupo amino de una
determinada molécula tiene que traspasar a otra molécula receptora, es decir,

de un a — aminoacido hasta un a — cetoacido (23).

[1.4.5.1 Transaminasas: Glutamico Oxalacética (TGO) y Glutamico Piravica
(TGP).

Las transaminasas o aminotranferasas, son las enzimas responsables que
participan en reacciones de catalizacidén. Existen dos tipos de transaminasas;
GOT (transaminasa glutamica oxalacética), también conocida como Aspartato
aminotransferasa (AST), y GTP (transferasa glutamico pirdvica) o Alanina amino
transferasa (ALT), valores anormales de estas enzimas, tienen relevancia en el

aspecto clinico (24).
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La GTP se halla principalmente (aunque no Unicamente) en el higado y altos
niveles de concentracién en suero, indican alteraciones hepaticas, mientras que
la GOT, se localiza en el higado, rifidbn, musculo esquelético y cardiaco, pancreas
y cerebro (25). Los valores normales en humanos de transferasa glutamico
piravica (GPT) es de 7 — 56 U/l (unidades por litro), y de transferasa glutdmica
oxalacética (GOT) es de 5 — 40 U/L, considerando que estos valores varian

segun el laboratorio fabricante (26).

Niveles superiores a 150 U/l indican alteraciones en el higado, por otro lado,
cuando existen valores mayores a 1000 U/I, segun el cuadro clinico del paciente,
indican enfermedades como: hepatitis virales y hepatitis provocadas por altas
dosis de farmacos como por ejemplo el acetaminofén y esteatohepatitis
no alcoholica (EHNA) (27).

[1.5. HEPATOTOXICICIDAD

La hepatotoxicidad es una enfermedad hepatica tdxica provocada
generalmente por la ingesta de compuestos quimicos u organicos o también
conocidos como hepatotoxina que provocan alteraciones en el sistema funcional

y anatomico del higado (3).

El higado al desempefiar varias funciones en el organismo, estara expuesto
constantemente a agentes potencialmente toxicos, siendo los medicamentos a
dosis elevadas o terapéuticas, productos medicinales, elementos naturales,

remedios caseros o industriales, ejemplos de agentes toxicos (3).

La hepatotoxicidad es responsable del 10% de casos de fallo hepatico agudo
a nivel mundial y la causa mas comun de muerte debido a las reacciones
adversas medicamentosas manifestadas en pacientes. Este problema implica el
retiro de ciertos productos medicamentosos en el mercado o restricciones de su
uso (28).

[1.5.1 Tipos de hepatotoxicidad

Existen dos tipos de hepatotoxicidad: La intrinseca que esta netamente
relacionada con la dosis, la mayoria de las hepatotoxinas actlan directamente

sobre el hepatocito, mientras que otros compuestos como por ejemplo el
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paracetamol, cido acetilsalicilico, tetracloruro de carbono, intoxicacion por setas
lo hacen a través de sus metabolitos generados durante la metabolizacion. Este
tipo de hepatotoxicidad depende del grado de exposicion y de la dosis
administrada siendo generalmente reproducible en animales de experimentacion

e identificable a nivel clinico (28).

La idiosincrasica, no es predecible, generalmente no esta relacionada con la
dosis, produce lesion hepatica solamente en algunos individuos debido a un
metabolismo anormal del farmaco a causa de una expresion diferente de las
enzimas de biotransformaciéon. Estd mediada por una reaccion de

hipersensibilidad como por ejemplo hepatitis alérgica a farmacos (28).

[1.5.2 Tipo de lesion hepatotdxica

La hepatitis aguda ictérica o anictérica es una enfermedad hepatotoxica y la
mas comun en el 90% de los casos. Cualquier célula parenquimatosa o no
parenquimatosa del higado podria resultar lesionada y de tal forma dar lugar a
diferentes tipos de enfermedades hepaticas. Por lo tanto, la célula que

mayormente predomine en el higado sera la mas afectada (28).

La lesion de las células hepatocitos pueden producir trastornos hepéaticos tales
como: hepatitis aguda o crénica, esteatosis, hepatitis colestasica, cirrosis,
hepatitis granulomatosa o tumores. La alteracion de las células colangiocitos
puede ocasionar colangitis aguda o crdnica o colangitis esclerosante. Toxicidad
sobre las células endoteliales podria provocar enfermedad venooclusiva
hepatica, peliosis hepatica, sindrome de Budd-Chiari, desarrollo de
angiosarcoma. Dafio de las células estrelladas podria causar fibrosis hepatica
(28).

[1.5.3 Mecanismo de dafio hepatico

El higado estd relacionado con otros Organos como es el tracto
gastrointestinal y el bazo, y por medio de la vena porta, la sangre que contiene
las drogas y xenobibticos es conducida hacia el higado para su previa
metabolizacién. La mayoria de los compuestos téxicos lesionan al organulo

mitocondria, por lo que, liberan gran cantidad de oxidantes produciendo un dafio
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hepatico. Enzimas del sistema citocromo P450 son activadas, entre ellas la
CYP2E1 que también ocasionan estrés oxidativo (3).

Los hepatocitos lesionados y las células del conducto biliar provocan la
acumulacion de bilis en el higado. A su vez, las células que no forman parte del
parénquima hepético, como son las células de kupffer, células Ito y leucocitos

participan en los mecanismos toxicos (3).

[1.5.4 Compuestos hepatotoxicos

Son compuestos 0 sustancias que provocan lesiones hepéticas, como:
Tetracloruro de carbono (CCls), Cloruro de Vinilo (VC), solventes orgénicos,
metales pesados, etc. A su vez, medicamentos y drogas tales como:
metotrexato, paracetamol ingesta de mas de 8 pastillas de 500 mg en 7 horas,
aspirina a dosis elevadas. Bebidas alcohdlicas, como el ron, whisky, sake,
vodka, etc. También intervienen otros factores influyentes como la edad,
alimentacion, estrés, enfermedades asociadas, funcion renal, genéticos, factores

fisiopatoldgicos (3).

[1.5.4.1 Tetracloruro de carbono (CCls)

Es el hepatotoxico mejor estudiado y el mas conocido entre los xenobibticos
que causan lesion o dafio hepatico, posee propiedades cancerigenas, presenta
accion depresora sobre el sistema nervioso central, circulacion sanguinea y
respiracion. Es un organoclorado, liquido, incoloro con baja solubilidad en agua,
de aroma ligeramente dulce que corresponde al grupo de hidrocarburos

halogenados, pudiendo ser encontrado en pequefias cantidades en el aire (29).

En la actualidad, el tetracloruro de carbono (CCl4) es usado como disolvente
(aceites, grasas, ceras y limpieza en seco). Su absorcion por el tracto
gastrointestinal es lenta y se difunde con mayor rapidez por las membranas
plasmaticas debido a la presencia de aceites y grasas en su composicion, y por
la permeabilidad que presentan las membranas al estar constituidas de
fosfolipidos (29).

Este compuesto es metabolizado por el citocromo P-450 (CYP2E1), enzima

expresada mayoritariamente en los hepatocitos de la region perivenular y el
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mecanismo de metabolizacion se potencia con la coadministracion del
fenobarbital, dando lugar a su hepatotoxicidad al causar dafio celular mediante
la peroxidacion lipidica, alquilacion de acidos nucleicos y proteinas, perdida de
la homeostasis del calcio intrahepatocitario e induccion de citocinas inflamatorias
(30).

[1.5.4.1.1 Toxicidad

El compuesto tetracloruro de carbono (CCls) puede ingresar al organismo ya
sea por via respiratoria, via ocular, via digestiva, por absorcion a través de la piel
y mucosas concentrandose mayormente en el tejido adiposo. Actla sobre las
células epiteliales hepaticas provocando necrosis, siendo los metabolitos
eliminados por la orina 0 exhalacion. Su ingestién conlleva a la aparicion de
leucemia linfoide, tricoleucemia, cirrosis, cancer de higado y pulmén. Ademas,
alucinaciones a tal punto de perder el conocimiento, vomito, vértigos, vision
borrosa, desmayos, mareos, dolores de cabeza, disminucion de la presion

arterial., aumento de la temperatura corporal, entre otros (3).

[1.5.4.1.2 Mecanismo de accién del tetracloruro de carbono (CCls)

En el higado, este compuesto favorece la formacion de metabolitos toxicos,
que provocan acumulacién de lipidos en las células, seguido de una muerte
celular y necrosis hepatica en la region centro lobulillar, siendo este proceso
mediado por el sistema enzimatico microsomal citocromo P450. A nivel renal, el
tetracloruro de carbono (CCls) ocasiona una necrosis tubular aguda. El
triclorometilo (OCCls) y triclorometilperoxilo (CClsO2), son los radicales libres
responsables de la toxicidad del tetracloruro de carbono provocando inflamacion,

fibrosis, cirrosis y carcinoma hepatocelular (HCC) (3).
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Fuente: (3).

11.5.4.2 Acetaminofeno

Acetaminofeno o también llamado N-acetil- p-aminofenol es un farmaco
antipirético y analgésico usado comunmente en la induccion de dafio hepatico
agudo en animales de experimentacién y su elevada dosis provoca insuficiencia

hepatica aguda en humanos (31).

Una pequefia parte (10-15%) del acetaminofeno es metabolizado por el
citocromo hepatico CYP 2E1 a N-acetil-para-benzo-quinona imina (NAPQI), que
es el metabolito reactivo responsable de causar insuficiencia hepética tras unirse
a algunas moléculas intracelulares como el ADN, causar estrés oxidativo y alterar

el estado del calcio o tiol en el hepatocelular (32).
[1.5.4.2.1 Mecanismos patogénicos de dafo hepéatico

Por via oral el acetaminofeno se absorbe en el intestino dentro de las primeras
2 horas y es excretado por la orina. La mayor parte de la fraccién es metabolizada
en el higado por glucuronidacién y sulfatacion, y la parte mas pequefa de la
fraccion es metabolizado en los hepatocitos por el citocromo P450 convirtiéndolo

en un metabolito reactivo como es el N-acetil-para-benzo-quinona imina
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(NAPQI), pero este se vuelve inofensivo gracias a la accion del glutation
antioxidante (GSH) excretdndose los metabolitos por la bilis. La necrosis de los
hepatocitos esta mediada por una sobredosis de acetaminofeno que conduce al
agotamiento del glutatién antioxidante, por lo que, una cantidad creciente de este
compuesto, llega a unirse a las proteinas mitocondriales dando lugar a la
formacién de proteinas citotdxicas y por ultimo muerte de las células hepatocitos
(31).

toxic metabolite { N-acetylcysteine’; inactive

Sieve formation in
ingredient overiose -~ (N/I\C) reduced form
N-acetyl-p- N-acetyl-p- :f_f(';'lui;a"lh;o.r{é'.‘ )
; : 45 N—— Glutathione
aminophenol benzoquinone imine NG N .
(APAP) . (NAPQI) Conjugate

Glutathione-
S-transferase

Figura 6. Mecanismos moleculares de hepatotoxicidad inducida por el
acetaminofeno

Fuente: (31)

1.6 COMPUESTOS HEPATOPROTECTORES
11.6.1 Silimarina

La silimarina proviene del extracto obtenido de la planta Silybum marianum,
cuya composicion esta constituida por los siguientes flavonoglignanes: silibinina,
isosilibinina, sililristina, isosilcristina, silidianina y taxifolina, siendo la silibina
(70%) la que mayormente predomina en la composicion de la silimarina, y la
responsable de efectuar actividades biol6gicas, tales como: tratamiento de
enfermedades reumaticas al actuar como antiinflamatorio inhibiendo la
activacion de los neutrofilos en las articulaciones, enfermedades oncologicas
(cancer de prostata, vejiga, pulmén) al reducir la replicacion celular

descontrolada, y como un farmaco antihepatotoxico (33).
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Un estudio indica que a una dosis de 200 mg/kg de silimarina reduce el estrés
oxidativo, previene el aumento de la transaminasa alanina amino transferasa
(ALT), disminuye la peroxidacion lipidica y aumenta el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) en ratones inducidos a dafio hepatico con etanol (5g/kg de peso

corporal) (33).

11.6.2 N-acetilcisteina (NAC)

Es un aminoacido con capacidad antioxidante usado para prevenir lesiones
hepaticas causados por la ingesta de dosis elevadas de acetaminofeno. Puede
ser administrado por via oral o parenteral. Se mencionan, ademas, otros
farmacos que ayudan en la hepatotoxicidad inducida por acetaminofeno

(fumaria, acido galico, taurina y silimarina) (34).
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CAPITULO Il

1.1 TIPO DE INVESTIGACION

El presente estudio consta de un disefio experimental de caracter cuantitativo,

al emplear variables que fueron manipuladas como: dosificacion del extracto

hidroalcohdlico del alga parda Sargassum ecuadoreanum, parametros de control

de calidad en la droga cruda y extracto. A su vez, la realizacion de ensayos in

vivo con biomodelos de experimentacién con el fin de establecer grupos de

control y grupos post prueba mediante un estudio histopatolégico.

[1l.2 Diagrama de la metodologia de la investigacion
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1.3 MATERIALES

© 0 N o g B~ wDdhPRE

vaso precipitado

Piseta

agitador de vidrio
capilares

tubos eppendorf

crisol de porcelana

papel filtro libre de cenizas
matraz aforado

vidrio de reloj

10.probeta
11.embudo

1.4 REACTIVOS

© N o g A~ Wb PE

n-Hexano

Acido clorhidrico al 10%
Etanol al 92%

Fenol

acido sulfarico concentrado
Nitrato de plata 0,1 mol/L
Cloruro de sodio

Bicarbonato de sodio

1.5 EQUIPOS

o bk 0N PRF

Agitador magnético

Estufa

Hornilla eléctrica

Horno mufla

Equipo espectrofotométrico
Genesys 20 (Serie 4804640)
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12.Desecador de vidrio

13.bureta de 50 ml

14 tirillas reactivas pH

15.frasco de vidrio &mbar

16.canula

17.jeringuillas (de insulina)

18.Tubos activadores de coagulos
séricos en suero alto a gran
altitud de 5 ml (CAT Serum Sep
Clot Activator High Altitude 5 ml

9. Cromato de potasio

10.Agua destilada
11.Tetracloruro de carbono al 5%
12.Formaldehido al 37%
13.Aceite de oliva

14.Silimarina 140 mg

15.N- acetil cisteina 600 mg
16.Eter etilico

6. Balanza analitica
7. Balanza para pesaje de

animales pequefos

8. Refrigerador

9. Sorbona



[11.6. Disefio experimental de la investigacion

[11.6.1 Recoleccién del material vegetal.

Para la realizacion del presente estudio se procedio a recolectar el material
algal en la peninsula de Santa Elena (Ecuador) durante las horas de baja marea
en areas rocosas de la zona intermareal correspondiente a la playa Ballenita

(Balneario).

La recolecta de las plantas marinas se realizé en el mes de julio del presente
afo de forma manual para luego ser pesadas, almacenadas a baja temperatura
y transportada al laboratorio de la facultad de Ciencias Quimicas. Una parte de
ella fue enviada a la facultad de Ciencias Naturales para ser clasificadas

taxondmicamente.

[11.6.2 Preparacion y secado de las algas pardas Sargassum ecuadoreanum.

Fueron sometidas a una limpieza manual con abundante agua corriente y
enjuagadas con agua destilada para eliminar restos de arena y epifitos. Las
algas se secaron durante 48 horas a temperatura ambiente y posterior a 24 horas
en una estufa a 40°C, finalmente se trituraron mediante el empleo de un molinillo

eléctrico hasta obtener un polvo fino y ser conservadas en envases herméticos.

Para ello, el polvo obtenido tuvo que someterse a controles fisico-quimicos
para ser evaluada la calidad de la muestra y a continuacion la obtencién de los

extractos.

[11.6.3 Determinacion de parametros fisicoquimicos realizados en las algas

pardas Sargassum ecuadoreanum (droga cruda)
[11.6.3.1 Determinacién de Cenizas totales.

Se pes6 2 gramos del material algal pulverizado en un crisol de porcelana o
platino previamente tarado (A, B y C). Luego se incineré a una temperatura de
500-750°C por 3 horas en la mufla. Transcurrido el tiempo se retiraron las
cenizas y se dejo enfriar en un desecador y se registro el peso de cada una de

la replicas (A, B y C). Posteriormente se incinerd6 nuevamente las cenizas por 2
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horas repitiendo el proceso anterior, el residuo obtenido es de color blanco o casi
blanco.

Se realizaron célculos mediante la siguiente expresion de los resultados:

Donde:
m,= Crisol con cenizas después de incineracion
m4= Crisol con muestra antes de incineracion
m = Crisol vacio
CT = Cenizas totales

[11.6.3.2 Grasas totales.

Este andlisis se llevé a cabo por el método de Folch. Se pes6 2 gramos de
muestra de alga parda Sargassum ecuadoreanum en tubos de eppendorf. Luego
se afadido 20 ml de n-hexano a cada tubo (A, B, C) se tapd y agito
correspondientemente. Posteriormente se trasladaron los tubos a bafio maria a
una temperatura de 40°C por 10 minutos. Se dejé enfriar hasta que el polvo
asiente, luego se procedio a separar el liquido sobrenadante del residuo y fue
trasvasado a un beacker. Consecutivamente, se llevé el beacker que contiene el
liguido sobrenadante a la estufa a una temperatura de 60°C para eliminar el n-
hexano. Finalmente se peso y se obtuvo por diferencia el porcentaje de grasas

contenido en la muestra.

Se realizaron los célculos mediante la siguiente expresion de los resultados:

__ peso del matraz con grasa — peso del matraz limpio X100

0
peso de la muestra
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111.6.3.3 Determinacién de Cenizas solubles en agua.

A las cenizas totales obtenidas, se les afiadio de 15 a 20 ml de agua destilada.
El crisol se tapd y se sometio a ebullicion suavemente a la llama de un mechero
durante 5 minutos. Se filtro la solucidn a través de un papel filtro libre de cenizas.
El filtro con el residuo se transfirié al crisol inicial, se carbonizé en un mecheroy
luego se incinerd en un horno mufla a una temperatura de 700-750 °C durante 2
horas. Posteriormente se coloc6 en una desecadora y cuando este alcanzo la
temperatura ambiente se peso. El procedimiento se repitié hasta alcanzar peso

constante.

Expresion de resultados:
MZ - Ma

Ca = mxmo
Donde:
M,= Masa del crisol con las cenizas totales (Q)
M= Masa del crisol con la muestra de ensayo (Q)
Ma = Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua.
Ca = Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada
M= Masa del crisol vacio
100= Factor matematico

[11.6.3.4 Cuantificacion de polisacéaridos (preparacion de la muestra).

Por triplicado, se pes6 2 gramos de muestra y fue transferida a un matraz
aforado de 500 ml y se afiadido 100 ml de etanol al 92%, se llevo a reflujo por una
hora y se filtr6 en caliente. El residuo del papel fue transferido nuevamente en el
matraz aforado y se afiadié 100 ml de agua destilada, se llevo a reflujo por 2
horas y se filtr6 en caliente en matraces de 200 ml, posteriormente se procedio

a enfriar y enrasar.
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Se tomd una alicuota de 0,25 ml a cada réplica y se transfiri6 a tubos
eppendorf y se afiadié 750 ul de agua destilada, 1 ml de fenol y 4 ml de acido
sulfarico concentrado (H2SO4). Se dejé en reposo por 10 minutos y se transfirio
a bafilo maria por 15 minutos a una temperatura de 40°C. Posteriormente se

procedio a leer en un espectrofotometro Genesys 20 EQ-24 (serie 4804640).

[11.6.3.5 Cuantificacion de polisacaridos (preparacion de los estandares).

Para este analisis se pes6 51 mg de glucosa anhidra en un vidrio de reloj y se
transfirid a un matraz volumétrico de 50 ml y se enras6 con agua destilada. Se
procedid a tomar una alicuota de 2 ml y fue transferida a un matraz volumétrico
de 25 ml. Se tomo de la solucion diferentes alicuotas de: 1 ml - 0,75 ml - 0,50
ml - 0,25 ml y fueron trasvasados a tubos eppendorf en donde se afiadié a cada
tubo 1 ml de fenol al 5% y 4 ml de &cido sulfurico concentrado. Luego se dejo en
reposo por 10 minutos y se llevo a bafio maria por 15 minutos a una temperatura
de 40°C. Para la preparacion del blanco se requirié 1 ml de agua destilada, 1 ml
de fenol al 5% y 4 ml de acido sulfarico. Posteriormente se leyeron absorbancias
en un espectrofotdmetro Genesys 20 EQ-24 (serie 4804640) cada una de las

concentraciones preparadas y el blanco.

111.6.3.6 Determinacioén de cenizas insolubles en acido clorhidrico.

A las cenizas totales obtenidas, se les afiadié de 2-3 ml de acido clorhidrico
al 10%. El crisol se tap6 con un vidrio reloj y se calentd sobre un bafio de agua
hirviente durante 10 min. Se lavo el vidrio reloj con 5 ml de agua caliente y se
unié al contenido del crisol. La solucion se filtré a través de papel filtro libre de
cenizas; se lavo el residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con
acido clorhidrico al cual se le agregd una a dos gotas de solucién de nitrato de

plata 0,1 mol/L, hasta que este no muestre presencia de cloruros.

El filtrado con el residuo fue desecado a una temperatura de 100 a 105°C, se
transfirio al crisol inicial y se procedié a incinerar en un horno mufla a una
temperatura de 700-750°C durante 2 horas. Posteriormente se coloc6é en una
desecadora y cuando se alcanz6 la temperatura ambiente se pesoé
correspondientemente. Este procedimiento se repiti6 hasta obtener masa

constante.
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Expresion de resultados:

Ba="2=Ma 100
a_Ml—M X

Donde:

M,= masa del crisol con las cenizas totales (Q)

M= Masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

Ma = Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua.

Ca = Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada
M= Masa del crisol vacio

100= Factor matematico

[11.6.3.7 Determinacién de sodio contenido en la droga cruda por

Absorcién Atémica

Este analisis fue realizado por laboratorios UBA, donde se solicité 100 gramos
de la muestra para posterior andlisis por el método AOAC 965.09 (Absorcién

Atdmica).

[11.6.4 Determinacion de parametros fisicoquimicos realizados al extracto

hidroalcohélico de algas pardas Sargassum ecuadoreanum.
[11.6.4.1 Preparacion del extracto hidroalcoholico al 20%

Para la preparacion del solvente se procedié a medir en una probeta 70 ml
agua destilada libre de cloruros y 30 ml de etanol al 92%. Luego se peso6 20
gramos del polvo, es decir la droga cruda y fue transferida a un beacker, y
posteriormente se afiadieron los 100 ml del solvente con agitacion constante y
se dejo macerar por 24 horas. Transcurrido el tiempo de maceracion, se procedid
a separar el liquido sobrenadante y se filtré en una probeta e inmediatamente se

midio el liquido macerado y se registré el volumen.
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Finalmente, el liqguido macerado fue trasvasado a un beackery se llevo a bafio
maria a una temperatura de 100 °C por un tiempo aproximado de 2 horas con
agitacion constante hasta que desista el olor a etanol para la obtencion del

extracto.

111.6.4.2 Porcentaje de rendimiento del extracto hidroalcohdlico

El calculo del porcentaje de rendimiento consiste en el volumen obtenido
antes (rendimiento tedrico) y después de la evaporacion (rendimiento practico),
y esta dado mediante la siguiente ecuacion:

Rendimiento real

% Rendimiento = — — x 100
Rendimiento teorico

[11.6.4.3 Determinacion de pH en el extracto hidroalcohdlico.

Se afadié en una capsula de vidrio cantidad suficiente del extracto y en ella
se sumergi6 una tirilla reactiva, posteriormente se esperd de 5 a 8 minutos para

registrar el valor segun el grado de acidez o basicidad de la muestra.
[11.6.4.4 Sélidos totales.

Por triplicado, se pesaron capsulas de vidrio vacias, y posteriormente se midi6
5 ml del extracto y se afiadio en las respectivas capsulas. Finalmente se procedi6
a secar en una hornilla eléctrica y se introdujo el extracto en la estufa a una

temperatura de 100 — 105°C por 2 horas.
[11.6.4.5 Densidad

Por triplicado, se seleccionaron tres probetas de 10 mly se registro el peso de
cada una, luego se midido 10 ml del extracto en las respectivas probetas y se
peso con el contenido. Para calcular la densidad se empled la siguiente
ecuacion:

masa

P volumen
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[11.6.4.5 Determinacién de cloruro de sodio (CINa) por titulacion

[11.6.4.5.1 Preparacion de la sustancia patron tipo primario (CINa)

Se peso 58,44 mg de cloruro de sodio en un beacker, cabe recalcar que la
sustancia patron debe secarse en una estufa a una temperatura de 120°C por 2
horas. Se afiadi6 la sustancia en un matraz de 50 ml y finalmente se enrasé el

volumen.

[11.6.4.5.2 Preparacion de la sustancia titulante Nitrato de plata (NO3AgQ)

Se peso 4,25 g de nitrato de plata y se disolvié hasta enrasar en un matraz de
250 ml. Para la valoraciéon del nitrato de plata, se transfirié la solucion a una
bureta de 50 ml y se dej6 caer gota a gota en un beacker que contiene los 50 ml
de la sustancia patron tipo primario (CINa) y el indicador ( CrO,K, ) 2 a 3 gotas
en constante movimiento con la ayuda de un agitador magnético, una coloracién
amarilla mas un precipitado de color rojo ladrillo indican la presencia del cromato

de plata. Se realiz6 3 determinaciones.

111.6.4.6 Titulacidn de la muestra

La muestra debe tener un pH entre 7 — 9, y para ello se modificé a pH neutro.
Se midié 2 ml del extracto, se diluyd y enrasé en un matraz de 50 ml, luego se
transfirié la solucién a un beacker de 100 ml y se afadié de 2 a 3 gotas del
indicador cromato de potasio ( CrO4K,), cargada la bureta de 50 ml con la
solucién de nitrato de plata se dej6 caer gota a gota con agitacion constante a la
solucidon muestra hasta observar la formacion de un precipitado rojo ladrillo

(cromato de plata).

111.6.5 Actividad Hepatoprotectora

Se utilizaron como reactivos biologicos ratones CD provenientes del Instituto
Nacional de Salud publica e Investigacion (INSPI), con un peso promedio de 25
+ 5 g cumpliendo con las buenas practicas del cuidado y manejo de animales de

experimentacion, los cuales, fueron alimentados con abundante agua y
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balanceado dividiéndose en 7 grupos (cada grupo con 7 biomodelos) después

de haber transcurrido 1 semana de aclimatacion.

La division se la realiz6 de la siguiente manera: Un grupo control normal, un
control positivo tratado con Silimarina a una dosis de 420 mg/kg, un grupo control
positivo tratado con N-acetil cisteina a una dosis de 600 mg/kg (via oral), un
grupo control negativo en donde se realizé una induccién de dafio hepatico con
tetracloruro de carbono (CCl,), a una concentracion del 5% fijado con aceite de
oliva por via intraperitoneal. A demas, tres grupos fueron tratados con extracto
hidroalcohdlico de alga parda Sargassum ecuadoreanum a una dosis 1000
mg/kg, 500 mg/kg y 250 mg/Kg por via oral, el pH del extracto tuvo que
modularse con bicarbonato de sodio a neutro (7) debido a que éste tenia un pH
acido (5).

El tratamiento durd 7 dias, al sexto dia se administrd por via intraperitoneal
el tetracloruro de carbono (0.2 ml/kg) a los siguientes grupos: control positivo
tratado con Silimarina a una dosis de 420 mg/kg, control positivo tratado con N-
acetil cisteina a una dosis de 600 mg/kg, y a los tres grupos tratados con el
extracto hidroalcohdlico de alga parda Sargassum ecuadoreanum (dosis 1000
mg/kg, 500 mg/kg y 250 mg/Kg), y se continud con el tratamiento hasta el séptimo
dia, posteriormente se anestesiaron a 20 modelos biolégicos (escogidos entre
los siete grupos) con éter y se realizé una toma de muestra sanguinea de
aproximadamente 1 ml por via ocular para el respectivo analisis bioquimico de
Transaminasa Glutamico Oxalacética (TGO) cuya muestra fue recogida en tubos
activadores de coagulos séricos en suero alto a gran altitud de 5 ml (CAT Serum
Sep Clot Activator High Altitude 5 ml), posteriormente los reactivos biologicos
fueron sacrificados mediante previa anestesia y luego dislocacién cervical y se
realizé una diseccion para extraer el higado y posterior analisis histopatolégico.

Los resultados fueron analizados estadisticamente.
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CAPITULO IV
IV.1 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FiSICOS QUIMICOS
IV.1.1 Cenizas

Como lo muestra en la Tabla IV se calcul6 el promedio, desviacion estandar
y coeficiente de variacion (1.9 %) de las dos replicas B y C descartandose la
réplica A porque incidia en los valores de las dos replicas anteriormente

mencionadas.

Tabla IV. Promedio del porcentaje de cenizas totales contenidos en la droga

cruda
Réplicas Porcentaje de Cenizas
B 14,93 %
C 14,52 %
Promedio 14.72 £ 0.29

Fuente: Autoras
IV.1.2 Grasas

La Tabla V muestra el promedio del porcentaje de grasas totales contenidas
en la droga cruda, ademas de la desviacién estandar y el coeficiente de variacién
(6,896 %)

Tabla V. Promedio del porcentaje de grasas totales contenidas en la droga

cruda
Réplica Porcentaje de grasas totales
A 0,80 %
B 0.91 %
C 0,90 %
Promedio 0.87 £ 0.060

Fuente: Autoras
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IV.1.3 Cenizas solubles en agua

En la Tabla VI se muestra el promedio del porcentaje de cenizas totales
solubles en agua y desviacién estandar, en esta determinacion se descarto la
réplica A porque incidia en las dos replicas siguientes (B y C), el coeficiente de

variacion es de 3.5 %.

Tabla VI. Promedio del porcentaje de cenizas solubles en agua contenidas en

la droga cruda

Réplica Porcentaje de cenizas solubles en
agua
B 9.458 %
C 9.951 %
Promedio 9.70 £ 0.348

Fuente: Autoras
IV.1.4 Determinacion de sodio por absorcion atbmica

Este analisis fue realizado por laboratorios UBA, segun la AOAC 965.09

absorcion atdbmica, indica un valor del 0.70 % de sodio como lo muestra a

continuacion la Tabla VII.

Tabla VII. Resultado de andlisis para la determinacién de sodio contenido en la

droga cruda por absorcion atémica

codigo i ] _ Limite de
Pardmetros Método Resultados | Unidad o
UBA cuantificacion
AOAC
UBA- _ 965.09
Sodio (Na) y 0.70 % - -
26796-1 (Absorcion
Atémica)

Fuente: Laboratorio UBA
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IV.1.5 Polisacéaridos totales

En la Figura 7 se muestra la curva de calibracion de polisacéridos totales,
teniendo un R2 = 0.9866 cuyo valor permitié calcular la concentracion de

polisacéaridos contenidos en la droga cruda.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4 y=0,0113x + 0,02
R?=0,9866

ABSORBANCIAS

0,3
0,2
0,1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
CONCENTRACION

Gréfico 1. Curva de calibracidon de polisacéaridos totales contenidos en la droga

cruda

Fuente: Autoras

A continuacion, en la Tabla VIl se obtuvo el promedio de la concentracion de
polisacéaridos totales contenidos en la droga cruda, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion cuyo valor es de 7.8 %, se descarto la réplica A porque
incidia en las dos siguientes.

Tabla VIII. Promedio de la concentracién de polisacéaridos totales contenidos en

la droga cruda

Replica Concentracion de la muestra
B 108.63 ug/g
C 97.22 uglg
Promedio 102.92 + 8.06

Fuente: Autoras
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IV.1.6 Cenizas insolubles en acido clorhidrico (HCI)

A continuacion, en la Tabla IX obtuvo finalmente el promedio de cenizas
insolubles en acido clorhidrico, desviacién estandar y coeficiente de variacion

cuyo valor es de 0.078 %.

Tabla IX. Promedio del porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico
(HCI) contenidas en la droga cruda

Réplica Porcentaje de cenizas insolubles en
HCI
A 97.862 %
B 97.730 %
C 97.866 %
Promedio 97.819 + 0.077

Fuente: Autoras

IV.2 Determinacion de pardmetros fisicoquimicos realizados en el extracto

hidroalcohélico de algas pardas Sargassum ecuadoreanum

IV.2.1 Determinacién del porcentaje de rendimiento, densidad, humedad y

solidos totales

A continuacion, en la Tabla X se observan los resultados obtenidos de los
pardmetros realizados al extracto, tales como: porcentaje de rendimiento,
promedio de la densidad, promedio del porcentaje de solidos totales con una

desviacion estandar del 1.37 %, y porcentaje de humedad.
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Tabla X. Porcentaje de rendimiento, porcentaje de humedad, promedio del

porcentaje de solidos totales y promedio de la densidad del extracto

hidroalcohélico

Porcentaje de

Porcentaje de

Promedio de la

Promedio del

rendimiento del densidad del porcentaje de
humedad .
extracto extracto solidos totales
63.2 % 94.9% 0.995 + 0.004 5.1+ 0.07

Fuente: autoras
IV.2.2 Valoracién del cloruro de sodio
Para la titulacion de la sustancia patrén, como se muestra en la Tabla Xl se

obtuvo el promedio del porcentaje del mismo, desviacion estandar y coeficiente

de variacion cuyo valor es de 3.5%.

Tabla XI. Promedio del porcentaje de la valoracidon de la sustancia patron tipo

primario cloruro de sodio (NaCl)

Replicas Normalidad (g/L)
A 0,101
B 0.095
C 0.095
Promedio 0.097 £ 0.0034

Fuente: Autoras
IV.2.3 Valoracion del extracto hidroalcohdlico
Se define que por cada 100 ml de extracto hay un 2% de cloruro de sodio
contenido en la muestra; como se observa a continuacion en la Tabla Xl se
obtuvo el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion, cuyo valor es
de 2.99 %.
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Tabla Xll. Promedio del porcentaje de cloruro de sodio contenido en el extracto

hidroalcohdlico del alga parda Sargassum ecuadoreanum

Replicas Porcentaje de la muestra
A 2.454 %
B 2.331 %
C 2.331 %
Promedio 2.37 £0.071

Fuente: Autoras

IV. 3 Pruebas bioquimicas: Transaminasa Glutamico Oxalacética (TGO)

En el Grafico 2 que se muestra a continuacion, se halla el promedio de los

valores obtenidos de transaminasas TGO, de cada grupo de ensayo tratado
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Grafico 2. Promedios de transaminasa Glutamico Oxalacética TGO en la

evaluacién hepatoprotectora en ratones
Fuente: Autoras

De acuerdo al resultado del andlisis bioguimico de transaminasa glutamico
oxalacética (TGO), los grupos tratados con Silimarina (24.58 + 25.18), N- acetil
cisteina (7.34 + 4.31) y el extracto hidroalcohdlico con sus respectivas
dosificaciones (dosis 1000 mg/kg: 30.26 + 24.22, dosis 500 mg/kg: 26.69 + 26.86,
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dosis 250 mg/kg: 10.66 £ 3.19), tuvieron similitud a los valores de transaminasa
del grupo control normal (12.77 + 0.90) , sin embargo, en relacion con el grupo
control negativo con CCl, ( 157.36 £ 25.33) mostré diferencia con todos los
grupos tratados ya mencionados anteriormente, por lo que estadisticamente

presento una diferencia significativa con una probabilidad del 0.05%.

IV.4 Resultado histopatolégico del Higado (Tincion hematoxilina-eosina)

Grupo 1 Control normal sin tratamiento, sin induccién

Un 6rgano presento leve metamorfosis grasa (degeneracion) alrededor de los

lobulillos, y discreta congestion portal.

Grupo 2 control negativo tetracloruro de carbono CCl, sin tratamiento

En todos los 6rganos se observé marcada degeneracion turbia (+++) y a veces
degeneracion grasa +, todo ello perilobulillar, ademas una congestion portal y

parenquimal (+), en un 6rgano se observa pequefios focos necroticos celulares

(+)-
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Grupo 3 Control positivo Silimarina + CCL4

4

El grado de turbidez (degeneracion) perilobulillar es recurrente en todos los

organos (++), la congestidon vascular portal y parenquimal esta aumentada. (++)

Grupo 4 Control positivo N — Acetil cisteina + CCL4

Al igual que en los casos anteriores la degeneracion turbia perilobuliliar

(presencia de pseudolobulillos) y la observacion en un 6rgano de focos
necréticos dispersos es evidente (+++), igualmente la congestion vascular esta
manifiesta (++).
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Grupo 5 Dosis 1000 mg/kg Extracto + CCL4

-

El grado de turbidez celular (degeneracién) perilobuliliar es discreta (++) pero

manifiesta.

Grupo 6 Dosis 500 mg/kg, Extracto + CCL4

En un higado aparece un amplio campo de necrosis subcapsular como
respuesta evidente del proceso de degeneracion turbia perilobuliliar (+++), los
otros 6rganos presentan el mismo cuadro, pero en menor grado (++).
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Muestra dosis 250 mg/kg Extracto + CCL4

i
‘"
Es similar el grado de degeneracion turbia (++) a los anteriores, en un 6rgano

esta acompafado de una leve degeneracion grasa (+).
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IV.5 DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente estudio preliminar mostraron una
disminucién de niveles de transaminasa glutamico oxalacética (TGO) a una dosis
de 250 mg/kg (10.66 + 3.19), dichos valores mantienen relacion con los
resultados del grupo control normal (12.77 = 0.90) que, en este caso, no
recibieron induccion de dafio hepatico con tetracloruro de carbono (CCl,) al 5%
por via de administracion intraperitoneal, ni tratamiento con el extracto
hidroalcohodlico. Ademas, estos valores se aproximan con el grupo control
positivo tratado con N- acetil cisteina (7.34 = 4.31) a una dosis de 600 mg/kg de
peso por via oral por un tiempo de siete dias. Por otra parte, el grupo control
negativo (157.36 + 25.33) sin tratamiento fue el Unico que mantuvo valores
elevados de la enzima sérica hepatica TGO, el cual, sobrepasa los valores
referenciales (97,63 + 55.46). Los resultados actuales guardan similitud con los
de Hira et al. (35) en el que administraron extractos etandlicos de Sargassum
ilicifolium, S. laceolatum y S. swartzii a una dosis de 200 mg/kg de peso en ratas
diariamente durante catorce dias, comprobando que los extractos de S.
ilicifolium y S. swartzii mantuvieron bajos los niveles de enzimas hepaticas

después de la induccion con CCl,.

En contraste, Quintal et al. (2) establecieron una dosis de 50 mg/kg de peso
del extracto etandlico de Sargassum fluitans por via de administracion oral, el
cual redujo marcadores enzimaticos en lesiones hepéticas agudas inducidas por
acetaminofén y actividad hepatoprotectora en un modelo de dafio crénico
inducido con CCl, en ratas en un periodo de doce semanas. El grupo control
negativo también fue el anico que mantuvo niveles elevados de transaminasas

hepaticas (303.17 + 38.61), en comparacion a los grupos restantes.

Con respecto al tiempo de administracion de los extractos de las especies
Sargassum ya citados, coincidieron con la disminucion de transaminasas TGO
frente a los modelos inductores de dafio hepético en diferentes periodos de

tiempo con relacion al presente estudio.

No existe suficiente informacion referente al empleo de extractos
hidroalcohdlico en algas del género Sargassum. El objetivo de realizar un

extracto hidroalcohdlico en este trabajo, se debio a la afinidad que tienen algunos
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polisacaridos bioactivos con el alcohol, los cuales, son extraidos manteniéndose
fijos en el sistema acuoso una vez evaporada la parte etandlica del solvente, por
lo tanto, se lograron obtener resultados favorables a partir de este extracto en lo
qgue corresponde al ensayo bioquimico de transaminasa TGO. A pesar de que
en varios estudios mencionados anteriormente utilizaron extractos diferentes,
comprobaron actividad hepatoprotectora. Raghavendran et al. (36) informaron
efectos hepatoprotectores a partir del extracto alcohdlico de Sargassum
polycystum al inhibir radicales libres generados durante la peroxidacion lipidica
en la hepatitis toxica inducida por acetaminofén por lo que hubo una disminucién

significativa en la gravedad de la hepatitis toxica.

Los parametros de control de calidad como grasas (0.28 %) humedad (85.1%)
y cenizas (30.52%) obtenidos por Villegas (37) reflejan un alto contenido de
material inorganico y carbohidratos, y un bajo contenido de extracto etéreo en el
alga parda Sargassum lapazeanum. Mientras que la especie Sargassum
ecuadoreanum refleja un alto contenido de grasas (0,87%), humedad (94.9%),
presencia de polisacaridos (102.92 + 8.06) y un bajo contenido de material

inorganico (14.72%) en comparacion a la especie S. lapazeanum.

En los resultados de analisis histopatol6gico en relacion con el grupo control
negativo (CCl 4) se observo en todos los drganos marcada degeneracion turbia
y a veces degeneracion grasa, todo ello perilobuliliar, ademas una congestion
portal y parenquimal. A su vez, se observd en uno de los 6rganos pequefios
focos necréticos celulares. Con el grupo control tratado con Silimarina + CCl 4, el
grado de turbidez (degeneracion) perilobuliliar fue recurrente en todos los
organos aumentando la congestion vascular portal y parenquimal. Caso parecido
ocurre con Quintal et al. (2) donde reporta que las secciones del grupo
CCI 4 exhibieron células inflamatorias invasivas y pérdida de limites celulares,
sin embargo, las secciones de los grupos Sil + CCl 4 y extracto etandlico de S.
fluitans + CCI 4 tenian un patron lobular generalmente normal con un grado leve
de infiltracién de linfocitos que estaba cerca del grupo de control, es decir, que
el tratamiento con el extracto etandlico de S. fluitans evité claramente cualquier
lesion notable en los tejidos del higado por la exposicién a CCl 4. Por lo contrario,
el tratamiento con el extracto hidroalcohdlico de Sargassum ecuadoreanum a

diferentes dosis, mostré que el dafio hepatico se encontraba en su primera fase
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de estadio debido al poco tiempo de tratamiento, y al uso de un agente altamente
toxico, de tal forma, no se obtuvieron los resultados deseados en la disminucion

del dafo tisular.
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CONCLUSIONES

1. En el presente estudio se logré determinar los parametros fisico quimicos
gue aseguran la eficacia tanto de la droga cruda como del extracto,
sefialando que el Sargassum ecuadoreanum esta compuesto por un alto
contenido de grasas, humedad, y bajo contenido de material inorganico.

2. El material algal contiene concentraciones de polisacaridos totales que
permitieron definir dosificaciones para comprobar la actividad biolégica
manifiesta en el extracto hidroalcohdlico frente a un modelo de dafio
hepatico.

3. Corroborando lo anterior, las dosis definidas del extracto regularon los
niveles de TGO obteniéndose estadisticamente una diferencia
significativa que farmacolégicamente posee un efecto preventivo ante
agresiones hepaticas.

4. Por otra parte, el estudio histopatologico indicé que el dafio hepatico se
encontraba en su primera fase de estadio debido al poco tiempo de
tratamiento, y al uso de un agente altamente hepatoxico, por lo que, no

se obtuvieron los resultados deseados en la disminucion del dafio tisular.
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RECOMENDACIONES

1. Este tipo de ensayo preliminar requiere de mayor prolongacion de tiempo
en lo que respecta a la administracion del extracto hidroalcohdlico del alga
parda Sargassum ecuadoreanum, para establecer mayor comparacion de
estudios bioquimicos e histopatolégicos entre los grupos de control
positivo, negativo y normal.

2. Se sugiere aumentar la concentracion de la muestra para obtener un
mayor efecto hepatoprotector con el propdsito de prevenir severos dafios
provocados por agentes agresivos o altamente téxicos.

3. El tetracloruro de carbono es un agente altamente agresivo, por ende, se
estima trabajar con modelos hepatotoxicos menos severos. A demas,
realizar ensayos microbiologicos al extracto hidroalcohdlico para

garantizar la seguridad y eficacia del objeto de estudio.
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GLOSARIO
Angiogénesis

Formacion de una red vascular a partir de los vasos anteriores, que ocurre en
diferentes condiciones patolégicas como el crecimiento tumoral y la metastasis.
Interviene en algunos procesos fisiologicos como el crecimiento de érganos, la

curacion de heridas y la reproduccion.
Carragenano

Es una mezcla de polisacaridos naturales procedentes de algas de varias
familias de Rhodophyceaes, algas marinas rojas, considerado por la FDA como

un agregado inocuo.
Enddgeno

Que se forma o engendra en el interior de algo, como la célula que se forma en

el interior de otra.
Enfermedad veno-oclusiva hepética

Afeccion que impide el funcionamiento de algunas venas del higado. Esto hace

gue disminuya el flujo de sangre en el higado y cause dafios.
Esteatosis

Es una acumulacion de grasa en el higado. Se debe a un aumento de los lipidos
en las células hepaticas y puede ser fuente de complicaciones en caso de
obesidad, de intoxicacion alcohdlica (asociada a un consumo excesivo de

alcohol) o de trastornos hepaticos (como la diabetes de tipo 2).
Esteatosis Hepatica

Es una acumulacion de grasa en el higado. Se debe a un aumento de los lipidos

en las células hepaticas y puede ser fuente de complicaciones en caso de
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obesidad, de intoxicacion alcohdlica asociada a un consumo excesivo de alcohol
o de trastornos hepaticos como la diabetes de tipo 2.

Esteatohepatitis

La esteatohepatitis no alcohélica (NASH) es una forma de enfermedad de higado
graso no alcohdlico (NAFLD) en la que, ademas de acumulacion de grasa en el
higado, hay inflamacion y lesion de las células hepéticas.

Epigastrio

Region superior del abdomen que va desde la punta del esterndn hasta el

ombligo.

Exocrino

Que tiene un conducto excretor por el cual salen las sustancias que elabora.
Hemocromatosis

Afeccidn por la que el cuerpo absorbe y almacena mas hierro de lo que necesita.
La cantidad extra de hierro se almacena en el higado, el corazén y el pancreas,
y a veces causa enfermedad del higado, problemas cardiacos, insuficiencia

organica y cancer.
Hepatitis colestésica

Es una forma infrecuente de evolucion de hepatitis aguda en la infancia y puede

estar causada por el virus A o B de la hepatitis.
Hipocondrio

Cada una de las dos partes, izquierda y derecha, del epigastrio situado debajo

de las costillas falsas.
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Hipolipidemia

Es una disminucién de la concentracion plasmatica de lipoproteinas causada por

factores primarios (genéticos) o secundario.

Isquemia

Detencién o disminucion de la circulacion de sangre a través de las arterias de
una determinada zona, que comporta un estado de sufrimiento celular por falta

de oxigeno y materias nutritivas en la parte afectada.

Metaloproteinasas de la matriz

Son proteinas integrantes de la matriz extracelular (MEC) las cuales son capaces
de activar factores de crecimiento, receptores de superficie y moléculas de
adhesion. Son encargadas de la remodelacion de los componentes proteicos de

la matriz extracelular de todos los tejidos.

Parénquima

Tejido esencial de determinados 6rganos, como los pulmones, el higado o los

rinones.

Peliosis hepatica

Es una enfermedad vascular poco frecuente, caracterizada por ndédulos
hepéticos Unicos o multiples, constituidos por sinusoides dilatados y mdultiples

espacios lacunares llenos de sangre.

Sindrome de Budd-Chiari

Es una obstruccion del flujo en la vena hepatica originada en algun sitio desde
las pequefias venas hepaticas localizadas dentro del higado hasta la vena cava

inferior y la auricula derecha.
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ANEXOS

Recolecta de algas pardas Sargassum ecuadoreanum
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Determinacion de grasas, polisacaridos y cenizas totales
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Determinacién de sélidos totales

Andlisis macroscépico del higado de los animales de experimentacion

Grupo 1 Control normal sin tratamiento y sin induccién
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Grupo 2 Control negativo con tetracloruro de carbono CCl4

Grupo 4 Control positivo N- acetil cisteina + CCL4
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Grupo 5 Extracto hidroalcohélico Dosis de 1000 mg /kg + CCl4

Grupo 6 Extracto hidroalcohélico Dosis de 500 mg /kg + CCl4
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