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RESUMEN

Cond objeto dedeterminar latoxicidad del algaroja
Gracilaria mammillaris, se utilizaron células
mononucleares de sangre periférica (CMSP), la cuales
fueron separadas utilizando latécnicadeficoll-hypaque,
gjustadas a2 x 10° cel/pozo eincubadas con un extracto
metandlico del algarojaGracilariamammillaris, cony
sin sulfato ferroso, a concentracionesde 5,0y 2,5 ny/
pozo. El porcentaje de viabilidad para las
concentraciones usadas en presenciade sulfato ferroso
fue94%y 95%Yy sinsulfatoferroso 96 %. L osresultados
revelaron una baja toxicidad del extracto metandlico,
con o sin sulfato ferroso, garantizando su uso en
estudios humanos sin riesgo toxico.
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ABSTRACT

In order to determining the toxicity of the red alga
Gracilaria mammillaris, mononuclear cells from
peripheral blood (CMSP), were separated using ficoll-
hypaque technique, which were adjusted to 2 x 10° cdll/
well and incubated with ametanolic extract from thered
aga Gracilaria mammillaris, with and without ferrous
sulphate, at 5,0 and 2,5 ng/well. Viability for the whole
rangewith ferrous sul phatewas 94 and 95 % and without
ferrous sulphate 99 %. The results show toxicity low of
themetanolic extract, with and without ferrous sulphate,
warranting its use in human, without toxic risk.
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INTRODUCCION

L as algas constituyen unos de | os organi smos mas
importantes para el mantenimiento de la estabilidad de
| os ecosi stemas, yaque sus comuni dades proporcionan
los nutrientes requeridos paralareproduccién de otros
organismos (Wilson, 2002). Las algas ademés de ser
usadas desdetiempos muy remotoscomo alimento, por
su contenido en vitaminas, proteinas, salesmineralesy
oligoelementos (Arenas, 1997), constituyen una
importante fuente de compuestos activos con
numerosas aplicaciones farmacol égicas, que exhiben
propiedades  antitumorales, antimicéticas,
antimicrobianas y antimutagénicas, en adicion a otras
propiedadesbiol égicas (Dortaet al ., 2002). Ademésse
han utilizado como antihipotiroideos, antiobésicos,
antirreumaticos, hipocolesterol émicos, paracombatir €l
escrofulismo, desérdenes linféticos, desérdenes
estomacales, entreotros (Arenas, 1997). Seglin Dortaet
al. (2002), treinta afios de investigacion en productos
naturales de algas marinas han llevado ala conclusion
que, las algas de color marrén y las rojas, poseen
mecanismos bhioquimicos con la disponibilidad de
sintetizar unagran variedad de metabolitos secundarios
con biofuncionalidades y tipos de esqueletos muy
diferentes. En afios recientes, nuevos compuestos
bioactivos han sido aislados de organismos marinos
(Atta-ur et al., 2001). Se ha encontrado que una gran
diversidad de estructuras quimicas como proteinas,
terpenoides, cumarinas, santonas, alcaloides,
flavonoides, polifenolesy polisacéridos, elaboradaspor
especies de algas, son capaces de inhibir la enzima
transcriptasareversa(TR) ddl virusdeinmunodeficiencia
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humana (HIV) (TB et al ., 1997). Polisacéridos extraidos
del alga Gracilaria corticata exhibieron actividad
antiviral contra virus del herpes simple tipo 1y 2
(Mazumder et al., 2002). Por otra parte, dos nuevos
metabolitos bromofendlicos aislados del alga roja
Vidalia obtusaloba resultaron con actividad anti-
inflamatoria enfocada en lainhibicion de lafosfolipasa
A2 (Wiemer et al., 1991). Lim et al. (2002), reportaron
guetodaslasfraccionesde extractosdel algaSargassum
siliquastrumcontenian compuestos fendlicos con una
amplia actividad antioxidante. La variada actividad
farmacol6gica de los polifenoles, en general, ha sido
asociada a la capacidad de actuar como agentes
antioxidantes (Martinez-Vaverde et al ., 2000). Pareciera
ser que las propiedades de los polifenoles como
antioxidantes es potenciada por soluciones de hierro
(Langley-Evans, 2000). En Venezuela no se han
reportado casos de intoxicacién alimenticia por €l
consumo de algas. Sin embargo, en Japon fueron
reportados dos casos de intoxicacion por Gracilaria
verrucosa en octubre de 1993, resultando una persona
fallecida (Noguchi et al., 1994) y en Hawai para
septiembre de 1994, varias personas presentaron
sintomasdeintoxicacion por laingestion deGracilaria
coronopifolia (Nagai et al., 1997). A pesar de los
numerosos reportes existentes acerca de las
propiedades que exhiben las algas, la quimicay la
farmacologiade Gracilariamammillarishan sido poco
estudiadas. En este sentido, €l propdésito del presente
trabajo es determinar e efecto tdxico del extracto del
algaroja Gracilaria mammillaris (Gracilariaceae,
Rhodophitaceae) en células mononucleares humanas
desangre periférica

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. El alga colectada en el Parque
Nacional Morrocoy, Edo. Falcén, fue lavada con
suficiente agua, e identificada taxonémicamente como
Gracilariamammillaris (mont.) Howe, por €l profesor
Pablo Meléndez end Herbario delaFacultad de Farmacia
y Bioandlisis, dela Universidad de Los Andes. El alga
frescacolectadafuepreservadaabajatemperaturahasta
el momento delaextraccion.

Preparacion del extracto. El alga Gracilaria
mammillarisfue secadaen estufaa50°C por tresdiasy
triturada; 92 g en peso seco del algafueron sometidosa
unaextraccién con metanol en un aparato soxhlet a 60
°C durante 10 horas y se obtuvo un extracto verde
oscuro, €l cual fue filtrado y rotaevaporado a 50 °C al
vacio hasta sequedad. El residuo (2,61 g) fue
resuspendido en 20 ml deaguadestiladay centrifugado
a 3.000 r.p.m.durante 10 min.; el sobrenadante fue

esterilizado haciéndolo pasar a través de un filtro
millipore de 0,22 nm, y diluido hasta alcanzar una
concentracion de 1mg/mL y constituy6 el stock
empleado en laprueba.

La solucion de sulfato ferroso (FeSO,.7H,0)
preparada a una concentracion de 4,8 mmol 1, fue
esterilizadapor filtracién atravésde Acrodiscos (Gelman
Sciences) de 0,22 mm de poro, usada inmediatamente
después de su preparacion y protegida de laluz. Las
muestrasseprepararon al mezclar el extracto con sulfato
ferroso o con agua, en una proporcion de 2,3:1
(extracto:sulfato ferroso o extracto:agua, seguin €l caso).

Aidamientodelascélulasmononucleares(CM SP).
Las células fueron obtenidas de sangre periférica de
donantes voluntarios sanos, por venopuncion en el
antebrazo derecho, diluidas v/v con solucién buffer
fosfato salina (PBS) y colocadas, lentamente, sobre un
medio de separacion de linfocitos (ficoll-hypaque)
(Milteniy etal., 1990y Hansd et al ., 1991), centrifugadas
a2.000r.p.m. durante 30 min. a18 °C. Seextrgjolacapa
media de la separacion resultante, la cual contenialas
CMSP.

Las células fueron lavadas 3 veces con PBS y
centrifugadas (1.300 r.p.m. por 10min. a18 C). Después
del Ultimo lavado se resuspendieron en 5 mL de medio
de cultivo RPMI 1640 suplementado con 5% de suero
bovino fetal y antibidticos. Serealiz6 el contaje celular
usando un microscopio invertido.

Deter minacion delaviabilidad cdlular:

Las células fueron resuspendidas en medio hasta
una concentracion final de 2 x 10° ca/mL, y 100 ni. de
estasuspension celular fueron colocadosen cadapozo
deuna placade poliestireno de 96 pozos. Cada ensayo
fue realizado por duplicado. Las células fueron
incubadas a 37 °C con el extracto de Gracilaria
mammillaris a concentraciones de 5,0 y 2,5 ng/pozo,
con y sin la adicion de sulfato ferroso, por 48 horas.
Finalizado el periodo de incubacion se determind la
viabilidad celular por el método de exclusién con €l
colorante trypan blue (Coliganet al ., 1995) y secompar6é
con el grupo control o célulasincubadassin el extracto.

RESULTADOS Y DISCUSION

En lafigura 1l se muestran | os resultados obtenidos
en lainvestigacion del efecto del extracto metandlico
del alga Gracilariamammillaris, aconcentracionesde
5,0y 2,5 ny/pozo con y sin sulfato ferroso, sobre la
supervivencia de las células mononucleares humanas
desangreperiféricadespuésde48horas, comparandola
con células incubadas sin €l extracto (control). En la
misma, seapreciaqueel porcentajedeviabilidad celular
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de las muestras incubadas con €l extracto mas sulfato
ferrosofuede 94y 95 % paralas concentracionesde5,0
y 2,5 ngy/pozo respectivamente, y sinsulfato ferroso fue
de 96% paraambas concentraciones. Al comparar estos
resultados conlamuestracontrol, |osdatos demuestran
que no hubo diferencias en cuanto al efecto del
compuesto sobre la viabilidad celular para las
concentraciones usadas.

Asi mismo, no se apreciaron diferencias cuando se
leadiciond € sulfatoferroso al extracto, el cual, como se
reporta en la literatura, potencia las propiedades
farmacol 6gicas delos polifenoles (Stewart et al ., 1998),

(Corao, 2001).
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Figura 1. Efecto del extracto de Gracilaria mammillaris
sobre la viabilidad de las CMSP con y sin FeSO4

Los estandares internacionales de evaluacion de
compuestos, con potencial uso en medicina,
recomiendan la realizacion de estudios preclinicos
usando lineascel ul aresestabl ecidas o célulashumanas
cultivadasin vitro. Parael caso de célulashumanas, se
prefieren aquellas més susceptibles al efecto toxico de
la sustancia, como lo son los glébulos rojos y otras
célulasdelasangre (Lovschall etal., 2002). Lascdulas
mononucleares presentes en la sangre son muy
susceptiblesal efecto deunagran variedad deestimul os
como las radiaciones, bacteriasy compuestos. Envista
a esta caracteristica, nosotros seleccionamos este
sistemaparaevaluar €l efectotdxicodel algaenestudio.

Deacuerdo con analisisrecientes, aproximadamente
36.000 especies conocidas sélo representan €l 17 % de
las existentes en la tierra. Investigaciones americanas
revelan que 1.058 especies han sido encontradas sélo
en el mar Caribe. Estas especies divididas en marron,
rojas y verdes también obedecen a otra clasificacion,
que depende de que si €ellas son usadas por el hombre
para su beneficio o si son perjudiciales (originan
ateraciones en € medio ambientey asi causan dafio al
hombre y a otras actividades). Las algas son asi
clasificadas en buenas o malas, tales como esas que
causan la marea roja (http://www.ciudad-
universitaria.com/ar/notas). Con base en lo antes

expuesto, la escasez de informacién reportada acerca
de latoxicidad de algas sobre células humanas, no nos
permite establecer una comparacién de los resultados
con experiencias similares, sin embargo, algunos
investigadores han reportado efecto toxico de algas
entreellos, Y oshinori etal. (2002) enun estudioreaizado
con el algarojaLaurenciayonaguniensisencontroque
ademés de mostrar actividades antibacterianas contra
bacterias marinas (Al caligenes aquamarinus and
Escherichia coli) también resultd ser toxica para un
camaron marino (Artemia salina). En contraste a los
resultados reportados por Y oshimori et al ., polisacéaridos
y polifenoles aislados del alga parda marina Fucus
vesiculosusinhibieron la actividad de la Transcriptasa
reversadel virus deinmunodeficienciahumana(HIV) a
concentraciones que no fueron citotoxicas, (Beress et
al., 1993).

La baja toxicidad que exhibe el extracto del alga
Gracilariamammillaris sobrelascd ulasmononucleares
humanas, es un resultado preliminar, que garantiza su
uso en estudios sobre humanos sin riesgo téxico y
representaunabase seguraparalaextracciony e estudio
de las propiedades biolégicas de sus compuestos
quimicos. Deestemodo, lasinvestigacioneshiomédicas
conduciran al desarrollo de drogas derivadas de
productos natural es marinos.

CONCLUSIONES

1.- El extracto crudo metandlico del alga roja
Gracilariamammillaris en las concentraciones de 5,0
y 2,5 nL/pozo, no tuvo efecto téxico sobrelaviabilidad
de las células mononucleares humanas de sangre
periférica, yaqueno hubo diferenciasal ser comparadas
con la muestracontrol.

2.- El porcentajedeviabilidad celular delasmuestran
incubadas con el extracto mas sulfato ferroso fue de 94
y 95 % para las concentraciones de 5,0 y 2,5 ny/pozo
respectivamente, y sin sulfato ferroso fue de 96 % para
ambas concentraciones.

3.- Laadicion de sulfato ferroso a extracto en la
concentracion de 4,8 mmol 1, no influyé de manera
significativaen lapérdidadelaviabilidad celular, por lo
que podria ser utilizado como posible activador de la
accion bioldgica de ciertos compuestos como |os
polifenoles, sin que esto represente alglin riesgo.
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