Revista Digital del Departamento
El Hombre y su Ambiente
ISSN: 2007-5782

Vol.2. No.4: 42-49. Julio a Diciembre. 2013.

Evaluacion de la actividad biologica de extractos algales de Aphanocapsa cf
elachista (West 1894) en modelos animales

Evaluation of the biological activity of the algal extracts from Aphanocapsa
cf elachista (West 1894) in animal models

Linares-Garcia A, *Vargas-Solis RC, *Lozada-Garcia MC, ?Pérez-Rodriguez R y
?Figueroa-Torres MG.

1Universidad Autonoma Metropolitana-Xochimilco. Depto. Sistemas Biol6gicos. Laboratorio de Farmacocinética. Calzada
del Hueso N0.1100. Col. Villa Quietud. México, 04960, D.F. Delegacién. Coyoacan. Tel. 5483 7515

2 Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco. Depto. EI Hombre y su Ambiente. Laboratorio de Ficologia y
Fitofarmacologia. Calzada del Hueso N0.1100. Col. Villa Quietud. México, 04960, D.F. Del. Coyoacan. Tel. 5483 7000

Email: rvargas@correo.xoc.uam.mx

*Email responsable: rvargas@correo.xoc.uam.mx

RESUMEN

El objetivo de esta investigacién consistié en determinar
los efectos bioldgicos que presenta el alga Aphanocapsa
cf elachista como hipoglucemiante y antiinflamatorio. Se
obtuvieron extractos del alga, en tres disolventes
organicos: hexano, diclorometano-metanol y uno acuoso.
El estudio del efecto hipoglucemiante se realizd
midiendo la cantidad de glucosa en sangre en ratones
normoglucémicos a tiempos 120 y 240 min después de la
aplicacion de los extractos. Para el estudio de la actividad
antiinflamatoria se utilizd el modelo del edema inducido
con acetato de tetradecanoil forbol (TPA) en ratas Wistar,
en tres etapas, con dosis de 20, 40 y 80 mg mL™ de los
diversos extractos del alga. Entre los resultado obtenidos
se encontrd que el extracto de diclorometano mostro
actividad hipoglucemiante favorable. En cuanto a la
actividad antiinflamatoria, solo el extracto de
diclorometano mostr6 actividad a dosis de 80 mg mL™.
La efectividad hipoglucemiante y antiinflamatoria del
extracto del alga Aphanocapsa cf elachista en el solvente
diclorometano se debe probablemente a que contienen
productos de caracter no polar que podrian ser
responsables de los efectos farmacologicos. El extracto
del alga en diclorometano puede considerarse una
alternativa terapéutica para estos padecimientos.

Palabras clave:  Aphanocapsa cf. elachista,
hipoglucemiante, antiinflamatorio, diclorometano.

ABSTRACT

The main goal of this study is to know the biological
effects in the Aphanocapsa elachista algae as
hypoglycemic and anti-inflammatory property. Three
algae extracts dissolved in three different organic
extracts:  hexane, dichloromethane-methanol  and
aqueous. The of hypoglycemic effect study was done by
measuring glucose blood quantity at normalglucemic
mousses at 120 and 240 min after application of the
extracts. To study anti-inflammatory activity was used a
induced edema model with tetradenacoylphorbol acetate
(TPA) in Wister’s rats in three stages alga extracts doses
of 20, 40 and 80mg mL™. The results show that
dichloromethane extracts showed positive hypoglycemic
activity. In case of anti-inflammatory activity, only the
dichloromethane extract showed better results at 80 mg
mL™ dosage. The effectiveness of hypoglycemic and
anti-inflammatory effect of dichloromethane dissolved in
dichloromethane-methanol from Aphanocapsa elachista
algae is due to their non-polar products which could be
responsible  for  pharmacological  effects. The
dichloromethane extract algae can be considered as an
therapeutic alternative for these idleness.

Keywords: Aphanocapsa e., Hypoglycemic, anti-
inflammatory , dichloromethane extract
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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo los remedios naturales
derivados de las plantas medicinales fueron el Gnico
recurso del que disponian los antiguos médicos
(Guevara 1989). En Meéxico, el uso de plantas
medicinales estd muy extendido, tanto en la
poblacién rural como en la urbana, llegando incluso
a integrar este conocimiento a la terapéutica de
muchas enfermedades prevalentes (Arévalo 1994).

Se ha observado que, por su composicion
guimica, las algas poseen  propiedades
farmacoldgicas, se pueden citar como ejemplo las
gue tienen actividad como antitumorales por su
contenido en didemninas y las briostatinas (Mufioz
1992), otras que mejoran la circulacion sanguinea
por su contenido de laminina que es el compuesto
activo que proviene de Laminaria sp, o ulvalina
aislada de Monostrena nitidum que tiene actividad
hipocolesterolémica, compuestos fendlicos aislados
del alga Prophyra dentata (Kaztowska 2010) y el
compuesto  algasol T;; ambos usados como
antiinflamatorio, existen otras sustancias aisladas de
algas con distintas actividades bioldgicas, utilizadas
para eliminar la seborrea, la caida del cabello o
caspa, entre otras (Mufioz 1992). En la actualidad,
se conocen miles de especies de algas, que en su
mayoria no se han estudiado para conocer sus
propiedades biologicas, a pesar de ello, solo se
emplean para fines terapéuticos algunas cuantas.

Aphanocapsa cf elachista (del griego,
Aphanes-oculta o invisible, y Kapsa- capsula), es
una cianobacteria, cianoprocariota o alga verde-
azul, que forma colonias gelatinosas, observables a
simple vista, formadas por pequefias células
esféricas. Se distribuye en todo el mundo, siendo
comun en ambientes dulceacuicolas, encontrandose
como epifita sobre plantas sumergidas. En México
ha sido reportada en el Estado de México: en
Tianguistengo, en la Laguna Victoria; en Puebla: en
Xochiltepec, en la Laguna de San Felipe y en los
margenes de Tlaxcala. Estos organismos producen
lipopolisacaridos (moléculas que contienen lipidos y
azlcares) que pueden causar irritacion a la piel y
problemas gastrointestinales; sin embargo, a la
fecha no se han encontrado reportes de efectos
nocivos relacionados con la exposicién a esta alga
(Villegas et al. 1997).

Actualmente se emplean algunas algas, plantas
y cortezas naturales como alternativas terapéuticas
para combatir padecimientos que se presentan con
mayor frecuencia en los seres humanos como la
diabetes mellitus y las inflamaciones, debidas a la
respuesta a varias enfermedades, como resultado de
una falla en el sistema cutaneo debido a alguna
enfermedad como la diabetes por ejemplo.

Se conoce que la inflamacion es la respuesta
del sistema inmunoldgico de un organismo, al dafio
causado a sus células y tejidos por organismos
patdgenos, siendo frecuentemente una respuesta
reparadora. Cuando hay inflamacion se produce en
la piel enrojecimiento (eritema) por dilatacion de los
vasos sanguineos, ademdas de hinchazén (edema)
por escape de liquido a los tejidos blandos y
endurecimiento (induracién) por acumulaciéon de
liquidos y células (Kumar et al. 2005). En
ocasiones, transcurre hacia una situacion cronica
que suele dar lugar a una enfermedad degenerativa
como artritis, arteriosclerosis o incluso cancer.

Otra enfermedad muy frecuente que hay que
considerar en la actualidad es diabetes mellitus, la
cual se caracteriza por la presencia de
hiperglucemia, es decir, cuando se presenta un
conjunto de trastornos metabdlicos en los cuales la
utilizacién de la glucosa esta alterada. En el ser
humano esta enfermedad tiene una alta incidencia
(4 a 5%) en todo el mundo. Debido al alto indice
con que se presenta la diabetes mellitus, existe una
clara necesidad de fuentes alternativas como drogas
hipoglucemiantes orales o parenterales y también de
diferentes estrategias de terapia. Por siglos las
plantas han sido usadas en la medicina folclérica
para el tratamiento de la diabetes (Pérez 2008; Giner
y Castillo 2003), especialmente en paises del tercer
mundo, como una fuente potencial para la
obtencion de farmacos antidiabéticos, con el
problema que algunos de ellos producen efectos
colaterales secundarios. Esto indica la importancia
de los estudios fitoquimicos y farmacologicos para
el aislamiento de nuevos de productos naturales, con
propiedades hipoglucemiantes (Sanabria 1983), mas
efectivos y que no produzcan efectos nocivos.

Para los estudios de la actividad
antiinflamatoria, se utilizd acetato de tetradecanoil
forbol (TPA), compuesto que produce edema vy
después de cuatro horas se observan los resultados.
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Este compuesto cuando se le aplica a neutréfilos de
conejo produce agregacion celular, degranulacion,
incremento de consumo de oxigeno y un incremento
en la cantidad de actina asociada con el
citoesqueleto sin elevar el nivel de calcio
intracelular libre (Sha’afi et al, 1983).

Debido a las propiedades farmacolégicas que
presentan algunas algas verde azules (Kumar 2010),
se considerd importante probar la accion
hipoglucemiante y antiinflamatoria del alga
Aphanocapsa elachista mediante el uso de sus
extractos organicos (hexanico, de diclorometano y
metanol) y acuoso mediante modelos con animales
para desarrollar propuestas para la elaboracion de
medicamentos a base de productos naturales.

MATERIAL Y METODOS

Elaboracion de extractos orgénicos (hexano, dicloro y
metanol) de Aphanocapsa cf elachista.

Para la elaboracion del extracto hexanico se
siguid la técnica propuesta por (Sarker et al. 2006)
que consisti6 en pesar 133.5 g del alga
Aphanocapsa cf elachista previamente secada y
molida, misma que se colocd en un matraz
Erlenmeyer de 1000 mL. Posteriormente se agreg6
hexano hasta cubrir el polvo del alga por completo,
hasta 1cm por encima de este. Se dejé reposar
durante 24 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se filtré por gravedad con
un embudo conico y un papel filtro. El producto se
colecté en un matraz de bola de 250 mL con
disolvente (hexano). El matraz se coloc6 en el
rotavapor para eliminar el disolvente. El extracto se
retird del matraz de bola con un poco de disolvente
(hexano) y se vertio en un frasco limpio y
previamente pesado. Se realizaron dos extracciones
mas, sucesivas, con el alga siguiendo el mismo
procedimiento con el fin de obtener la mayor
cantidad de extracto hexanico del alga. Finalmente
el rendimiento del extracto hexanico fue de 200 mg.
Para la obtencidn de los extractos de diclorometano
y metanol se usé la misma técnica, obteniendo
como rendimiento 500 mg de extracto de
diclorometano y 3.9 g de extracto metandlico (Lock
1994).

Elaboracion de extracto acuoso de Aphanocapsa cf
elachista.

Se pesaron 52.3 g de alga Aphanocapsa cf
elachista previamente secada y molida y se
colocaron en un vaso de precipitados de 1000 mL,
se vertié agua hirviendo hasta cubrir el polvo y se
dej6 reposar durante 20 min, terminado este lapso,
se filtr6 por gravedad con ayuda de un embudo
conico y un papel filtro. El filtrado se separé en un
vaso de precipitados de 500 mL. Se realizaron dos
extracciones mas mediante el mismo método para
tener un total de tres extracciones. Posteriormente el
extracto se liofiliz colocando 35 mL en viales de
100 mL, poniéndolos dentro de un congelador a -
70° C. Una vez congeladas las muestras se
colocaron en un liofilizador LABCONCO (Freeze
Dry System, Freezone 12), a una temperatura de -
53°C y a un nivel 2 de vacio. Se dejé el tiempo
necesario (aproximadamente 13 dias) hasta que en
los viales ya no quedd nada de hielo o liquido, solo
el extracto. El rendimiento fue de 4.5 g.

Animales.

Se utilizaron ratones machos, producidas en la
Unidad de Produccién y Experimentacion de
Animales de Laboratorio-Bioterio (UPEAL-B) de la
cepa CD-1, con un peso de 25-28 g, con
condiciones controladas de iluminacion, agua,
alimento de Purina, con periodos de luz-oscuridad
de 12:12 horas; temperatura de 21 +2°C; humedad
de 55 %; alimentacion y agua ad libitum.

Estudio del efecto hipoglucemiante.

Se emplearon 25 ratones macho
normoglucémicos de 25-30 g de peso. Se dividieron
en grupos de cinco animales, un grupo para cada
extracto de Aphanocapsa cf elachista (metanol,
hexano, diclorometano y acuoso) y un grupo
restante se consider6 grupo control o de referencia.
A cada raton se le hizo una puncion en la cola y se
le determind el nivel de glucosa a tiempo cero antes
de administrar algin extracto. A cada grupo se
administro el extracto correspondiente por via oral
con una dosis de 625 mg kg™ de peso. Se dejé que
transcurrieran dos horas. Después de este tiempo se
volvié a puncionar la cola y se obtuvo la lectura de
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glucosa en sangre. Se dejé que transcurrieran otras
dos horas méas y posteriormente se volvié a tomar
otra muestra. Terminadas las tres muestras que es
tiempo cero, dos y cuatro horas, se evaluaron los
resultados para verificar el efecto glucémico por
parte del alga Aphanocapsa cf elachista (Pérez
2009)

Estudio del efecto antiinflamatorio.

Este experimento se llevd a cabo mediante el
modelo de edema inducido con TPA vy se utilizo
como compuesto de referencia en el primer
experimento rymadil y para el segundo y tercero
indometacina para una mejor respuesta control
(Matiz 2011; Nom 1999). Los ratones se dividieron
en grupos de cinco. Cada grupo corresponde a un
extracto (hexanico, diclometano y metanolico) y se
puso otro grupo con rimadyl o indometacina, 1 mg
20 mL™ (medicamento de referencia) y el grupo
solo tratado con TPA (Sigma). Los ratones se
pesaron y colocaron en jaulas previamente
etiquetadas. Se les administré pentobarbital sédico
(3.5 mg Kg™* via intraperitoneal) como anestesia. En
la oreja derecha se aplicaron10 pL de solucion
etandlica de TPA (0.25 mg mL™). Diez minutos
después en la misma oreja se aplicaron 20 uL de
solucién metandlica de los extractos (20mg mL™).
En la oreja izquierda solo se aplicaron los vehiculos
(20mg mL™ de metanol y 10 pL de etanol).El
procedimiento anterior se hizo en forma tdpica.
Cuatro horas después los ratones se sacrificaron por
dislocacidn cervical y se tomé una muestra de 7 mm
de diametro de ambas orejas con la ayuda de un
sacabocados. La diferencia en peso entre la muestra
de la oreja derecha e izquierda representa el edema.
El porcentaje de inhibicién de edema para cada
grupo se calcul6 con la siguiente formula:

% inhibicion = (C —E) / C x 100
En donde:
C=edema promedio tratado con TPA

E = edema promedio de grupo tratado con TPA y
con extracto de Aphanocapsa cf elachista.

RESULTADOS

El efecto hipoglucemiante de los extractos
organico y acuoso del alga A. cf elachista se
muestra en la Fig.1l. Los extractos organicos de
hexano y diclorometano  presentaron  una
disminucién considerable en los niveles de glucosa
con respecto al grupo control. En el caso del hexano
el nivel de glucosa disminuy6 de 73.4 mg dL™ a 55
mg dL y en el caso de diclorometano de 60.2 mg
dL™ a 34.8 mg dL™. Los extractos de metanol y
acuoso fueron inactivos ya que los niveles de
glucosa aumentaron en vez de disminuir, en el caso
del metanol aumenté el nivel de glucosa de 64.6 a
70.2.
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Fig. 1. Efecto hipoglucemiante del extracto de diclorometano de
Aphanocapsa cf elachista en ratones normoglucémicos. P=0.02

Fig.1. Dichloromethane extracts hypoglycemic effect of Aphanocapsa
cf elachista in normal glycemic mice. P=0.02
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De acuerdo con el andlisis estadistico
ANDEVA se determind que existe una diferencia
significativa (con una P=0.02) de la actividad
hipoglucemiante entre los diversos extractos de
Aphanocapsa cf elachista a los 120 y 240 min.
Ademas se calculé una prueba de 7, y se observo
gue la diferencia significativa proviene del extracto
de diclorometano, lo cual determina la existencia
de actividad hipoglucemiante para este extracto.

El efecto de los extractos organico y acuoso de
A. cf elachista sobre el edema inducido por TPA en
la primera etapa del estudio antiinflamatorio se
presenta en la Fig.2, donde se destacan los
resultados de los extractos de diclorometano,
hexano y Rimadyl (medicamento referencia) que
alcanzaron niveles de inhibicion de la inflamacion
del 50.46, 113.09 y 73.37% respectivamente. Los
extractos de diclorometano y hexano del alga asi
como el grupo tratado con el medicamento de
referencia muestran una reduccién significativa en
el edema producido por el agente irritante
comparado con en el grupo control, lo que
constituye la evidencia preliminar de su actividad
antiinflamatoria. De forma opuesta, el extracto
metandlico y acuoso de A. cf elachista son inactivos
en la primer etapa de este estudio.
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Fig. 2. Efecto de los extractos organicos y acuoso a dosis de 20 mg Kg*
de peso de A. elachista sobre el edema inducido con TPA.

Fig. 2. Organic extracts and aqueous effect of 20 mg Kg™ body weight
dose of A. elachista on TPA-induced edema.

El andlisis estadistico muestra que los extractos
de diclorometano y hexano, a pesar de tener altos
porcentajes de inhibicion de la inflamacion, no son

significativos, para poder aceptar el efecto
antiinflamatorio, mostrando que no existen
diferencias significativas (P<0.05) al comparar los
datos de cada extracto con el grupo control (tratado
Gnicamente con TPA) en una prueba de t de
student.

El efecto de los extractos organicos y acuoso
de A. cf elachista a dosis 40 mg mL™ sobre el
edema inducido por TPA (Fig. 3), en donde se
observa que destacan los resultados de los extractos
de diclorometano y acuoso del alga y de la
indometacina (medicamento de referencia) los
cuales alcanzaron niveles de inhibicion de la
inflamacion  del 54.22, 5282 'y 44.96
respectivamente. El extracto metandlico presento
una inhibicién de 41.52, inferior que el presentado
por el medicamento de referencia. Los extractos de
diclorometano, acuoso y metanol, asi como el grupo
tratado con el medicamento de referencia, en este
caso indometacina, muestran una reduccion
significativa en el edema producido por el agente
irritante en el grupo control, lo que constituye la
evidencia preliminar de su actividad
antiinflamatoria. De forma contraria, el extracto
hexanico, que en la etapa anterior tuvo un elevado
porcentaje de inhibicidn, en este caso presento
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Fig. 3. Efecto sobre la inflamacién inducida por TPA a ratones machos
cepa CD-1, de los diversos grupos administrados con extractos a una
dosis de 40 mg Kg* de peso, de Aphanocapsa cf elachista.

Fig. 3. Effect on TPA-inflammatory induced male mice CD-1 strain,
from different groups extract supplied with 40 mg Kg™ body weight
dose of Aphanocapsa cf elachista.

resultados negativos, lo cual muestra su inactividad.
El andlisis estadistico ANDEVA muestra que a
pesar de tener altos porcentajes de inhibicion de la
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inflamacion por parte de los extractos de
diclorometano y acuoso, éstos no son significativos
para poder aceptar el efecto antitinflamatorio de
dichos extractos, debido a que no existen diferencias
significativas (P<0.05) y comparando los datos de
cada extracto con el grupo control (tratado
Unicamente con el agente de inductor del edema
TPA), con una prueba de T de Student.

Para confirmar la actividad del extracto de
diclorometano y metandlico se probd una tercera
dosis de 80 mg mL™ e indometacina sobre el edema
inducido por TPA, en la Fig.4, se presentan los
valores los obtenidos en este experimento. El
extracto de diclorometano alcanzé una inhibicion de
la inflamacion del 70.66 %, mientras que el extracto
metandlico, no mostré actividad.

100X
SO0 30 mg mL-1 de extracto de Aphanocapse

o (%

000

10

Porcentaje de mhibico

2000

010X

Fig. 4. Actividad antiinflamatoria del extracto de diclorometano sobre
el edema inducido a ratones machos cepa CD-1 de Aphanocapsa
elachista. P<0.01

Fig.4. Inflammatory activity of dichlorometane extract on induced
edema male mice CD-1 strain of Aphanocapsa elachista. P<0.01

Con base en estos resultados, se aplicé un
analisis estadistico de t de Student para evaluar
especificamente los datos obtenidos de los
diferentes grupos tratados con los extractos de
Aphanocapsa cf elachista comparados con el grupo
control. El resultado fue significativo para el
extracto de diclorometano (P = 0.01).

DISCUSION Y CONCLUSIONES
Para el inici6 de esta investigacion se reviso la

literatura y se encontré que no habia estudios sobre
la actividad biolégicas del alga Aphanocapsa cf

elachista, por lo que se decidido iniciar con la
investigacion sobre el efecto hipolucemiante del
alga, para ello se utiliz6 un modelo experimental
gue ha sido usado por algunos investigadores para
evaluar dicha actividad con extractos derivado de
plantas (Aybar et al. 2001, Vats et al. 2002,
Alarcon-Aguilar et al. 2000). Los resultados
preliminares de esta investigacion muestran que a
la dosis probada en ratones normoglucémicos, los
extractos acuoso, metanolico y hexanico no
presentan actividad a diferencia del extracto de
diclorometano que al tiempo de 240 min disminuy6
significativamente el nivel de glucosa, lo que
sugiere un efecto hipoglucemiante, por lo que seria
importante continuar con la experimentacion para
conocer el mecanismo de accion del extracto y
determinar si es capaz de estimular la liberacién de
insulina por el pancreas a través del bloqueo de los
canales de potasio dependientes de ATP que hay en
la membrana de las células P del pancreas,
mecanismo que provoca la despolarizacion, entrada
de calcio y liberacion de insulina; monitoreando las
concentraciones de ésta en el animal. Otro efecto a
investigar, es que el extracto sea eficiente para
mantener los niveles de glucemia en el organismo a
través de la utilizacion periférica de la glucosa, al
aumentar la captacion de glucosa y disminuir la
gluconeogénesis (Taylos y Reide, 1999).

Por otro lado es necesario continuar con este
estudio para fraccionar el extracto y purificar e
identificar los compuestos activos y conocer su
mecanismo de accion.

De acuerdo con los resultados obtenidos en
relacion a la actividad antiinflamatoria de los
extractos orgadnicos y acuoso del alga A. cf
elachista, solo el extracto de diclorometanoa una
dosis de 80 mg kg™ de peso fue capaz de disminuir
significativamente el edema inducido por el TPA a
las 4 horas, por lo que se observd un efecto
antiinflamatorio a diferencia de los otros extractos
gue no mostraron ningun efecto a las dosis probadas
(Chen et al. 2004, Kupeli et al. 2007, Yeon 2009,
Gorzalczany et al. 2011, Quaiyoom et al. 2012). Por
lo que se propone que el posible mecanismo de
accion del extracto de diclorometano lo ejerza a
través de la inhibicion de alguna isozimas. Existen
dos isozimas de ciclooxigenasa COX-1 y COX-2,
estas tienen secuencias semejantes en un 65 %, pero
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funciones diferentes, la CO-2 de las prostaglandinas
regulan la inflamacidn, el dolor y la fiebre, esto se
concluye debido a que la induccién del edema es
por la liberacion de prostaglandinas (Menendez et
al. 2010). Por lo que es importante aislar substancias
mas eficaces, que inhiban especificamente a la
COX-2, y que no presenten efectos adversos a largo
plazo, por lo que es trascendental el estudio de
productos naturales derivados de algas y su
mecanismo de accién, para un aprovechamiento
sustentable.

Por lo que se puede concluir que el extracto de
diclorometano tiene efectos tanto antiinflamatorios
como hipoglucémicos y que los compuestos
responsables de esta actividad son no polares.

Perspectivas.

Este estudio podria proporcionar una base para
el potencial uso de esta alga, debido a los resultados
obtenidos como son los efectos hipoglucemiante y
antiinflamatorio, lo cual podria contribuir al
desarrollo nuevos fitomedicamentos efectivos y de
bajo costo para dichos padecimientos y ademas que
no produzcan efectos colaterales.
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