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RESUMEN: El objetivo de este estudio fue determinar la citotoxicidad de extractos organicos obtenidos de las algas rojas
Gracilariopsis tenuifrons, Gelidium serrulatum y Kappaphycus alvarezii provenientes del oriente de Venezuela. La actividad
citotoxica de los extractos se evalud in vitro frente a nauplios del crustaceo Artemia salina, mediante la determinacion de la
concentracion letal media (CL)) y, en gametos del erizo de mar Lytechinus variegatus, mediante la observacion de la
formacion o no del cigoto y la posible inhibicion mitética de éste. Los resultados obtenidos indicaron que los extractos de las
macroalgas presentaron un efecto letal moderado frente a A. salina, excepto €l extracto metandlico de K. alvarezii. Actividad
probablemente atribuida a la presencia del acido graso hexadecanoico (C,;H,,0,) identificado en mayor porcentagje en G.
serrulatum (72,79%) y en un menor porcentaje en G. tenuifrons (16,83%), mediante Cromatografia de Gases-Espectrometria
de Masas (CG-EM). En el desarrollo embrionario de L. variegatus se evidencié la formacion de la membrana de fecundacién
(cigoto) en un 80% y la segmentacién de éste con un 10% de alteraciones en €l clivaje por efecto de los extractos ensayados.
Las especies de macroalgas estudiadas podrian ser una fuente promisoria de metabolitos bioactivos con potenciales aplicaciones
farmacol égicas.
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ABSTRACT: The toxicity of organic extracts from red algae from eastern Venezuela, Gracilariopsis tenuifrons,
Gelidium serrulatum, and Kappaphycus alvarezii, was tested in vitro by both evaluation of the median lethal concentration
(LC,,) on nauplii of Artemia salina and observation of whether gametes of sea urchin, Lytechinus variegatus, underwent
zygote formation; and if they did, whether possible mitotic inhibition ensued. Results indicate that all extracts save the
methanol extract from K. alvarezii had but a moderately toxic effect on A. Salina, probably on account of hexadecanoic
acid, (CH,,0,), afaity acid found in high percentage (72.79%) in G. serrulatum, and in smaller percentage (16.83%) in G.
tenuifrons. In 80% of the cases the embryonic development of L. Variegatus evidenced the formation of a fertilization
membrane and further segmentation of the zygote, with a 10% of cleavaje alterations due to the extraction trials. The

macroalga studied are a wellspring of bioactive metabolites harboring great pharmacological potential.

Key words: Red algae, extracts, lethality, cytotoxic activity, Venezuela.

INTRODUCCION

Las algas marinas tropicales son una rica fuente de
compuestos bioactivos con potencia biomedicina , esdecir,
poseen propiedades anticoagulantes, antioxidantes,
antivirales, antibacterianas, citotdxicas, entre otras, yaque
producen inusual es einteresantes sustancias quimicas para
disuadir a sus consumidores. Basdndose en esto, se cree
que laevolucién de diversos organismos marinos implicd
el desarrollo de sistemas de defensas quimicas en lugar de
los sistemas inmunol 6gicos conocidos hasta entonces en
el reino animal (MAscHEck & BAKER 2008; PerReIRA & DA
Gama 2008). Particularmente, en Venezuela, € estudio
biol6gicoy quimico delos compuestos naturalesde origen

marino se haenfocado principa mente en losinvertebrados
como corales, esponjas, equinodermos (HERNANDEZ &
HernANDEZ 2005), existiendo muy pocos trabajos en
macroalgas marinas, (CHARZEDDINE & FARIRAs (2001);
CorpEro (2003); CHARzEDDINE (2004); Secnini (2007); BriTo
& CrescenTE 2009). El presente estudio, mediante pruebas
invitro, pretende aportar informacion sobrelaletalidady la
citotoxicidad en extractos organicos obtenidosdelas algas
rojas Gracilariopsis tenuifrons (C. J. Biro & E. C. DE
OLIVEIRA 1986) FReDERICQ & HommERsAND 1989, Gelidium
serrulatum J. AcaroH 1847 y Kappaphycusalvarezi (Doty
1985), especiesdeimportanciacomercial, poco estudiadas
desde e punto de vistaquimico y bioldgico.
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MATERIALESY METODOS

Lasmuestras de G tenuifronsfueron recolectadasen la
localidad deLaVega(10°37’ Lat. Ny 64° 7' Long. W)y G
serrulatumen PuntaGuarapo (10°38' Lat. Ny 63°43' Long.
W), peninsula de Araya, estado Sucre; mientras que K.
alvarezii se recolectd en el Puerto Internacional El
Guamache(10°52' Lat. Ny 64°03' Long W), estado Nueva
Esparta, Venezuela. Las muestras fueron cuidadosamente
lavadas paraeliminar epifitos eimpurezas, y se secaron a
temperaturaambiente alasombra. Luego fueron molidasy
extraidas con metanol obteniéndose asi el extracto
metandlico (EM) o extracto crudo, al cual seleafiadié una
mezclametanol:agua(9:1) paraseparar lasfases organica
y acuosa. Lafase organicafue extraidaa37°Cy apresion
reducida obteniéndose, respectivamente, los extractos
hexanico (EH), cloroférmico (EC) y enacetato deetilo (EAE)
en lastres especies de algas estudiadas. Por cromatografia
de capa fina preparativa y revelado con yodo y luz
ultravioleta, se fraccionaron el EH de G. tenuifrons con
hexano:acetato deetilo 7:3; € EH de G serrulatumutilizando
hexano:cloroformo 1:4, mientras que para el EAE de K.
alvarezii se uso hexano:acetato de etilo 1:1, obteniéndose
nueve, seisy siete fracciones, respectivamente. Estos
extractos se fraccionaron debido a que fueron los que
presentaron actividad antibacteriana (BriTo & CRESCENTE
2009).

Laactividad letal sedetermind seglin el método descrito
por Mever et al. (1982) mediante el empleo de naupliosdel
crustéceo Artemia salina Linnaeus 1758. Los extractos:
EM de G tenuifrons, EM, EHy EC de G serrulatumy los
EM, EC y EAE de K. alvarezii, se emplearon a
concentraciones sucesivas de 1000, 100, 10, 1, 0,1,y 0,01
pg/ml. La mortalidad de los organismos se observo una
vez transcurridas 24 horas de iniciar €l bioensayo. Se
determinaron valores de Concentracion Letal Media(CL )
obtenidos a intervalos de confianza de 95% (STepHAN

1977).

Pararedizar |lapruebade citotoxicidad (Seanini 2007), se
utilizaron gametosde erizodemar L. variegatus (LAMARCK
1816) obtenidos por estimulacién quimica (KCl 0,5 M) de
gemplares adultos de ambos sexos recolectados en la
Ensenada de Turpialito, estado Sucre. Como control del
bioensayo de citotoxicidad, se colocaron enviales 100 ul de
esperma, 100 ul deaguade mar y 1800 pl de évulos. Parael
ensayo de toxicidad se utilizaron los extractos EH de G
tenuifronsy de G serrulatum, y el EAE deK. alvarezi. Para
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ello se pesaron 25 mg de cada extracto y sedisolvieron en
2,5 ml de dimetilsulféxido (DM SO), equivaente a una
concentracion de 10000 ug/ml. A partir de éstase prepararon
concentracionesde 500, 250, 125y 50 pug/ml. Las pruebas
serealizaron por triplicado. Adicionalmente fue empleado
un control con DM SO. Parademostrar laconfiabilidad del
experimento, a inicio de éste severifico laviabilidad delos
gametos, € proceso de fecundacion y segmentacion del
cigoto de L. variegatus, tanto en el control como bgjo la
accion de los diferentes extractos organicos. Para la
cuantificacién del bioensayo (huevossinfertilizar y cigotos
divididos), se contaron bajo el microscopio binocular siete
campos escogidos al azar (por concentracion/extracto/
réplica). Ademés, se observo s existian 0 no ateraciones
ensudesarrollo embrionario. L osresultados se expresaron
en porcentgje.

La separacion e identificacion de los compuestos
organicos presentes en las fracciones obtenidas de los
EH de G tenuifronsy de G. serrulatum, y enel EAE deK.
alvarezii serealiz6 por cromatografia de gases acoplada
a espectrometriade masas (CG-EM), paralo cua seutilizé
un cromatégrafo de gases marcaHewlett Packard modelo
HP 5890 seriell y un detector selectivo de masasHP 5971
A, ambos conectados a un computador con un programa
de edicion de datos HPCHEM. Seguidamente, la
identificacion de los componentes se realizé por
comparacién computarizada con una libreria o base de
datos WiLey 138L. Los espectros de masas y
cromatogramas de gases se realizaron en el Laboratorio
deFitoquimicaBiodirigidadel Departamento de Quimica,
delaUniversidad Simén Bolivar, Caracas.

RESULTADOSY DISCUSION

En esta investigacion las pruebas de letalidad de los
diferentes extractos de las algas G tenuifrons (EM), G
serrulatum(EM, EHyY EC) y K. alvarezii (EM, ECy EAE),
mostraron actividad frente alos naupliosdel crustéceo A.
salina, aexcepcion del EM deK. alvarezii; hay que hacer
notar que el extracto de esta misma especie, pero
recolectada en Guaranache y en Cubagua, Venezuela,
presentd una significativa actividad letal frente a este
crustaceo (Secnini et al. 2011). Los valores de CL,,
variaron entre 55,03 y 599,16 pg/ml (Tabla 1), los cuaes
estan comprendidos en el margen de concentracion letal
media (CL,, < 1000 pg/ml) propuesto por Mever et al.
(1982). La actividad letal provocada por los extractos
obtenidos de las tres especies de agas estudiadas frente
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aA. salina, mostré quelamassignificativafue G tenuifrons.
Los resultados evidencian que las especies de algas
eval uadas presentan compuestos fisiol égicamente activos
y posiblemente utilizan éstos como defensas quimicaspara
protegerse de depredadores y de organismos patdgenos
presentesen el medio (IBraHIM €t al. 2005).

Aunque hasta la fecha existen escasos estudios al
respecto, paralas especies eval uadas en estainvestigacion,
los trabajos relacionados con ensayos de letalidad de
extractos de otras macroagasfrente anaupliosde A. salina
han sido bien documentados. YosHinori et al. (2002),
reportaron que el diterpeno brominado, neoirietetraol,
aislado de Laurencia yonaguniensis presenté letalidad
frenteaA. salina (CL., = 40,1 pg/ml); mientras que Corpero
(2003) obtuvo diferentes extractos de las agas rojas
Bryocladia thyrsigera (J. AcarbH) F. ScHmiTz 1901 e
Hydropuntia pauciramosa (N. Robricuez de Rios 1991) y
no encontré actividad letal frente aeste crustaceo. VALDES
IcLEsIAs et al. (2003) evauaron latoxicidad de 63 extractos
de algas marinas cubanas e informaron que 33,8%
resultaron muy téxicos, 52,3% moderadamente téxicos
(mayoritariamente los de algasrojas) y €l resto no téxico.
SeLviN & Lipton (2004), en un estudio con Ulva fasciata
DeLiLE 1813 e Hypnea musciformis (WuLFen) J. V.
Lamouroux 1813, reportaron que ambas especies
mostraron potente actividad antibacterial, actividad
citotoxica frente a A. salina, y actividad larvicida, anti-
fouling eictiotdxica. IBraHIM €t al. (2005) sefidaron queen
17 agas recolectadas en diferentes estaciones del afio
encontraron que la actividad citotoxica en A. salina y
antitumoral en Agrobacterium tumefaciens variaban con
respecto alaépocade recoleccion. LHuLLIER et al. (2006)
estudiaron 19 especies de macroalgas (cuatro clorofitas,
cinco feofitas y diez rodofitas) de las cuales las rojas
presentaron mayor actividad, con CL_ < 50 para las
especies Acanthophora spicifera (M. VAHL) B@RGESEN
1910, Centroceras clavulatum (C. AGARDH) MONTAGNE
1846, Galaxaura marginata (J. ELLIS & SOLANDER)
LAMARck 1816, Gracilariadominguensis (KUTziNG) SONDER
ex Dickie 1874, Hypnea musciformis (J. ELLIS & SOLANDER)
LamARck 1816y Pterocladiella capillacea (S. G. GMELIN)
SANTELICES & HomMERsAND 1997. Seenini (2007) reporto
en Eucheuma denticulatum que la toxicidad frente a los
crustédceos Daphnia magna Straus 1820 y A. salina se
incrementaba a medidaque aumentabalapolaridad en los
extractos obtenidos de esta rodofita. FRevLE-PELEGRIN et
al. (2008) sefidlaron que €l extracto organico de Laurencia
microcladia present6 actividad citotéxica frente a

TABLA 1.- Concentracion letal media (CL,) (ug/ml) de los
diferentes extractos organicos obtenidos de las algas
Gracilariopsistenuifrons, Gelidiumserrulatumy Kappaphycus
alvarezii frentea Artemia salina.

Extracto Clsp L imites de confianza al 95%
Inferior Superior
EM G. tenuifrons 55,03 27,19 121,83
EM G. serrulatum 212,62 136,29 358,28
EH G. serrulatum 316,23 100 1000
EC G. serrulatum 250,70 0,10 1000
EM K. alvarezii > 1000
EAEK. alvarezi 361,45 260,43 513,26
ECK. alvarezii 599,16 100 1000

EM: extracto metandlico, EH: extracto hexanico, EC:
extracto clorof 6rmico, EAE: extracto en acetato deetilo.

Leishmania mexicanay A. salina. SAEIDNIA et al. (2009)
en los extractos en acetato de etilo obtenidos de
Gracilaria salicornia e Hypnea flagelliformis GreviLLE
Ex J. AcarRDH 1851 encontraron que ambas especies
mostraron potente efecto citotoxico frenteaA. salina (CL
=3y 4ug/ml, respectivamente). LEon-Deniz et al. (2009),
en un ensayo con 29 especies de algas marinas, de las
cuales 14 eran rodofitas, sdlo Laurencia microcladia
mostrotoxicidad frenteaA. salina (CL,_119,8 ug/ml). En
un ensayo in vitro con A. salina, encontraron una
toxicidad de 190 ug/ml en el extracto etandlico del alga
rojaMe anothamnusafaghusainii M. SHAMEEL, 1999 (HIra
etal. 2010).

Con respecto alapruebade citotoxicidad realizadacon
huevos del erizo de mar L. variegatus, en los extractos
organicos obtenidos de las tres especies de algas
estudiadas, se observo la presencia de 6vulos no
fertilizados y fertilizados (presencia de la membrana de
fecundacion), y en divisién de 2, 4, 8 y 16 blastomeras.
Ademés, se observaron escasas alteraciones, tales como:
células fecundadas con expulsion del contenido
citoplasmético por rotura de la membrana celular y
desincronizacion en el proceso de segmentacion deunaa
dosy acuatro blastémeros durantela divisiéon celular, lo
cua pudiera reflgjar, un efecto retardante de la mitosis.
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Fig. 1.- Efecto de los extractos organicos obtenidos de las algas estudiadas sobre el desarrollo temprano del erizo de mar L. variegatus. No6tese
el proceso normal de segmentacién: évulo no fertilizado (A), cigoto con membrana de fecundacién (B), division en 2 blastomeras (C), 4
blastomeras (D), 8 blastémeras (E) y 16 blastomeras (F). Alteraciones de la division celular (G-L): nétese el efecto de los extractos en la no
sincronizacion en el clivaje hacia 2 blastémeras (H) y 4 blastomeras (I y J), blastomeras de diferentes tamafos (J-L), blastémeras de

diferentes densidades Opticas (J).

También se observaron células con blastémeras de
diferentes densidades épticas, indicando diferentes
actividades fisiolégicas (Fig. 1). Resultados similares
reportan SecNini (2007) para el alga roja Eucheuma
denticulatum, recolectada en Guaranache, estado Sucre,
y en K. alvarezii proveniente de isla Cubagua, estado
NuevaEsparta, Venezuela (Seenini et al. 2011).

Las investigaciones existentes sobre la citotoxicidad
de extractos de macroalgas marinas frente a huevos de
erizosde mar sonmuy limitadas. Diaz et al. (2006) sefiaaron
que de las ocho especies de macroalgas evaluadas,
solamente el alga parda Dictyota pulchella Hornig &
ScHNETTER 1988 mostrd diferencias significativas con
respecto al control en el porcentaje de huevosfecundados
tratados con el extracto, en los cigotos en los estadios 1V,
XVI células y no divididos. Sin embargo, en todos los
casos no existié un efecto retardante de la mitosis. De
acuerdo a los resultados obtenidos con respecto a la
citotoxicidad de los extractos de las macroalgas G.
tenuifrons, G serrulatumy K. alvarezii evaluados en este
experimento, se puede sefid ar, que no existen suficientes
evidencias paracalificar alos extractos como citotéxicos,
yaque el porcentaje de cigotos no divididosy anormales
fue muy bajo. Es de hacer notar que por cromatografia de
gases-espectrometria de masas en las tres especies de
algas estudiadas se logré identificar en formamayoritaria
hidrocarburos saturados e insaturados, al coholes, fenoles,
lactonas, cetonas, acidos grasos y esteroles, y
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posiblemente alguno de estos compuestos sea
responsabledelaactividad letal presente en los extractos
de las macroalgas estudiadas. Particularmente, en la
fraccion 3 del EH de G tenuifronsy de G serrulatum se
logré identificar en mayor porcentaje el acido graso
hexadecanoico, en G serrulatum (72,79 %) y G tenuifrons
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Fig.2.- Espectro de masas, para un TR de 20,147 min, del &cido
hexadecanoico (C O,) de lafraccion 3 del extracto hexanico de
G. serrulatum.
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(16,83 %) (Fig. 2). Esposible que este compuesto seauno
de los responsables de la letalidad presentada por estas
algas. Estos resultados coinciden con los reportados por
ManiLAL et al. (2009), quienes atribuyeron la actividad
citotoxica del alga roja Laurencia brandenii Saito &
WowmEersLEY 1974 a los acidos grasos 9,12-4cido
octodecadienoico (49,75 %) vy al &cido n-hexadecanoico
(14,24 %) y sefidaron quelas algas marinas contienen un
alto porcentaje de &cidos grasosy muchos de éllos poseen
bioactividad potencial.

CONCLUSIONES
L os resultados sobre la actividad letal y citotéxica de
los extractos organicos de G. tenuifrons, G serrulatumy
K. alvarezii frentea A. salinay alos huevos del erizo de
mar L. variegatus constituyen |os primeros reportes para
Venezuela

El &cido hexadecanoico identificado mediante CG/
EM, posiblemente sea uno de los compuestos
responsables de labioactividad in vitro observadaen los
diferentes organismos ensayados.
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