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Síntesis 
 
La presente investigación aborda el estudio de las propiedades antioxidantes y neuroprotectoras de un 

extracto acuoso del alga Bryothamnion triquetrum (S.G.Gmelin) Howe, así como la relación de tales 

propiedades con los compuestos fenólicos presentes en este producto natural, mediante el uso de 

modelos experimentales in vitro.  

Los resultados mostraron que el extracto acuoso de B. triquetrum contiene moléculas que pueden 

unir Fe, atrapar radicales O2
•−, OH•, DPPH•, e inhibir la peroxidación lipídica espontánea e inducida 

químicamente en homogenados de tejido cerebral de rata. Dentro de los componentes químicos con 

propiedades antioxidantes conocidas, fue determinado que el extracto contiene Se, ácido ascórbico, 

carotenos y compuestos fenólicos. Se profundizó particularmente en la composición de compuestos 

fenólicos del extracto de B. triquetrum, utilizando una combinación de extracciones líquido- líquido, 

Cromatografía en Capa Delgada preparativa y Cromatografía en Columna de Amberlite XAD-2. Ello 

permitió obtener fracciones del extracto con actividad inhibitoria sobre la peroxidación lipídica 

espontánea en homogenados de tejido cerebral de rata, en las que se identificaron y cuantificaron por 

Cromatografía Gaseosa, los ácidos ferúlico, p-cumárico y trans-cinámico, que representan el 60% de 

los compuestos fenólicos totales del extracto.  

La actividad neuroprotectora del extracto y los ácidos cinámicos que contiene, fue estudiada en 

células inmortalizadas de hipotálamo de ratón GT1-7 expuestas a diferentes condiciones 

experimentales en que se indujo estrés oxidativo. La citotoxicidad producida por H2O2, la 

combinación de H2O2 y FeSO4, SIN-1, MeHg y la combinación de hipoxia química y aglucemia en 

diferentes condiciones de exposición, fue significativamente atenuada por la exposición al extracto de 

B. triquetrum y ello pudo relacionarse, al menos parcialmente, con su contenido de ácido ferúlico. 

Además, fue demostrado que los ácidos p-cumárico y trans-cinámico no son responsables de los 

efectos neuroprotectores observados en neuronas GT1-7 ni incrementan sinérgicamente la actividad 

registrada para el ácido ferúlico. Con relación a los posibles modos de acción involucrados, fue 

demostrado que el efecto neuroprotector del extracto puede o no involucrar la disminución en la 

producción de radicales libres, pero no se relaciona con el incremento en las reservas intracelulares de 

GSH. 
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Lista de abreviaturas, símbolos y fórmulas químicas 
 
Las siguientes abreviaturas, símbolos y fórmulas químicas fueron utilizadas a lo largo del texto: 
 

AF: ácido 4-hidroxi, 3-metoxi 
cinámico (ácido ferúlico) 

Ap-C: ácido 4-hidroxi cinámico  
(ácido p-cumárico) 

aprox.: aproximadamente 
ArO•: radical fenoxilo 
At-C: ácido 3-fenil, 2 propenoico  

(ácido trans-cinámico)  
BSA: N,O,bis (trimetil-silil)-acetamida 
CI50: concentración inhibitoria media 

CITMA: Ministerio de Ciencia, Tecnología 
y Medio Ambiente de Cuba 

CL50: concentración letal media 
DCF: 2’, 7’- diclorofluoresceina 

DCFH: 2’, 7’- diclorofluorescina 
DCFH2- DA: diacetato de 2’, 7’- 

diclorofluorescina 
DHR 123: dihidrorodamina 123 

DMEM: medio de cultivo Dulbecco 
Modificado Eagle 

DPPH•: radical 1,1-difenil-2-picrilhidracil 
DS: desviación estándar 

EDTA: ácido etilén diamino tetraacético 
ES: error estándar 

EtOH: etanol 
FLA 2: fosfolipasa A2 

GSH: glutatión reducido 
GSH-Px: glutatión peroxidasa 

  

H2O2: peróxido de hidrógeno 
HAc: ácido acético 

HBSS: tampón salino balanceado  
HQ/A: hipoxia química/aglucemia 
KCN: cianuro de potasio 
LOX: lipooxigenasa 

MBCl: monoclorobimano 
MeHg: metil mercurio 
MeOH: metanol 

NBT: azul de nitrotetrazolio 
O2

•−: radical superóxido 
OH•: radical hidroxilo 

ONOO−: anión peroxinitrito 
PBS: tampón fosfato salino 
RNS: especies reactivas del nitrógeno 
RO•: radical alcoxilo 

RO2
•: radical peroxilo 

ROS: especies reactivas del oxígeno 
SIN-1: 3-morfolinosidnonimina 
SOD: superóxido dismutasa 

T: temperatura 
TBARS: sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico 
TLC: Cromatografía en Capa Delgada 

TLCP: Cromatografía en Capa Delgada 
preparativa 

∅: diámetro 
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CAPÍTULO I: Introducción  
 

Resulta impresionante el número cada vez mayor de estudios científicos que sustentan la participación 

del estrés oxidativo en diversas patologías de elevada incidencia en la población mundial, como las 

enfermedades neurodegenerativas, el cáncer, la ateroesclerosis, y los procesos inflamatorios 

(Gilgun-Sherki et al., 2002). Particularmente en el caso de las enfermedades neurodegenerativas, 

aunque los eventos bioquímicos que explican la etiología de la muerte neuronal no están totalmente 

esclarecidos, el daño mediado por radicales libres parece contribuir de modo decisivo a su desarrollo. 

Tales hallazgos han permitido ampliar las posibilidades de terapia contra estos trastornos cerebrales 

utilizando compuestos que eviten o disminuyan el daño oxidativo (Behl y Moosmann, 2002). Dada la 

complejidad de las rutas intracelulares por las que se pueden generar radicales libres en estas patologías, 

se ha sugerido que los antioxidantes multifuncionales pueden ser efectivos en la neuroprotección 

(Youdim et al., 2002).  

En los últimos años, el empleo de antioxidantes sintéticos con fines terapéuticos ha sido cuestionado 

debido a su posible capacidad promotora de tumores y genotoxicidad (Gordon, 1996; Safer y 

Al-Nughamish, 1999; Rauha, 2001). En este contexto, ha ganado interés la búsqueda y utilización de 

compuestos antioxidantes de origen natural. Ello se inserta dentro de la tendencia mundial actual a 

abordar el uso de las fuentes naturales para la obtención de fármacos efectivos contra diversas 

enfermedades (Raskin et al., 2002).  

A partir de estas consideraciones, se ha propuesto el uso de extractos de plantas u otras fuentes naturales 

como agentes neuroprotectores, ya que estos extractos pueden constituir mezclas de compuestos 

antioxidantes con diversos modos de acción (Aruoma, 1998; Bastianetto y Quirion, 2002; Aruoma et 

al., 2003). Entre otras ventajas de los antioxidantes naturales puede mencionarse que exhiben una 

elevada diversidad molecular y funcionalidad biológica (Raskin et al., 2002). A ello se une que muchos 

de estos compuestos no son tóxicos y por ende, su uso es mayormente aceptado como seguro, aunque 

ésto no siempre es cierto y algunos antioxidantes naturales puedan tener algún riesgo toxicológico 

(Kagan et al., 2002).  

Dentro de las fuentes naturales, las algas constituyen opciones para la búsqueda de nuevos productos 

bioactivos, especialmente antioxidantes, lo que se justifica por diversas razones. Desde un punto de 

vista general puede decirse que las algas son fuentes de compuestos bioactivos que tienen un carácter 

renovable y son fácilmente obtenibles. A ésto se suma la biodiversidad que presentan estos organismos 

en regiones tropicales como la nuestra, lo que permite disponer de una amplia variedad y cantidad de 

especies simultáneamente (Harvey, 2000). Son, además, organismos considerados en general poco 
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tóxicos (Grabley y Thiericke, 1999). Su consumo como parte de la dieta de algunas poblaciones 

humanas se ha asociado a una variedad de efectos beneficiosos sobre la salud, por ejemplo la reducción 

de la incidencia de algunos tipos de cánceres (Hiqashi et al., 1999, Funahashi et al., 1999). Ello por 

tanto sugiere que las algas contienen compuestos biológicamente activos capaces de modular diferentes 

funciones fisiológicas del organismo.  

La búsqueda de compuestos antioxidantes a partir de las algas ha estado inspirada por el hecho de que 

se presupone necesaria su presencia como defensas en el medio oxidativo “hostil” en que habitan estos 

organismos. Las algas están expuestas a una combinación de luz y oxígeno que conlleva a la formación 

de radicales libres. Sin embargo, la ausencia de daño oxidativo en los componentes estructurales de las 

algas y su estabilidad frente a la oxidación durante el almacenamiento, sugiere que sus células deben 

tener antioxidantes efectivos (Matsukawa et al., 1997). 

Motivados por todo lo anterior, en los últimos años se han publicado diferentes trabajos referidos a la 

actividad antioxidante de extractos de algas y microalgas en modelos experimentales in vitro e in vivo. 

Estos estudios han permitido identificar a los compuestos fenólicos, los carotenoides y algunos tipos de 

aminoácidos, como los principales responsables de la actividad antioxidante que presentan las algas y 

microalgas (Nakamura et al., 1996; Yan et al., 1996; Kobayashi et al., 1997; Matsukawa et al., 1997; 

Lim et al., 1998; Miranda et al., 1998; Yan et al., 1999; Duval et al., 2000; Matsukawa et al., 2000; 

Wong et al., 2000; Jiménez-Escrig et al., 2001; Miranda et al., 2001; Ruberto et al., 2001; Lim et al., 

2002; Han et al., 2002a; Yoshie et al., 2002; Fisch et al., 2003; Kang et al., 2003; Siriwardhana et al., 

2003; Huang y Wang, 2004; Kang et al., 2004; Siriwardhana et al., 2004). Sin embargo, el uso de 

extractos de algas y microalgas como fuentes de antioxidantes naturales útiles en el campo de la 

neuroprotección ha sido escasamente abordado (Ikeda et al., 2003).  

Los compuestos fenólicos constituyen uno de los grupos más numerosos y representativos de 

metabolitos secundarios de las plantas y algas (Bravo, 1998). Están presentes en la mayoría de los 

productos vegetales consumidos por el hombre y se han descrito ampliamente sus propiedades 

antioxidantes, antimutagénicas y anticarcinogénicas, lo que sugiere sus potenciales efectos beneficiosos 

sobre la salud humana (Bravo, 1998; Kahkonen et al., 1999; Tapiero et al., 2002).  

La especie Bryothamnion triquetrum, es un alga perteneciente al Phylum Rhodophyceae que habita en 

nuestra plataforma insular (Littler y Littler, 2000). Considerando, entre otros elementos, la abundancia 

de esta especie y la facilidad de su colecta, durante la década iniciada en el año 1980 varios 

investigadores cubanos dirigieron su interés hacia el estudio de los componentes químicos de B. 

triquetrum, pero se enfocaron solamente hacia el contenido de polisacáridos (Fernández et al., 1987; 
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González y García, 1988; García et al., 1988). En particular, la caracterización de los ficocoloides que 

fueron obtenidos del alga mostró que podían tener diferentes aplicaciones industriales y entre ellas se 

propuso su introducción como aditivos en la alimentación humana (García et al., 1988). Así, estos 

hallazgos impulsaron las investigaciones que permitieron establecer las condiciones de cultivo del alga 

en nuestro país, específicamente en el área ubicada en la rada del Instituto de Oceanología de Cuba 

(Areces, 1995).  

En períodos recientes, grupos de investigadores brasileños han dirigido su atención hacia la presencia 

de compuestos biológicamente activos en esta alga, específicamente hacia las lectinas (Ainouz et al., 

1992; 1995; Calvete et al., 2000; Freitas et al., 2001; Neves et al., 2001; Viana et al., 2002). Los 

hallazgos de estos autores no sólo han demostrado la existencia en Bryothamnion triquetrum de una 

molécula nueva dentro de una nueva familia de lectinas (Calvete et al., 2000), sino que además han 

aportado evidencias convincentes de las posibilidades de las lectinas de esta alga como fármacos 

analgésicos (Freitas et al., 2001; Viana et al., 2002). Todo ello ha sustentado el interés por el estudio de 

Bryothamnion triquetrum como fuente de compuestos biológicamente activos, entre los que pueden 

encontrarse antioxidantes.  

La posibilidad de que Bryothamnion triquetrum constituya una fuente de moléculas antioxidantes 

efectivas, está sustentada en las siguientes razones: i) esta alga se localiza en la zona fótica, con lo que 

se expone a niveles notables de radiación solar que favorecen la generación de radicales libres, y 

probablemente condicionan la existencia de compuestos antioxidantes que la protejan; ii) se ha referido 

una actividad antioxidante alta para extractos de otras 4 especies de algas rojas que están incluídas en la 

misma familia a la que pertenece Bryothamnion triquetrum (Rh.; Ceramiales, Rhodomelaceae): 

Polysiphonia urceolata, Rhodomela teres, Rhodomela confervoides y Symphyocladia latiuscula 

(Fujimoto y Kaneda, 1984; Yan et al., 1998; Huang y Wang, 2004) y iii) Bryothamnion triquetrum es 

un alga roja y se conoce que las especies de este Phylum contienen una variedad de compuestos 

fenólicos (Whitfield et al., 1999), cuyas propiedades antioxidantes han sido muy bien documentadas 

(Bravo, 1998).  

A partir de estos elementos, la presente investigación tuvo su punto de partida en la formulación de la 

siguiente Hipótesis: 

“El extracto acuoso del alga Bryothamnion triquetrum (S.G.Gmelin) Howe posee propiedades 

antioxidantes y neuroprotectoras que guardan relación con su contenido de compuestos 

fenólicos”.  
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Para examinar esta hipótesis, se propuso el siguiente Objetivo General: 

Investigar las propiedades antioxidantes y neuroprotectoras del extracto acuoso de 

Bryothamnion triquetrum en modelos de estrés oxidativo in vitro y los posibles modos de acción 

involucrados, así como la relación de tales propiedades con el contenido de compuestos fenólicos 

del extracto. 

Para dar cumplimiento a este objetivo, se diseñaron las siguientes Tareas: 

• Establecimiento de la capacidad antioxidante in vitro del extracto acuoso de B. triquetrum tanto para 

inhibir la peroxidación lipídica en homogenados de tejido cerebral de rata, como para atrapar 

diferentes tipos de radicales libres y unir hierro  

• Determinación de componentes antioxidantes en el extracto acuoso de B. triquetrum y estudio 

específico de los compuestos fenólicos que pueden ser responsables de proteger contra la 

peroxidación lipídica en homogenados de tejido cerebral de rata 

• Evaluación de la actividad antioxidante y neuroprotectora del extracto acuoso de B. triquetrum y sus 

ácidos fenólicos (específicamente cinámicos) en la línea celular inmortalizada de hipotálamo de 

ratón GT1-7, frente al daño neuronal mediado por especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno que 

induce el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el compuesto 3-morfolinosidnonimina (SIN-1) 

• Evaluación de la actividad antioxidante y neuroprotectora del extracto acuoso de B. triquetrum y sus 

ácidos cinámicos en la línea celular GT1-7, frente al daño oxidativo neuronal mediado por metil 

mercurio (MeHg) y la combinación de hipoxia química y aglucemia como modelo de isquemia 

neuronal 

La novedad científica de esta tesis radica en que por primera vez para la ciencia, se caracterizan las 

propiedades neuroprotectoras en modelos de estrés oxidativo in vitro de un extracto de una especie del 

Reino Algae y se relacionan con su contenido de ácidos cinámicos (ácidos ferúlico, p-cumárico y 

trans-cinámico). Se refiere además, por primera vez, la capacidad neuroprotectora de un extracto crudo 

obtenido de una fuente natural frente al daño oxidativo inducido in vitro por MeHg. Por último, para el 

extracto acuoso de la especie B. triquetrum se sustentan nuevas propiedades (antioxidantes y 

neuroprotectoras) in vitro, se aborda el estudio de sus compuestos fenólicos y se demuestra la 

importancia del ácido ferúlico como compuesto al menos parcialmente responsable de tales 

propiedades neuroprotectoras. 

Los hallazgos de esta tesis enriquecen el conocimiento científico sobre los compuestos antioxidantes de 

naturaleza fenólica que están presentes en extractos de algas y sustentan su utilidad como agentes 
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neuroprotectores en modelos experimentales de estrés oxidativo in vitro, todo lo cual constituye el 

aporte de esta tesis a las Ciencias Biológicas.  

Finalmente, esta tesis tiene valor práctico ya que sustenta la efectividad del extracto acuoso de B. 

triquetrum como agente antioxidante y neuroprotector en modelos experimentales in vitro y los 

resultados sugieren su posible aplicación futura en patologías relacionadas con el estrés oxidativo, lo 

que debe ser evaluado en investigaciones posteriores utilizando modelos experimentales in vivo. 

Además, en esta tesis se desarrollan metodologías experimentales para el estudio de los ácidos 

cinámicos presentes en el extracto acuoso de B. triquetrum y la evaluación de sus propiedades 

neuroprotectoras en células GT1-7, y éstas pueden ser aplicadas al estudio de otros extractos acuosos de 

algas. 

La presente tesis consta de 129 páginas, distribuídas en 8 Capítulos; I: Introducción, II: Revisión 

Bibliográfica, III: Materiales y Métodos, IV: Resultados, V: Discusión, VI: Conclusiones, VII: 

Recomendaciones y VIII: Referencias Bibliográficas. Además se incluyen 3 Anexos. Se muestran 26 

Tablas, 18 Figuras y se citan 276 Referencias Bibliográficas. Los resultados incluídos en la presente 

tesis han sido presentados en 6 publicaciones (4 artículos en revistas internacionales, 1 capítulo de un 

libro publicado por una editorial extranjera y 1 artículo en una revista cubana). Además, se han 

presentado en 8 eventos científicos internacionales que han tenido lugar en Cuba y en 4 reuniones 

internacionales que se han celebrado en otros países. La mayor parte de estos resultados han sido 

obtenidos en el contexto de la colaboración establecida con el Drug Discovery Technology Center de la 

Facultad de Farmacia, perteneciente a la Universidad de Helsinki en Finlandia, el Departamento de 

Alimentos y Nutrición Experimental de la Universidad de Sao Pablo, en Brasil y el Departamento de 

Farmacología y Toxicología de la Universidad de Kuopio, en Finlandia. Estos hallazgos han sido 

presentados en varias instituciones académicas europeas, como las Universidades de Kuopio y Helsinki 

en Finlandia y el Instituto de Fitoquímica y Farmacognosia de la Universidad de Lausanne, en Suiza. 

La predefensa de esta tesis se realizó ante el Consejo Científico y el Departamento de Bioquímica de la 

Facultad de Biología de la Universidad de La Habana.  
 

CAPÍTULO II: Materiales y Métodos  
 

II.1 Preparación del extracto acuoso del alga Bryothamnion triquetrum  

Los especímenes de Bryothamnion triquetrum se colectaron en la dársena del Instituto de Oceanología 

(CITMA, Ciudad Habana). Los ejemplares se lavaron con H2O de mar y se homogeneizaron en H2O 

destilada manteniendo una relación 1:4 (p/v: peso en gramos del alga/ volumen en mL de H2O). Los 

homogenados se centrifugaron (800g, T= +4ºC, 20 minutos) y los sobrenadantes fueron liofilizados y 
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conservados a T= -20ºC. El rendimiento del extracto final liofilizado en relación con el alga fresca fue 

de 0.5%. Se controló la calidad de cada lote de extractos recién preparados mediante la determinación 

de la actividad inhibitoria sobre la peroxidación lipídica espontánea (parámetro biológico, se describe 

luego en II.2) y la medición de la concentración de compuestos fenólicos totales (parámetro químico, 

se describe posteriormente en II.3.1). 

II.2 Ensayos de caracterización de la capacidad in vitro del extracto de Bryothamnion 

triquetrum para inhibir la peroxidación lipídica, atrapar radicales libres y unir hierro (Fe) 

La capacidad del extracto para inhibir la peroxidación lipídica fue medida en homogenados de tejido 

cerebral de rata, los que se obtuvieron mediante la metodología de Ohkawa et al., (1979). En el ensayo 

de peroxidación lipídica espontánea, se incubó el homogenado de cerebro de rata con igual volumen del 

extracto de B. triquetrum o sus fracciones a T=+37°C durante 40 minutos. Los pasos posteriores para 

monitorear la formación de TBARS también se realizaron según Ohkawa et al., (1979). En el ensayo 

de peroxidación lipídica inducida, se añadió además en la mezcla inicial de incubación FeSO4         

50 µmol·L-1 y ácido ascórbico 400 µmol·L-1, y ésta se mantuvo a T=+25°C durante 30 minutos. Las 

etapas restantes se realizaron mediante la metodología de Ohkawa et al., (1979). En ambos ensayos se 

determinó el valor de concentración del extracto de B. triquetrum que produce el 50% de inhibición de 

la formación máxima de TBARS (CI50), como se describe en II.5. 

La actividad atrapadora de radicales O2
•− (I) fue determinada espectrofotométricamente según 

Fridovich y McCord, (1969) a través de la capacidad para inhibir la reducción del NBT que es mediada 

por O2
•−. Para determinar la actividad atrapadora de radicales OH• y unión al Fe se empleó el ensayo de 

la 2-desoxi-d-ribosa (II) en sus variantes con EDTA y sin EDTA respectivamente, según Aruoma, 

(1994). La concentración del extracto que produce el 50% de inhibición de la reducción máxima del 

NBT (en I) y las concentraciones que producen el 50% de inhibición de la formación máxima de 

TBARS (en las dos variantes de II) (CI50), fueron calculadas como se describe en II.5. Para determinar 

la actividad atrapadora de radicales DPPH• se empleó el protocolo descrito por Goupy et al., (1999). La 

concentración del extracto que produce el 50% de inhibición de la absorbancia máxima del radical 

DPPH• (CI50) también se calculó como refiere Goupy et al., (1999).  

II.3 Estudio de los componentes antioxidantes en el extracto de Bryothamnion triquetrum 

II.3.1 Análisis cuantitativo de l contenido de Se, ácido ascórbico, carotenos y compuestos fenólicos 

totales: El contenido de Se fue cuantificado utilizando el método de absorción electrotérmica atómica 

descrito por Kumpulainen et al., (1983). El contenido de ácido ascórbico, carotenos y compuestos 

fenólicos totales fue determinado espectrofotométricamente según Natelson, (1964); AOAC, (1990) y 
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Quettier-Deleu et al., (2000), respectivamente.  

II.3.2 Separación, identificación y cuantificación de ácidos cinámicos  

II.3.2.1 Esquema general de fraccionamiento del extracto acuoso de Bryothamnion triquetrum: El 

extracto acuoso de B. triquetrum fue fraccionado de acuerdo al esquema que se presenta en el Anexo I. 

En cada etapa, las fracciones fueron concentradas y liofilizadas para la determinación del porcentaje de 

rendimiento con relación al extracto acuoso liofilizado y la detección de la presencia de compuestos 

fenólicos por análisis de TLC. Para este último ensayo, el soporte empleado fue sílica gel G (Merck, 

Alemania), el solvente de corrida: butanol:HAc:H2O 5:1:2.6, y la placa fue revelada con los reactivos 

de Folin- Ciocalteau alcalino y FeCl3 1% según Stahl, (1969)a y Stahl, (1969)b respectivamente. 

Además, en las fracciones se evaluó la actividad inhibitoria de la peroxidación lipídica espontánea de 

homogenados de tejido cerebral de rata como se describió en II.2. 

II.3.2.2 Identificación y cuantificación de los ácidos cinámicos en el extracto de Bryothamnion 

triquetrum: Las fracciones a estudiar se silinizaron mediante la adición de BSA y luego se aplicaron en 

un Cromatógrafo de Gas Shimadzu QP 5000 (Shimadzu, Japón) utilizando una columna capilar 

semipolar de polimetilfenilsiloxona DB5 (Supelco, E.U.) de 30 metros de largo y 0.25 mm de ∅ 

interno. Las condiciones operacionales fueron: i) volumen de muestra inyectada = 1 µL; ii) T del 

inyector = +310oC; iii) detector de ionización de llama con T = +320oC; iv) el flujo del gas portador 

(helio) = 1 mL·min-1. El programa de T utilizado fue: T inicial = +150oC, isotérmica 3 minutos, con 

incremento de +5oC·min-1 hasta T=+300oC e isotérmica 3 minutos. El procesamiento de los resultados 

(identificación y cuantificación de los ácidos cinámicos) se realizó con el programa EZ Chrom para 

Windows NT Workstation 4.0 (Microsoft software Inc, E.U.).  

II.4 Ensayos para la caracterización de la actividad antioxidante y neuroprotectora del 

extracto acuoso de Bryothamnion triquetrum en células GT1-7 

II.4.1 Cultivo de las células GT1-7 y condiciones de exposición a los compuestos tóxicos, al 

extracto de Bryothamnion triquetrum y sus ácidos cinámicos: Las células GT1-7 (Mellon et al., 

1990) se cultivaron en medio DMEM (Gibco, Inglaterra) de alta concentración de glucosa            

(25 mmol·L-1), como se describe en Loikkanen et al., (1998). Los compuestos tóxicos, el extracto de   

B. triquetrum, los controles positivos y la glucosa se disolvieron en diferentes solventes para preparar 

soluciones stock, y se filtraron usando filtros de 0.2 µm (Millipore, Francia). Las soluciones stock  de los 

ácidos cinámicos se prepararon en EtOH absoluto, se esterilizaron por filtración y se añadieron a las 

células de modo que sus concentraciones finales correspondieron con las que se encuentran en el 

extracto de B. triquetrum (0.05, 0.25 y 0.50 mg·mL-1): 0.1, 0.6, 1.1 µmol·L-1 para el ácido ferúlico (AF); 
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1.3, 6.4, 12.8 µmol·L-1 para el ácido p-cumárico (Ap-C) y 0.08, 0.4, 0.8 µmol·L-1para el ácido 

trans-cinámico (At-C).  

II.4.2 Modelos experimentales usados para la inducción de estrés oxidativo neuronal: Se 

emplearon los modelos de daño neuronal inducido por H2O2, la combinación de H2O2 y FeSO4, SIN-1 

y MeHg. Luego de lavar inicialmente las células con medio de cultivo o diferentes soluciones tampones, 

las células se expusieron al extracto de B. triquetrum, o sus ácidos cinámicos o los compuestos 

controles. Inmediatamente después se agregó el compuesto tóxico, durante períodos entre 2 y 24 horas, 

dependiendo del modelo. Las exposiciones que duraron hasta 3 horas se realizaron en tampón HBSS y 

las de mayor duración se realizaron en medio de cultivo. Las concentraciones de los compuestos 

tóxicos empleadas en cada modelo fueron escogidas a partir de experimentos preliminares en los que se 

midió el efecto de diferentes concentraciones sobre la viabilidad de las neuronas GT1-7. En el caso de 

los modelos de daño neuronal mediado por SIN-1 y MeHg, el resto de las condiciones de exposición se 

seleccionaron a partir de los protocolos propuestos por Bonfoco et al., (1996) y Sarafian et al., (1994). 

Además se utilizó el modelo de daño neuronal inducido por la combinación de hipoxia química y 

aglucemia (HQ/A), mediante una modificación del método propuesto por Myers et al., (1995). Luego 

del lavado inicial, las células se expusieron al medio control (sin KCN, con glucosa 5.5 mmol·L-1) o a 

HQ/A (medio sin glucosa y con KCN 3 mmol·L-1) en presencia o no del extracto de B. triquetrum o sus 

ácidos cinámicos o los compuestos controles, durante un período de 1.75 ó 3 horas en dependencia del 

experimento, a T= +37°C. Al finalizar, las células fueron reperfundidas con medio de cultivo de las 

células GT1-7 o tampón PBS con glucosa 25 mmol·L-1, durante un período entre 0 y 24 horas, en 

dependencia del experimento.  

II.4.3 Determinación de la viabilidad celular: En todos los modelos, el porcentaje de viabilidad 

celular se determinó al finalizar los eventos citotóxicos. Para ello, se utilizó el método fluorimétrico 

descrito por Loikkanen et al., (1998). La fluorescencia fue medida en un fluorímetro Fluoroskan 

Ascent (Labsystems, Finlandia), al igual que en los ensayos descritos en II.4.4 y II.4.5. 

II.4.4 Determinación de la producción de radicales libres: En las exposiciones al H2O2, SIN-1 y 

MeHg que duraron hasta 3 horas (A), luego de la etapa inicial de lavado se agregó la sonda DCFH2-DA 

20 µmol·L-1 (Molecular Probes, E.U.) en tampón HBSS por 20 minutos, T= +25°C. Luego se 

añadieron el extracto de B. triquetrum, o sus ácidos cinámicos o el control positivo, antes de la adición 

del agente tóxico. Para las exposiciones de más de 3 horas (B), el medio fue retirado al concluir la 

exposición al agente tóxico y al extracto de B. triquetrum, o sus ácidos cinámicos o el control positivo, 

y se agregó DCFH2-DA 40 µmol·L-1 en tampón HBSS a cada pozo, durante 15 minutos. Se determinó 
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el incremento porcentual en la fluorescencia de la DCF durante el período de exposición al compuesto 

tóxico y a la sonda DCFH2-DA (en A), o durante el período posterior de exposición a la sonda 

DCFH2-DA (en B). La fluorescencia fue medida como en Loikkanen et al., (1998). Para la medición 

del incremento en la producción de radicales libres luego de 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de 

reperfusión, esta última etapa se produjo en tampón PBS que contenía DHR 123 10 µmol·L-1 

(Molecular Probes, E.U.) y glucosa 25 mmol·L-1. La fluorescencia de la sonda fue medida según 

Almaas et al., (2002). 

II.4.5 Determinación de los niveles de GSH: Luego de finalizada la exposición al H2O2, SIN-1 y 

MeHg o a las 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfusión, la solución tampón o el medio en que fue 

realizada la exposición fue retirado y se adicionó tampón HBSS o tampón PBS (con glucosa 25 

mmol·L-1) respectivamente que además contenían 40 µmol·L-1 de MBCl (Molecular Probes, E.U.) 

durante 15 minutos, T=+25°C en la oscuridad. Luego, la fluorescencia de la sonda fue medida como en 

Loikkanen et al., (1998) y los valores se expresaron como porcentajes de fluorescencia con relación a 

las células controles no expuestas a las condiciones que producen daño neuronal (consideradas 100%).  

II.4.6 Determinación de la actividad de enzimas antioxidantes: Los lisados de las células GT1-7 

sometidas a 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfusión fueron obtenidos según Loikkanen et al., 

(2003). En ellos se cuantificaron las actividades de superóxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1), catalasa 

(EC 1.11.1.6) y glutatión peroxidasa (GSH-Px; EC 1.11.1.9) utilizando juegos de reactivos comerciales 

(Cayman Chemical Company, E.U.). Además, se cuantificó la concentración de proteínas (Bradford, 

1976) y se calcularon las actividades enzimáticas específicas.  

II.5. Procesamiento y análisis estadístico de los resultados 

El análisis estadístico de los resultados se realizó con los programas Sigma Plot 2000 (versión 6.10 para 

Windows, SPSS Inc., E.U.) y GraphPad Prism (versión 3.00 para Windows, GraphPad software Inc, 

E.U.). En los estudios incluídos en II.2 las curvas fueron ajustadas a un comportamiento sigmoidal 

mediante GraphPad Prism, y con este programa se determinaron los valores de CI50. Se realizaron 

pruebas de normalidad a todos los datos (prueba de Kolmogorov-Smirnov) y de homogeneidad de 

varianza (prueba de Bartlett) y se demostró que se ajustaban a una distribución normal y cumplían 

homogeneidad de varianza, por lo que se utilizaron pruebas parámetricas: ANOVA de clasificación 

simple y prueba de Tukey para comparaciones múltiples. p<0.05 se consideró estadísticamente 

significativo en todos los casos.
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CAPÍTULO III: Resultados  
 

III.1. Estudio in vitro de la actividad antioxidante del extracto acuoso de Bryothamnion 

triquetrum: efectos inhibitorios sobre la peroxidación lipídica, atrapamiento de radicales 

libres y unión al Fe  

En la Tabla 1 se presentan, de modo 

resumido, los valores de CI50 obtenidos 

para el extracto acuoso de B. triquetrum 

en los diferentes modelos experimentales 

en que fue evaluada su capacidad in vitro 

para inhibir la peroxidación lipídica 

espontánea e inducida en homogenados 

de tejido cerebral de rata, atrapar radicales 

libres y unir Fe. El extracto mostró 

actividad inhibitoria de la peroxidación 

lipídica tanto espontánea como inducida 

químicamente por FeSO4/ascorbato en homogenados de tejido cerebral de rata, y este efecto fue 

dependiente de su concentración. Además, el extracto pudo secuestrar específicamente radicales O2
•−, 

OH•, DPPH• y unir Fe, también de una manera dependiente de la concentración. Por tratarse de un 

extracto crudo, no se pudo determinar la constante de velocidad de su reacción con los radicales 

específicos.  

III.2. Estudio de los componentes antioxidantes del extracto acuoso de Bryothamnion 

triquetrum  

Los hallazgos anteriores (III.1) motivaron la búsqueda de los componentes del extracto posiblemente 

responsables de tales propiedades antioxidantes. Así, se demostró que el extracto de B. triquetrum 

contiene Se (0.10 ± 0.009 mg·kg-1), ácido ascórbico (0.4 ± 0.01 g·kg-1), carotenos (0.04 ± 0.005 g·kg-1) y 

compuestos fenólicos (8.0 ± 0.6 g·kg-1).  

Los resultados relacionados con el control de la calidad realizado a todos los lotes del extracto 

preparados como parte de esta investigación, se presentan en el Anexo II. Este estudio permitió 

demostrar que existe una correlación entre la actividad antioxidante del extracto en la inhibición de la 

peroxidación lipídica espontánea de homogenados de tejido cerebral, y su contenido total de 

compuestos fenólicos. Así, la disminución estadísticamente significativa en la actividad antioxidante de 

los lotes rechazados se correlacionó con una disminución estadísticamente significativa en el contenido 

Tabla 1. Resultados obtenidos (en términos de valores de 
CI50

†) para la actividad inhibitoria de la peroxidación lipídica, el 
atrapamiento de radicales libres y la capacidad de unión al Fe 
que exhibe el extracto de B. triquetrum 
 

Actividad medida CI50 †
   

(mg·mL-1)  

Inhibición de la peroxidación lipídica espontánea en 
homogenados de tejido cerebral  

0.87 

Inhibición de la peroxidación lipídica inducida por 
FeSO4/ascorbato en homogenados de tejido cerebral 

1.91 

Atrapamiento de radicales O2
•− 0.36 

Atrapamiento de radicales OH• 0.37 
Unión al Fe 2.11 
Atrapamiento de radicales DPPH• 1.17 

†- la definición de CI50 en cada modelo experimental fue 
detallada en II.2. Los experimentos se repitieron 2 veces con 5 
réplicas en cada caso (N=10). 
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total de polifenoles. Ello sugirió la importancia de estas entidades químicas como posibles agentes 

responsables de la actividad antioxidante del extracto en la inhibición de la peroxidación lipídica de 

homogenados de tejido cerebral de rata. La importancia que tienen los compuestos fenólicos como 

agentes responsables de las propiedades antioxidantes de extractos de algas (Yoshie et al., 2000; 

Ruberto et al., 2001; Fisch et al., 2003; Takamatsu et al., 2003; Kang et al., 2003; 2004) unido a estos 

hallazgos anteriores, motivaron el estudio detallado de estas entidades químicas en el extracto acuoso de 

B. triquetrum.  

III.2.1 Estudio de los compuestos fenólicos en el extracto de Bryothamnion triquetrum: Esta etapa 

contempló el fraccionamiento del extracto de B. triquetrum según el esquema que se presenta en el 

Anexo I. Luego, en las fracciones obtenidas, se abordó la identificación y cuantificación de los 

compuestos fenólicos relacionados con la capacidad del extracto para inhibir la peroxidación lipídica 

espontánea de los homogenados de tejido cerebral de rata.  

Con este esquema de fraccionamiento se obtuvo una mayor actividad inhibitoria de la peroxidación 

lipídica espontánea de homogenados de tejido cerebral de rata en las fracciones más polares del 

extracto de B. triquetrum (resultados que se presentan en el Anexo III), lo que sugiere que la 

actividad obedece a la presencia de compuestos polares como los compuestos fenólicos. Ello se 

corroboró por el hecho de que en todas las fracciones activas del extracto (con porcentajes de la 

peroxidación lipídica mayores del 80%), se detectó la presencia de compuestos fenólicos. Éstas 

fueron: TLCP but-2, TLCP but-6, F 3-4, F 5-8 y F 9-14 (Anexo III). Por el contrario, en aquellas 

fracciones en que se no se encontraron manchas positivas para los reveladores de compuestos 

fenólicos la actividad antioxidante fue baja (fracción acetato de etilo y F 15-22). La única excepción a 

estas dos situaciones es el precipitado 1-2 (P 1-2), cuya actividad antioxidante es alta, pero en él no se 

detectaron compuestos fenólicos en el estudio por TLC (Anexo III).  

De todas las fracciones activas, se escogieron TLCP but-6, P 1-2, F 5-8 y F 9-14 para estudiar la 

presencia de compuestos fenólicos por Cromatografía Gaseosa. Se descartó la fracción TLC but-2 por 

poseer un valor bajo de rendimiento, así como la fracción F 3-4, por poseer una elevada cantidad de 

manchas positivas reveladas con el reactivo de Folin-Ciocalteau en el estudio por TLC. El 

cromatograma obtenido para la F 5-8 se presenta en la Figura 1. En esta fracción, al igual que en el 

resto de las fracciones estudiadas (TLCP but-6, P 1-2 y F 9-14) se obtuvieron varios picos, lo que 

evidencia que éstas son fracciones que contienen una mezcla de compuestos que resulta activa en la 

inhibición de la peroxidación lipídica de homogenados de tejido cerebral de rata.  
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De todos los picos obtenidos en el 

cromatograma de la fracción F 5-8, 

se identificaron tres (b’, j’ y l’, 

señalados con flechas en la Figura 

1) que correspondieron a los ácidos 

trans-cinámico, p-cumárico y 

ferúlico respectivamente. Al 

analizar los cromatogramas de las 

otras fracciones (que no se 

presentan) se identificaron también 

el ácido trans-cinámico en las 

fracciones TLCP but-6 y F 9-14 y 

el ácido p-cumárico en las 

fracciones TLCP but-6, P 1-2 y    

F 9-14.  

Los resultados de la cuantificación 

de los ácidos cinámicos en las 

fracciones estudiadas se muestra en 

la Tabla 2. El contenido total de 

ellos en el extracto de B. triquetrum 

fue 4.8 mg·g-1, lo que representó el 

60% del total de los compuestos 

fenólicos presentes (8.0 mg·g-1).  

A continuación, la investigación se enfocó hacia la caracterización de la actividad antioxidante y 

neuroprotectora del extracto acuoso de B. triquetrum y sus ácidos cinámicos en células neuronales 

GT1-7 sometidas a diferentes condiciones que inducen estrés oxidativo. 

III.3. Evaluación de la actividad antioxidante y neuroprotectora del extracto acuoso de 

Bryothamnion triquetrum en células inmortalizadas de hipotálamo de ratón GT1-7  

En esta serie de experimentos se evaluó la actividad antioxidante y neuroprotectora del extracto de     

B. triquetrum. Además se comparó con el efecto producido por los ácidos cinámicos puros que fueron 

identificados y cuantificados en las fracciones del extracto con actividad inhibitoria de la peroxidación 

lipídica espontánea en homogenados de tejido cerebral de rata.  

Tabla 2. Contenido de los ácidos cinámicos en las diferentes 
fracciones estudiadas, referidas a 1 g del extracto acuoso liofilizado 
de B. triquetrum 
 

Cantidades de ácidos cinámicos (µg) 
(media ± DS) Fracciones 

At-C Ap-C AF 
TLCP but-6 84.8 ± 6.5 205.6 ± 15.4 − 
P 1-2 − 3808.5 ± 137.4 − 
F 5-8 71.8 ± 5.8 87.3 ± 5.2 442.3 ± 31.9 
F 9-14 65.4 ± 4.2 85.9 ± 6.3 − 
TOTAL 221.9 ± 5.7 4187.3 ± 91.4 442.3 ± 31.9 

 

tiempo de retención (min) 

Figura 1. Cromatograma obtenido en el estudio de Cromatografía 
Gaseosa para la fracción F 5-8 obtenida de la Cromatografía en 
Columna de Amberlite XAD-2 
 

Las fracciones a estudiar se silinizaron mediante la adición de BSA y luego 
se aplicaron en una columna capilar semipolar de polimetilfenilsiloxona 
DB5 (Supelco, E.U.). Se identificaron los picos señalados con flechas 
mediante la comparación con patrones de ácidos fenólicos.  
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III.3.1 Evaluación de la actividad antioxidante y neuroprotectora en los modelos de daño 

neuronal mediados por H2O2 y la combinación de H2O2 y FeSO4: Primeramente, el efecto del 

extracto y sus ácidos cinámicos fue evaluado frente a la muerte neuronal inducida por el H2O2. Los 

resultados que se obtuvieron en este modelo tras la adición de la más alta concentración del extracto 

(0.5 mg·mL-1) y sus ácidos cinámicos se muestran en la Tabla 3I. El extracto no afectó la viabilidad de 

las neuronas en ausencia de agentes neurotóxicos y ésto fue igualmente registrado en los experimentos 

posteriores realizados en esta línea celular. La exposición al H2O2 indujo muerte en las células GT1-7, 

pero en presencia del extracto de B. triquetrum 0.25 y 0.5 mg·mL-1 (Tabla 3I) se produjo un 

incremento estadísticamente significativo de la viabilidad con relación a las células tratadas con H2O2. 

Sólo el ácido ferúlico o la combinación de los tres ácidos cinámicos protegieron contra la 

citotoxicidad inducida por el H2O2, cuando se añadieron a las concentraciones en que están 

contenidos en el extracto de B. triquetrum 0.25 y 0.5 mg·mL-1 (Tabla 3I), pero el efecto producido 

por el extracto fue siempre significativamente mayor.  

Además, fue evaluado el efecto del extracto de B. triquetrum frente a la generación citosólica de ROS y 

RNS y el agotamiento de niveles intracelulares de GSH, producidos por el H2O2 a las concentraciones 

de 100 µmol·L-1 y 15 mmol·L-1 respectivamente. Se observó primeramente que la producción de ROS 

y RNS así como los niveles intracelulares de GSH en ausencia del compuesto tóxico, no se afectaron 

por la adición del extracto a la concentración más alta estudiada, lo que también fue registrado en el 

resto de las experiencias realizadas en esta línea neuronal. Durante 3 horas, la adición de H2O2 indujo 

un aumento estadísticamente significativo en los niveles intracelulares de ROS y RNS y agotó los 

niveles intracelulares de GSH, lo que no pudo ser revertido por la adición del extracto de B. triquetrum. 

Debido a la ausencia de efecto protector en estas circunstancias, no se evaluó el efecto producido por 

los ácidos cinámicos del extracto.  

En el modelo de muerte neuronal inducida por la combinación de H2O2 y FeSO4, el extracto de         

B. triquetrum a la concentración de 0.5 mg·mL-1 protegió contra la citotoxicidad producida por esta 

mezcla (Tabla 3II). También resultó protector el ácido ferúlico así como la combinación de los tres 

ácidos cinámicos, pero la adición del extracto de B. triquetrum proporcionó una mayor protección.  

III.3.2 Evaluación de la actividad antioxidante y neuroprotectora en el modelo de daño neuronal 

mediado por SIN-1: De acuerdo con los resultados que se presentan en la Tabla 3III, la exposición de 

las células al compuesto SIN-1 redujo significativamente la viabilidad celular, y esta citotoxicidad pudo 

ser atenuada por el extracto de B. triquetrum a las concentraciones de 0.25 y 0.5 mg·mL-1, aunque en la 

Tabla 3III se muestra solamente el efecto del extracto a la más alta concentración.  
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Tabla 3. Efecto del extracto de B. triquetrum (0.5 mg·mL-1) y los ácidos cinámicos (ferúlico, p-cumárico y trans-cinámico) frente a la 
muerte de las células GT1-7 inducida por H2O2, la combinación de H2O2 y FeSO4, SIN-1, MeHg y la combinación de hipoxia química 
y aglucemia (HQ/A) 

 

Viabilidad celular (%) (media ± ES) 

células + condición que induce toxicidad Modelo experimental células 
controles 

células + 
condición 
que induce 
toxicidad 

células  
+ extracto 
(0.5mg·mL-1) 

+ extracto 
(0.5 mg ·mL-1) 

+ AF 
(1.1 µmol·L-1) 

+ Ap-C 
(12.8 µmol·L-1) 

+ At-C 
(0.8 µmol·L-1) 

+ AF / Ap-C / 
At-C 

I Citotoxicidad inducida por  
H2O2 (200 mmol·L-1; 3 horas) 94 ± 0.4 a 6 ± 0 d 95 ± 1 a 43 ± 3 b 31 ± 1 c 5 ± 0 d 6 ± 0 d 30 ± 1 c 

II 
Citotoxicidad inducida por  
H2O2 (50 mmol·L-1) +  
FeSO4 (150 µmol·L-1) (2 horas) 

93 ± 1 a’ 62 ± 2 c’ 95 ± 1 a’ 88 ± 3 a’ 76 ± 2 b’ 60 ± 2 c’ 58 ± 2 c’ 74 ± 3 b’ 

III Citotoxicidad inducida por  
SIN-1 (2 mmol·L-1; 18 horas) 85 ± 1 a’’ 39 ± 2 d’’ 89 ± 1 a’’ 64 ± 2 b’’ 55 ± 1 c’’ 38 ± 1 d’’ 41 ± 1 d’’ 56 ± 1 c’’ 

IV Citotoxicidad inducida por 
MeHg (35 µmol·L-1; 3 horas) 90 ± 1 a* 26 ± 3 c* 90 ± 2 a* 58 ± 2 b* 51 ± 2 b* 28 ± 2 c* 28 ± 3 c* 51 ± 2 b* 

V Citotoxicidad inducida por 
MeHg (5 µmol·L-1; 24 horas) 82 ± 2 a† 36 ± 3 c† 84 ± 1 a† 81 ± 2 a† 69 ± 1 b† 36 ± 2 c† 37 ± 2 c† 72 ± 2 b† 

VI Citotoxicidad aguda inducida 
por 3 horas de HQ/A  97 ± 1 a# 44 ± 2 d# 95 ± 1 a# 82 ± 1 b#  69 ± 2 c# 35 ± 6 d# 34 ± 9 d# 68 ± 1 c# 

VII Citotoxicidad tardía inducida 
por 3 horas de HQ/A  88 ± 1 a• 23 ± 1 c• 89 ± 2 a• 37 ± 4 b• 35 ± 2 b• 16 ± 1 d• 26 ± 2 c• 37 ± 1 b• 

VIII Citotoxicidad aguda inducida 
por 1.75 horas de HQ/A 98 ± 1 a§ 88 ± 1 c§ 99 ± 1 a§ 97 ± 1 a§ 92 ± 0 b§ 87 ± 1 c§ 87 ± 2 c§ 92 ± 1 b§ 

IX 
Citotoxicidad inducida por 
1.75 horas de HQ/A y 3 horas de 
reperfusión 

98 ± 1 a× 82 ± 1 d× 99 ± 0 a× 95 ± 0 b× 92 ± 0 c× 83 ± 1 d× 84 ± 1 d× 93 ± 0 c× 

X Citotoxicidad tardía inducida 
por 1.75 horas de HQ/A 98 ± 0 a?  77 ± 1 c?   98 ± 1 a?   90 ± 1 b?  84 ± 1 b?  76 ± 1 c?  75 ± 2 c?  85 ± 2 b?  

Los experimentos en los modelos experimentales I, IV, V, VI y VII se realizaron 2 veces con 5 réplicas  (N=10). En el modelo III se utilizaron sólo 5 réplicas  
(N=5), mientras que en los modelos II, VIII, IX y X se realizaron 3 experimentos con 4 réplicas (N=12). En todos los casos se incluyó un control positivo con 
trolox 100 o 400 µmol·L-1. Se compararon en cada modelo las células tratadas (con el extracto o los ácidos cinámicos) con las células controles respectivas, para 
lo cual se empleó ANOVA y prueba de Tukey. Las diferencias estadísticas obtenidas en los 10 modelos (correspondientes a las filas I a la X) se indican en la 
Tabla con diferentes series de letras  (a/a’/a’’/a*/a†/a#/a•/a§/a×/a? ). p<0.05 se consideró estadísticamente significativo en todos los casos.  
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Se observó además que el ácido ferúlico contenido en el extracto, así como la combinación de los tres 

ácidos cinámicos ejercieron protección, pero el efecto del extracto fue siempre significativamente 

mayor.  

La exposición durante 18 horas al compuesto SIN-1 1 mmol·L-1, incrementó significativamente la 

producción citosólica de radicales libres y agotó los niveles intracelulares de GSH. En estas condiciones 

experimentales, al igual que en el modelo de daño neuronal mediado por H2O2, el extracto de          

B. triquetrum no pudo prevenir el incremento en la oxidación de la sonda DCFH ni la disminución en la 

formación de los complejos fluorescentes entre el GSH y el MBCl, inducidos por el SIN-1. Teniendo 

ésto en consideración, no fue estudiado en este modelo el efecto de los ácidos cinámicos sobre la 

producción de radicales libres y los niveles intracelulares de GSH.  

III.3.3 Evaluación de la actividad antioxidante y neuroprotectora en el modelo de daño neuronal 

mediado por MeHg: En este caso se evaluó la capacidad del extracto de B. triquetrum y sus ácidos 

cinámicos para proteger frente a la muerte neuronal inducida por el MeHg en dos condiciones de 

exposición: 3 horas en tampón HBSS y 24 horas en medio de cultivo, lo que se muestra en la Tabla 

3IV y 3V, respectivamente. El extracto de B. triquetrum, incluso a la concentración más baja de     

0.05 mg·mL-1 (resultado no mostrado) incrementó significativamente la viabilidad de las neuronas 

expuestas al MeHg en las dos condiciones de exposición. En el segundo caso (Tabla 3V) las células 

tratadas con el extracto de B. triquetrum no difirieron significativamente de los controles no expuestos 

al MeHg. Además, el ácido ferúlico y la combinación de los tres ácidos cinámicos ejercieron también 

efecto protector en las dos condiciones experimentales, y éste fue similar al del extracto durante las 

exposiciones de corta duración (Tabla 3IV).  

El efecto del extracto de B. triquetrum a la concentración de 0.5 mg·mL-1 y sus ácidos cinámicos frente 

al daño neuronal mediado por MeHg, en términos de producción citosólica de ROS y RNS (medida a 

través de la oxidación de la sonda DCFH), se muestra en la Tabla 4. La exposición de las células 

GT1-7 al MeHg a las concentraciones de 20 µmol·L-1 (durante 3 horas) o de 3 µmol·L-1 (durante     24 

horas) produjo un aumento significativo en la generación de radicales libres (Tabla 4A y 4B, 

respectivamente). En presencia del extracto de B. triquetrum, o del ácido ferúlico, o de la combinación 

de los tres ácidos cinámicos, se previno completamente la producción de radicales libres inducida por el 

MeHg. La protección ejercida por el extracto de B. triquetrum fue similar a la producida por el ácido 

ferúlico o por los tres ácidos cinámicos juntos, y entre estos dos últimos tratamientos tampoco 

existieron diferencias para ninguna de las concentraciones evaluadas.  
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Tabla 4. Efecto ejercido por el extracto de B. triquetrum (0.5 mg·mL -1) y los ácidos cinámicos sobre la 
producción de radicales libres en el modelo de daño neuronal inducido por MeHg en las células GT1-7  
 

Incremento porcentual en la fluorescencia 
de la DCF (%) (media ± ES) Tratamientos 

3 horas en tampón 
HBSS (A) 

24 horas en medio 
de cultivo (B) 

células controles  523.4 ± 19.7 b 567.6 ± 15.9 b’ 

células + MeHg  737.4 ± 28.1  a  686.8 ± 9.9 a’ 
células + extracto 0.5 mg ·mL-1 527.3 ± 8.6 b 553.2 ± 14.6 b’ 

+ extracto 0.5 mg ·mL-1 473.7 ± 12.5  b 520.9 ± 6.7 b’ 
+ AF 1.1 µmol·L-1 523.1 ± 13.6 b 588.3 ± 18.6 b’ 
+ Ap-C 12.8 µmol·L-1 761.6 ± 18.2 a 696.8 ± 22.7 a’ 
+ At-C 0.8 µ mol·L-1 765.6 ± 15.9 a 703.7 ± 19.4 a’ 

células 
+ MeHg 

+ AF/ Ap-C / At-C  529.4 ± 16.2 b 567.9 ± 8.5 b’ 
 

Se empleó como control positivo el ácido ascórbico 400 µmol·L-1 (en A: 550.3 ± 60.0% y en B: 564.4 ± 73.2%). Los 
experimentos se repitieron 2 veces con 5 réplicas (N=10). Se empleó ANOVA y prueba de Tukey para la comparación de los 
tratamientos en las dos condiciones de exposición (A y B). Las diferencias estadísticas se indican en los dos casos con dos 
series diferentes de letras (a/a’). p<0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
 

Este agente neurotóxico, cuando se añadió a las células GT1-7 durante exposiciones cortas            

(10 µmol·L-1, 3 horas) así como durante exposiciones más largas (1.5 µmol·L-1, 24 horas) disminuyó 

significativamente los niveles intracelulares de GSH, y ello no pudo ser prevenido por la adición 

simultánea del extracto de B. triquetrum. El efecto de los ácidos cinámicos en términos de niveles 

intracelulares de GSH no fue estudiado en estas condiciones experimentales.  

III.3.4 Evaluación de la actividad antioxidante y neuroprotectora en el modelo de daño neuronal 

inducido por hipoxia química y aglucemia (HQ/A): Finalmente, se estudió la capacidad del extracto 

de B. triquetrum y sus ácidos cinámicos para proteger frente a la muerte celular inducida por HQ/A, lo 

que constituye un modelo in vitro de isquemia neuronal (Farooqui et al., 1994). Tras un período de     

3 horas de exposición a HQ/A, se midió la viabilidad celular inmediatamente o 24 horas después de 

iniciada la reperfusión. La citotoxicidad observada en esas condiciones de reperfusión se definió como 

muerte neuronal aguda y tardía respectivamente, en correspondencia con Myers et al., (1995). El efecto 

del extracto de B. triquetrum (0.5 mg·mL-1) y sus ácidos cinámicos, frente a la citotoxicidad aguda y 

tardía producida por 3 horas de HQ/A se presenta en la Tabla 3VI y VII, respectivamente.  

El evento isquémico que se produjo en estas condiciones incrementó significativamente la muerte 

celular, al medirla tanto inmediatamente como 24 horas luego de iniciada la reperfusión, aunque fue 

mayor en este último caso. El evento de HQ/A de 3 horas de duración fue considerado severo, y este 

término se utilizó posteriormente. El extracto, agregado durante el período de isquemia severa, protegió 

contra la citotoxicidad aguda en todo el intervalo ensayado ensayado de concentraciones, pero el efecto 
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fue mayor a la concentración de 0.5 mg·mL-1 (Tabla 3VI). Por su parte, el efecto protector contra la 

citotoxicidad tardía se observó sólo a la mayor concentración (Tabla 3VII). En ambos casos, tanto el 

ácido ferúlico contenido en el extracto, como la combinación de los tres ácidos cinámicos ejercieron 

protección. El efecto del extracto de B. triquetrum fue significativamente mayor que el del ácido 

ferúlico o los tres ácidos cinámicos combinados sólo cuando se midió la viabilidad celular aguda 

(Tabla 3VI).  

La presencia de glucosa en el extracto, cuyo contenido es de 8.7 g·kg-1 de extracto liofilizado      

(Barro et al., 2001), podría estar relacionada con el efecto protector observado frente a condiciones 

severas de HQ/A. Para evaluar esta posibilidad, se estudió el efecto provocado por la glucosa en este 

modelo experimental. Se observó que la mínima concentración de glucosa necesaria para ejercer efecto 

protector frente a la citotoxicidad aguda y tardía producida por HQ/A severa, debe estar situada en el 

intervalo entre 150 y 500 µmol·L-1. Tales concentraciones de glucosa sólo pueden alcanzarse a 

concentraciones del extracto de B. triquetrum situadas entre 3.1 y 10.3 mg·mL-1, las cuales fueron 

superiores a las utilizadas en el presente estudio.  

Por otro lado, se evaluó el efecto del extracto de B. triquetrum (0.5 mg·mL-1) y sus ácidos cinámicos, 

frente al daño neuronal producido por un evento de HQ/A de menor duración (1.75 horas), considerado 

moderado. El extracto de B. triquetrum, a la concentración de 0.5 mg·mL-1, incrementó de modo 

significativo la viabilidad de las neuronas medida durante diferentes períodos de la reperfusión: 

inmediatamente (Tabla 3VIII), 3 horas (Tabla 3IX) o 24 horas (Tabla 3X) luego de finalizada la 

isquemia. Al igual que en el resto de los experimentos, el ácido ferúlico y la combinación de los tres 

ácidos cinámicos ejercieron protección. En todos los casos, excepto cuando se midió la citotoxicidad 

tardía, el efecto provocado por el extracto fue significativamente mayor que el producido por estos dos 

tratamientos. Con relación a la glucosa se demostró que cuando ésta se añade, a la concentración de  

150 µmol·L-1 durante la etapa de HQ/A moderada, tampoco ejerció efecto protector si se mide la 

viabilidad celular inmediatamente, 3 o 24 horas luego de iniciada la reperfusión.  

Además se profundizó en el efecto del extracto de B. triquetrum (0.5 mg·mL-1), en términos de 

producción de radicales libres, niveles intracelulares de GSH y actividad de diferentes enzimas 

antioxidantes, frente al daño provocado por 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfusión, lo que se 

muestra en la Tabla 5. El extracto, a las concentraciones de 0.25 y 0.5 mg·mL-1, pudo reducir 

significativamente la formación de radicales libres a las 3 horas luego de ser reperfundidas las neuronas 

GT1-7 sometidas a HQ/A moderada. En este caso, sin embargo, los ácidos cinámicos identificados en 

el extracto, no ejercieron protección para ninguna de las concentraciones estudiadas. Con relación a los 
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niveles intracelulares de GSH, no se registró efecto protector del extracto de B. triquetrum y por ello, no 

se evaluó el efecto de los ácidos cinámicos del extracto sobre los niveles intracelulares de GSH.  
 

Tabla 5. Efecto ejercido por el extracto de B. triquetrum (0.5 mg·mL-1) sobre diferentes marcadores de estrés 
oxidativo tras 1.75 horas de hipoxia química y aglucemia (HQ/A) y 3 horas de reperfusión  
 

Tratamientos 

Incremento 
porcentual en la 

fluorescencia de la  
DCF (%) 

(media ± ES) 

Fluorescencia  
del MBCl  
(% de los 
controles) 

(media ± ES) 

Actividad 
específica SOD 

(U/mg)  
 (%) (media ± ES) 

 Actividad 
específica catalasa 

(U/mg)  
(%) (media ± ES) 

 Actividad 
específica GSH-Px 

(U/mg)  
(%) (media ± ES) 

células controles  39.7 ± 1.5 c 100.00 ± 1.5 a’  137.5 ± 5.4 b’’  46.9 ± 0.8 a* 48.6 ± 1.9 a† 
células + HQ/A 97.5 ± 2.3 a 74.7 ± 6.3 b’  65.5 ± 3.7 d’’  30.9 ± 0.9 b* 6.9 ± 0.4 c† 
células + extracto    0.5 
mg·mL-1 43.7 ± 1.4 c 104.2 ± 3.1 a’  151.9 ± 2.2 a’’ 49.8 ± 0.5 a* 48.3 ± 0.3 a† 

células + HQ/A +  
extracto 0.5 mg·mL-1 

75.8 ± 2.1 b 78.6 ± 4.7 b’  96.9 ± 2.3 c’ ’  33.2 ± 0.4 b* 18.3 ± 0.5 b† 
 

Los experimentos se repitieron 3 veces con 4 réplicas en cada caso (N=12). Se empleó ANOVA y prueba de Tukey para la 
comparación de los tratamientos. Las diferencias estadísticas para los 5 indicadores (correspondientes a las 5 columnas de la 
Tabla) se indican con diferentes series de letras (a/a’/a’’/a*/a†). p<0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
 

La adición del extracto de B. triquetrum (0.5 mg·mL-1) en ausencia de HQ/A moderada, produjo un 

aumento en la actividad SOD de las células tratadas con el extracto en comparación con las células 

controles (Tabla 5). Este aumento específico basal de la actividad SOD no se relacionó con un 

aumento en la producción basal de ROS y RNS, ni con agotamiento en los niveles intracelulares de 

GSH, ni tampoco afectó la viabilidad de las neuronas expuestas al extracto en las mismas condiciones 

experimentales (Tabla 3IX). Entonces, este cambio provocado por el extracto en la actividad SOD de 

las células GT1-7, no pareció tener efectos negativos sobre éstas. La disminución en la actividad de las 

enzimas SOD y GSH-Px, registrada tras 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfusión, pudo ser 

prevenida tras añadir el extracto de B. triquetrum (0.5 mg·mL-1). Sin embargo, en el caso de la actividad 

catalasa, el extracto no tuvo efecto protector. La adición de los ácidos cinámicos del extracto, por otro 

lado, no protegió contra la disminución en la actividad de las tres enzimas antioxidantes estudiadas, 

cuando ésta fue medida luego de 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfusión. 
 

CAPÍTULO IV: Discusión 
 

Los antioxidantes multifuncionales se han convertido en una promisoria estrategia terapéutica para el 

tratamiento de las enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Gilgun-Sherki et al., 2002). En 

este contexto, se ha propuesto el uso de extractos de plantas u otras fuentes naturales como agentes 

neuroprotectores, toda vez que éstos contienen compuestos que pueden actuar como antioxidantes con 

diferentes mecanismos de acción, sobre las complejas vías en que participan los radicales libres durante 
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las enfermedades neurodegenerativas (Youdim et al., 2002). Así, la capacidad neuroprotectora de 

extractos de plantas o algas, constituye un campo de interés creciente para la comunidad científica 

internacional (Aruoma, 1998; Aruoma et al., 2003). Insertada en este interés, la presente investigación 

estuvo dirigida a la evaluación de la actividad antioxidante y neuroprotectora del extracto acuoso de 

Bryothamnion triquetrum (S.G. Gmelin) M. Howe y a la identificación de los posibles compuestos 

químicos responsables de estas propiedades.  

Primeramente, se llevó a cabo el estudio de la actividad antioxidante in vitro del extracto acuoso de B. 

triquetrum, para lo cual se tomaron en consideración: i) las estrategias experimentales que se han 

propuesto para la caracterización de los efectos antioxidantes in vitro de productos naturales (Aruoma, 

2003) y ii) los requerimientos básicos generales propuestos por Verhagen et al., (2003) para las 

investigaciones sobre la actividad antioxidante de un determinado producto.  

El punto de partida consistió en el estudio de la actividad inhibitoria del extracto sobre la peroxidación 

lipídica espontánea e inducida químicamente en homogenados de tejido cerebral de rata. Teniendo en 

consideración las diferencias en los mecanismos de iniciación del daño lipídico que tienen lugar en 

estas dos condiciones experimentales (Arai et al., 1987; Fauré et al., 1990; Callaway et al., 1998), se ha 

sugerido que en el primer caso, la actividad registrada se relaciona preferentemente con la presencia de 

moléculas capaces de atrapar radicales RO2
• y RO•, aunque no puede descartarse la quelación de Fe2+ . 

Sin embargo, en el segundo ensayo, la actividad antioxidante se vincula en mayor medida a la 

quelación de este metal prooxidante, y en menor medida al atrapamiento de los radicales lipídicos que 

participan en las reacciones de peroxidación. El valor de CI50 determinado en el primer ensayo fue 

aproximadamente 2 veces menor que en el segundo. Ello indica que aunque el extracto puede actuar 

por los dos modos de acción antioxidante (atrapamiento de radicales libres y quelación de Fe), muestra 

aparentemente una mayor capacidad para el primero de éstos.  

Para continuar la caracterización de las propiedades antioxidantes del extracto relacionadas con estos 

dos modos de acción inicialmente propuestos, se estudió además, en ensayos específicos, su capacidad 

para atrapar diferentes tipos de radicales libres y unir Fe2+. 

Así, se demostró la habilidad del extracto para atrapar radicales O2
•−, que es dependiente de su 

concentración. El valor de CI50 obtenido es menor que los referidos para otros extractos vegetales 

antioxidantes (Matsuda et al., 1998; Babu et al., 2001) y ello demuestra que el extracto de B. triquetrum 

posee una elevada efectividad como atrapador de radicales O2
•−. En el modelo de la 2-desoxi-d-ribosa, 

se obtuvieron resultados que sustentan la capacidad del extracto de B. triquetrum para secuestrar 

directamente radicales OH• y unir Fe, así como la dependencia de ambos efectos con la concentración 
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del extracto. En la primera variante del ensayo (con EDTA) la actividad antioxidante registrada 

constituye una medida de la habilidad del extracto para competir con la 2-desoxi-d-ribosa en la reacción 

con los radicales OH• generados en solución. El valor de CI50 obtenido en este caso es similar al 

referido para el extracto de Ginkgo biloba (extracto GB4), cuyas propiedades antioxidantes son bien 

conocidas (Guidetti et al., 2001). Además, este valor fue aproximadamente 6 veces menor que el 

determinado para la capacidad de unión al Fe (segunda variante del ensayo, en ausencia de EDTA). 

Ésto último se corresponde con los resultados obtenidos para la actividad inhibitoria de la peroxidación 

lipídica en homogenados de tejido cerebral de rata y sustenta, de modo directo, la mayor habilidad del 

extracto de B. triquetrum para el atrapamiento de radicales libres en relación con el efecto de quelación 

de Fe2+. A las propiedades antioxidantes anteriores se une la capacidad del extracto para atrapar 

radicales DPPH• con una efectividad, medida en términos de CI50, mayor que la referida para otros 

extractos de algas con propiedades antioxidantes (Jiménez-Escrig et al., 2001; Han et al., 2002a).  

La existencia de moléculas que actúan como antioxidantes directos (atrapan radicales libres) e 

indirectos (previenen su generación, mediante la quelación de Fe2+) en el extracto de B. triquetrum 

puede explicar su efecto protector contra la peroxidación lipídica en homogenados de tejido cerebral de 

rata. La participación de la peroxidación lipídica como evento que conduce al daño celular en diferentes 

patologías neuronales degenerativas ha sido bien demostrada y apunta hacia la posible relevancia de las 

propiedades antioxidantes del extracto de B. triquetrum en el área de la neuroprotección (Schulz et al., 

2000; Behl y Moosmann, 2002; Gilgun-Sherki et al., 2002). 

Una vez caracterizadas las propiedades antioxidantes del extracto acuoso de B. triquetrum, la 

investigación se dirigió hacia el estudio de sus componentes químicos, que podrían ser responsables de 

tales propiedades examinadas. Así, se determinó que el extracto de B. triquetrum contiene Se, en 

niveles similares a los que han sido referidos para otras algas rojas (Mabeau y Fleurence, 1993; Hou y 

Yan, 1998). Como componente esencial de las enzimas antioxidantes GSH-Px y tioredoxina reductasa, 

este elemento puede favorecer la capacidad enzimática endógena para proteger contra la excesiva 

generación de radicales libres (Combs y Gray, 1998).  

Además del Se, el extracto posee otros componentes con conocidas propiedades antioxidantes. En 

primer lugar resalta el ácido ascórbico, cuyo contenido se encuentra dentro del intervalo referido en la 

literatura para algas rojas (Burtin, 2003). Con relación a su función, esta molécula se caracteriza no sólo 

por ser un antioxidante directo sino también por su capacidad para mantener los niveles intracelulares 

de las formas reducidas de algunos antioxidantes endógenos (Rice, 2000). En segundo lugar, debe 

mencionarse la presencia de carotenos en el extracto. Sin embargo, el contenido de estas entidades 
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resulta bajo cuando se le compara con el que se ha referido para otras algas rojas como Gracilaria 

changgi (Norziah y Ching, 2000) y Porphyra tenera (Jiménez-Escrig y Goni Cambrodon, 1999). Ello, 

por tanto, reduce la importancia de estos componentes como agentes responsables de las propiedades 

antioxidantes del extracto de B. triquetrum.  

Por último, el extracto muestra un contenido de compuestos fenólicos similar a los referidos para otras 

algas rojas como Hypnea charoides, Hypnea japonica (Wong y Cheung, 2001), Porphyra umbicalis y 

Chondrus crispus (Jiménez-Escrig et al., 2001). Las propiedades antioxidantes de estos compuestos 

tanto en lo referido al atrapamiento de radicales libres como a la quelación de Fe2+, han sido muy bien 

documentadas (Rice-Evans et al., 1995; 1996; Bravo, 1998). De hecho, entre todos los componentes 

antioxidantes del extracto de B. triquetrum que se refirieron anteriormente, los compuestos fenólicos 

han sido los más extensamente relacionados con las propiedades antioxidantes de las algas y microalgas 

(Fujimoto y Kaneda, 1984; Nakamura et al., 1996; Yan et al., 1996; Miranda et al., 1998; Yan et al., 

1999; Yoshie et al., 2000; Miranda et al., 2001; Ruberto et al., 2001; Yoshie et al., 2002; Fisch et al., 

2003; Takamatsu et al., 2003; Siriwardhana et al., 2003; Kang et al., 2003; 2004). Ello justificó el 

estudio detallado de los compuestos fenólicos en el extracto acuoso de B. triquetrum.  

Los procedimientos empleados en el presente trabajo para el fraccionamiento del extracto de           

B. triquetrum y la identificación y cuantificación de sus compuestos fenólicos han sido utilizados para 

el estudio de los componentes antioxidantes de diferentes extractos de plantas (Häkkinen, 2000; 

Deliorman et al., 2000; Solon et al., 2000). Con esta metodología, se identificó la mayor parte del 

contenido total de compuestos fenólicos en el extracto (aproximadamente el 60%) que corresponde a 

los ácidos p-cumárico (aprox. 52%), ferúlico (aprox. 5%) y trans-cinámico (aprox. 3%).  

El más abundante de los tres ácidos fenólicos identificados es el ácido p-cumárico, el cual se considera 

un metabolito intermediario de la síntesis de otros compuestos fenólicos más complejos en las algas 

(Pryce, 1972). El ácido trans-cinámico, por otro lado, ha sido identificado y relacionado con las 

propiedades antioxidantes en los extractos de las microalgas Chlorella vulgaris (en la cual constituye el 

más abundante de los ácidos fenólicos) y Spirulina maxima (Miranda et al., 1998; 2001). Por su parte el 

ácido cafeíco, ha sido identificado y cuantificado en el alga verde Halimeda macroloba (Yoshie et al., 

2002). Aparentemente, los tipos y cantidades de los ácidos fenólicos en las algas dependen de la especie 

en cuestión (Whitfield et al., 1999).  

Las propiedades antioxidantes in vitro que han sido demostradas para el extracto de B. triquetrum 

pueden guardar relación con su contenido de ácidos cinámicos, fundamentalmente de ácido ferúlico. En 

comparación con los otros dos compuestos, el ácido ferúlico presenta una mayor capacidad atrapadora 
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de radicales libres (Rice-Evans et al., 1996; Kanski et al., 2002). Se ha propuesto que la interacción del 

ácido ferúlico con un radical libre resulta en la abstracción del átomo de hidrógeno del grupo 4-hidroxi 

para formar el radical ArO•. Este electrón desapareado puede delocalizarse en toda la molécula del 

ácido ferúlico y el radical ArO• formado puede ser estabilizado por resonancia. La presencia del grupo 

3-metoxi en el anillo aromático, al ser un grupo donador de electrones, favorece la mayor estabilización 

del radical ArO•, y ésto sustenta la mayor actividad antioxidante del ácido ferúlico en comparación con 

el ácido p-cumárico (Graf, 1992). El radical del ácido ferúlico, una vez generado, no participa en 

nuevas reacciones oxidativas, sino que, con mayor probabilidad reacciona con otro radical de ácido 

ferúlico, y forma una estructura dimérica llamada curcumina (Graf, 1992; Rice-Evans et al., 1996). El 

ácido ferúlico posee habilidad tanto para atrapar radicales O2
•− como para impedir la oxidación de la 

2-desoxi-d-ribosa mediada por radicales OH• en presencia de EDTA (Toda et al., 1991; Scott et al., 

1993). De los tres ácidos cinámicos, además, sólo el ácido ferúlico presenta actividad significativa en el 

atrapamiento de los radicales DPPH• (Fukumoto y Mazza, 2000; Kikuzaki et al., 2002). Igualmente, se 

ha demostrado su habilidad para inhibir la peroxidación lipídica espontánea en homogenados de tejido 

cerebral de rata (Cuvelier et al., 1992; Scott et al., 1993).  

No obstante, al igual que el ácido ferúlico, los trans-cinámico y p-cumárico poseen una cadena 

insaturada enlazada al grupo carboxilo, que puede ofrecer sitios para el ataque de los radicales libres y 

probablemente permitir el anclaje de estos compuestos a la bicapa lipídica (Kanski et al., 2002; 

Kikuzaki et al., 2002). Por eso, se ha propuesto que la presencia de esta estructura en los ácidos 

cinámicos podría proteger las membranas biológicas contra el daño oxidativo (Kanski et al., 2002) y así 

sustentar la actividad inhibitoria de la peroxidación lipídica registrada en las fracciones obtenidas 

durante el fraccionamiento del extracto de B. triquetrum.  

Las células neuronales inmortalizadas de hipotálamo de ratón GT1-7 se han convertido en un modelo 

adecuado para el estudio del efecto citoprotector in vitro de nuevos fármacos neuroprotectores entre los 

que se encuentran antioxidantes (Kane et al., 1993; Sarafian et al., 1994; Myers et al., 1995; Wei y 

Perry, 1996; Wei et al., 1998; Sortino et al., 1999). Por ello, se evaluó la actividad antioxidante y 

neuroprotectora del extracto de B. triquetrum en esta línea celular, sometidas a diferentes condiciones 

que inducen estrés oxidativo.  

En el primer modelo, se empleó H2O2 para inducir daño neuronal oxidativo. Este compuesto es una 

especie reactiva del oxígeno, generada dentro de las vías intracelulares que conducen al estrés oxidativo 

en las enfermedades neurodegenerativas y de ahí la importancia de estudiar el efecto protector del 

extracto contra el daño producido por este compuesto (Simonian y Coyle, 1996). La muerte celular 
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producida por el H2O2 o la combinación del H2O2 con el Fe2+ es significativamente atenuada en 

presencia del extracto de B. triquetrum. Comparativamente, el extracto de B. triquetrum produce un 

efecto protector mayor que el referido para el extracto de Orostachys japonicus en células GT1-1 

expuestas al H2O2 (Yoon et al., 2000) y similar al informado para el extracto de Ginkgo biloba (extracto 

GB4) en neuronas corticales expuestas a la combinación de H2O2 y Fe2+ (Guidetti et al., 2001). De los 

ácidos cinámicos contenidos en el extracto de B. triquetrum, el ácido ferúlico ejerce neuroprotección 

frente a la muerte neuronal mediada por el H2O2, pero ésta es menor que la producida por el extracto. 

Entonces, la capacidad neuroprotectora de éste puede asociarse al ácido ferúlico pero no únicamente a 

este compuesto. Por otro lado, los ácidos p-cumárico y trans-cinámico no son responsables de la 

actividad neuroprotectora observada. El ácido ferúlico también ha sido identificado como agente 

neuroprotector en las plantas medicinales Scrophularia buergiana y Ligusticum wallichi contra el daño 

in vitro mediado por glutamato y Fe2+ respectivamente (Kim y Kim, 2000; Zhang et al., 2003).  

La neurotoxicidad del H2O2 se relaciona principalmente con la generación excesiva de radicales libres 

por vías que involucran no sólo la reacción de Fenton, sino también el agotamiento en los niveles 

intracelulares de GSH y alteraciones en el metabolismo intracelular del Ca2+ (Farber et al., 1990; 

Rimpler et al., 1999). Los modos de acción antioxidantes que tienen como resultado final la 

disminución en la producción intracelular citosólica de ROS y RNS, o el incremento en los niveles 

intracelulares de GSH, no parecen contribuir al efecto neuroprotector del extracto frente a la muerte 

inducida por el H2O2  Por tanto, se sugiere que otras vías antioxidantes deben estar involucradas en la 

actividad neuroprotectora del extracto de B. triquetrum frente a este compuesto químico. 

El SIN-1 es un compuesto generador de radicales O2
•− y NO• cuya reacción produce peroxinitrito 

(ONOO−) (Bonfoco et al., 1996). Como la exposición al SIN-1 puede mimetizar algunas de las vías 

generadoras de especies reactivas del nitrógeno en varias enfermedades neurodegenerativas (Simonian 

y Coyle, 1996), este modelo resulta útil para evaluar la capacidad neuroprotectora del extracto de       

B. triquetrum. Así, se demostró que el extracto de B. triquetrum protege contra la citotoxicidad 

producida por el SIN-1 y el efecto protector observado es semejante al referido para el extracto 

antioxidante estandarizado de Ginkgo biloba (EGb 761) en un modelo similar de estrés oxidativo 

utilizando cultivos mixtos hipocampales de rata (Bastianetto et al., 2000). El ácido ferúlico resulta 

protector en estas condiciones experimentales, pero no puede reproducir completamente los efectos 

observados para el extracto. Al igual que en el modelo anterior, la actividad neuroprotectora observada 

en el extracto no se relaciona con la presencia de los ácidos p-cumárico y trans-cinámico.  

En correspondencia con hallazgos previos en otros sistemas celulares (Bastianetto et al., 2000; Russo et 
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al., 2003) fue demostrado que la neurotoxicidad del SIN-1 en las células GT1-7 involucra no sólo la 

excesiva generación citosólica de RNS y ROS sino también el agotamiento de los niveles de GSH. Pero, 

al igual que en el modelo anterior, el extracto de B. triquetrum no puede modular favorablemente tales 

parámetros.  

De los resultados obtenidos en los dos primeros modelos de estrés oxidativo puede concluirse que el 

extracto acuoso de B. triquetrum ejerce neuroprotección, y ésta se relaciona, al menos parcialmente, con 

la presencia del ácido ferúlico. Pero también fue demostrado que las vías por las cuales el extracto 

ejerce efecto neuroprotector en estos dos modelos no se relacionan con la disminución en la producción 

de radicales libres, sino con otros modos de acción antioxidante. Ésto podría resultar contradictorio, 

toda vez que el extracto exhibe, a la concentración de 0.50 mg·mL-1, propiedades antioxidantes, como 

el atrapamiento de radicales libres, que fueron demostradas en los experimentos iniciales.  

Para intentar explicar esta contradicción, deben tomarse en consideración hallazgos previos que 

demuestran que la citoprotección ejercida por ácidos fenólicos (como aquellos contenidos en el extracto 

de B. triquetrum) y otros compuestos fenólicos, en modelos clásicos de estrés oxidativo, no siempre 

está asociada con una disminución en la producción de radicales libres (Vieira et al., 1998a; Ishige et 

al., 2001). Por un lado, Vieira et al., (1998a) han profundizado en los posibles mecanismos de acción 

citoprotectora del ácido cafeíco y han demostrado que este ácido cinámico tiene efecto protector que no 

se asocia a su capacidad para impedir la oxidación de las LDL, o sea al efecto de atrapamiento directo 

de radicales libres. Sin embargo, a las concentraciones empleadas en ese estudio (100 µmol·L-1), las 

propiedades de atrapamiento de ROS y RNS del ácido cafeico han sido bien documentadas (Chen y 

Ho, 1997; Kikuzaki et al., 2002; Son y Lewis, 2002). Se han publicado resultados similares, 

concernientes al efecto protector de flavonoides (6-hidroxiflavonol, 7- hidroxiflavonol) en células 

neuronales HT-22, frente a la muerte apoptótica producida por diferentes agentes (como el H2O2) que 

inducen estrés oxidativo (Ishige et al., 2001). La protección, en este caso, tampoco guarda relación ni 

con la disminución en la producción de radicales libres ni con el incremento en las reservas 

intracelulares de GSH. Estos hallazgos han permitido sugerir que varios antioxidantes, como algunos 

compuestos fenólicos, podrían actuar por vías alternativas que involucren la interrupción de los eventos 

intracelulares que conducen a la muerte celular y son desencadenados por la acción de los radicales 

libres, sin que ello implique disminución en los niveles de ROS y RNS (Ishige et al., 2001).  

Durante la muerte neuronal apoptótica, como la que puede tener lugar tras la exposición al H2O2 y al 

SIN-1, en diferentes líneas celulares y específicamente en las células neuronales GT1-7, tienen lugar un 

complejo grupo de eventos desencadenados por el exceso de ROS y RNS (Bonfoco et al., 1996; 



RESUMEN 

 25 

Chandra et al., 2000; Ishige et al., 2001). Estas especies reactivas pueden alterar la homeostasis 

mitocondrial y, de esta manera, favorecer la salida del citocromo c hacia el citosol. Este evento dispara 

a su vez una nueva secuencia de eventos que conducen a la activación de caspasas, las que ocasionan 

muerte celular por su acción proteolítica sobre una variedad de proteínas intracelulares (Chandra et al., 

2000). Por otro lado, el exceso de ROS puede además activar algunos factores de transcripción los 

cuales pueden incrementar la expresión de proteínas citotóxicas (Dröge, 2002). Entonces, la muerte 

celular ocurre como resultado de una compleja secuencia de eventos letales, que son promovidos por 

las ROS y RNS generadas trás la exposición al H2O2 o al SIN-1.  

De este modo, el efecto del extracto acuoso de B. triquetrum en estos dos modelos podría producirse 

mediante la interrupción en alguno de estos eventos y en virtud, al menos parcialmente, de la presencia 

de un ácido fenólico como el ácido ferúlico. En tal sentido, aunque ésta podría ser una explicación 

plausible para los resultados obtenidos, ello debe ser aún demostrado experimentalmente. Del mismo 

modo, es importante esclarecer en el futuro las razones por las cuales prevalecen otros modos de acción 

antioxidante del extracto en estos dos modelos, que no se relacionan con su capacidad para atrapar 

radicales libres. Ciertamente, la determinación de un modo de acción es particularmente compleja en el 

caso de un extracto natural como el extracto acuoso de B. triquetrum, toda vez que su efecto 

farmacológico puede ser el resultado de la acción conjunta de sus componentes (Aruoma, 2003).  

Se estudió además el efecto del extracto de B. triquetrum en el modelo de daño oxidativo inducido por 

MeHg. Una gran cantidad de evidencias in vitro e in vivo han sugerido que la acción del MeHg sobre 

las neuronas es muy compleja e involucra diferentes mecanismos, uno de los cuales parece ser la 

inducción de estrés oxidativo (Usuki et al., 2001). La efectividad de antioxidantes como agentes 

protectores frente a esta neurointoxicación, ha sido avalada en modelos experimentales in vivo e in vitro 

(Gasso et al., 2001; Usuki et al., 2001; Shanker y Aschner, 2003).  

La disminución observada en la viabilidad de las células GT1-7 como resultado de la exposición al 

MeHg durante períodos de exposición cortos (3 horas) y largos (24 horas), es significativamente 

atenuada por el extracto de B. triquetrum, y ello puede relacionarse con su contenido de ácido ferúlico. 

En las exposiciones de corta duración, el efecto producido por el extracto puede atribuirse 

completamente a la presencia de ácido ferúlico.  

Entre las diversas vías que conducen al estrés oxidativo y la muerte celular provocados por el MeHg se 

incluyen: agotamiento de los niveles de GSH por reacción directa con los grupos tiólicos (Sarafian et al., 

1994), desregulación de la homeostasis del Ca2+ (Atchison y Hare, 1994) y disminución de la 

biodisponibilidad de Se intracelular (Salonen et al., 2000). El MeHg puede actuar como agente 
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desacoplante de la cadena de transporte electrónico mitocondrial, y ésto conduce no sólo a la 

generación directa de ROS (O2
•−,  H2O2) sino también a la acidificación del medio citosólico que 

favorece la liberación de Fe2+ y la ocurrencia de la reacción de Fenton (Shenker et al., 1999). Entonces, 

como el mecanismo de neurotoxicidad del MeHg transita por la generación intracelular de H2O2, el 

efecto protector observado para extracto de B. triquetrum y el ácido ferúlico guarda correspondencia 

con lo obtenido frente a la muerte celular mediada por H2O2.  

El MeHg produce un aumento significativo de la generación de ROS y RNS en las células GT1-7, no 

sólo luego de 3 horas de exposición, en correspondencia con lo demostrado por Sarafian et al., (1994) 

sino también durante exposiciones de 24 horas. En este modelo, el extracto de B. triquetrum disminuye 

la producción intracelular de ROS y RNS provocada por el MeHg en las dos condiciones y este efecto 

es también registrado para el ácido ferúlico. Puede sugerirse que este efecto del extracto de              

B. triquetrum esté relacionado con una combinación de factores como la captura de radicales libres, la 

unión de iones Fe2+ y la posibilidad de favorecer el funcionamiento de antioxidantes endógenos, al 

servir como fuente de Se que prevenga los efectos negativos del MeHg sobre el funcionamiento de las 

proteínas antioxidantes que contienen Se (GSH-Px y tioredoxina reductasa). Pero, al igual que en los 

estudios anteriores, el extracto no favorece la recuperación de los niveles intracelulares de GSH, luego 

de su agotamiento inducido por el MeHg.  

Tras una extensa revisión de la literatura, no se han encontrado estudios similares a la presente 

investigación, concernientes a la capacidad neuroprotectora de extractos antioxidantes obtenidos de 

plantas u otras fuentes naturales, frente al estrés oxidativo inducido por el MeHg. La evaluación de la 

actividad protectora de los ácidos ferúlico, p-cumárico y trans-cinámico tampoco ha sido abordado 

previamente en este modelo, aunque existen estudios del efecto producido por otros compuestos 

fenólicos (Gasso et al., 2001; Shanker y Aschner, 2003).  

La isquemia constituye otra enfermedad neurodegenativa que se ha referido como la tercera causa de 

muerte en todo el mundo (Mattson et al., 2001). Esta patología tiene lugar in vivo tras la interrupción 

temporal (completa o parcial) del flujo sanguíneo a un área específica del cerebro y su posterior 

reperfusión. En esta segunda etapa, la participación de los radicales libres como mediadores de la 

muerte celular durante la isquemia cerebral ha sido extensamente sustentada en los últimos años y ello 

ha motivado la utilización de antioxidantes como alternativas terapeúticas (Behl y Moosmann et al., 

2002; Gilgun-Sherki et al., 2002). El evento isquémico puede ser modelado in vitro mediante la 

privación temporal a las células de oxígeno y glucosa, al ser éstas las perturbaciones básicas que 

originan el daño isquémico in vivo (Farooqui et al., 1994). 
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La cascada de eventos moleculares que es inducida por la isquemia converge en determinados 

momentos en la generación excesiva de ROS y RNS como O2
•−, OH•, NO• y ONOO−, por vías que 

son complejas y que probablemente involucran todas las vistas en los modelos anteriores (Dröge, 

2002). Se sugiere que el fallo energético que tiene lugar tras la ausencia de glucosa y oxígeno 

conlleva a la despolarización de la membrana plasmática, lo que produce un incremento de las 

concentraciones citosólicas de Ca2+ que por diversos mecanismos, conduce a la producción de 

radicales libres y al agotamiento en los niveles de GSH (Facchinetti et al., 1998). Por otro lado, el 

aumento en las concentraciones de Ca2+ induce disfunción mitocondrial y ello además exacerba el 

daño isquémico. Al complejo escenario anterior, se suma el hecho de que la isquemia produce 

disminución del pH intracelular y ello motiva la liberación del Fe, que en su estado reducido puede 

estimular reacciones adicionales generadoras de radicales libres (Mattson et al., 2001).  

La actividad neuroprotectora del extracto de B. triquetrum se evaluó primeramente en condiciones de 

daño neuronal severo. La presencia del extracto de B. triquetrum durante las 3 horas de exposición a 

HQ/A protege contra la citotoxicidad inmediata y tardía, altamente significativa, que se registra en esas 

circunstancias. Se plantea que las células sometidas a HQ/A pueden aumentar su sobrevivencia 

mediante el uso anaeróbico de la glucosa (Lipton, 1999), pero el contenido de esta molécula en el 

extracto no explica el efecto protector observado en estas condiciones severas. De los tres ácidos 

cinámicos, el ácido ferúlico resulta protector contra la ocurrencia de citotoxicidad aguda y tardía y de 

hecho a él puede atribuirse completamente el efecto protector del extracto frente a la muerte neuronal 

tardía provocada por las condiciones moderadas de HQ/A.  

Además, se estudió el efecto del extracto de B. triquetrum y sus ácidos cinámicos frente a la muerte 

neuronal y los cambios en el equilibrio oxidativo que tienen lugar tras condiciones moderadas de HQ/A. 

La producción de radicales libres así como la disminución en la actividad de las enzimas antioxidantes 

SOD y GSH-Px que tienen lugar a las 3 horas post-reperfusión luego de 1.75 horas de HQ/A, son 

atenuadas por la adición del extracto de B. triquetrum durante la isquemia. Ésto podría explicar la 

neuroprotección ejercida por el extracto contra la citotoxicidad observada a las 3 horas post-reperfusión 

y posiblemente también contra la muerte tardía provocada por la isquemia moderada, que parece estar 

desencadenada por el desbalance oxidativo temprano.  

Los efectos positivos del extracto de B. triquetrum sobre la actividad de las enzimas antioxidantes 

pueden guardar relación tanto con la presencia de moléculas que tienen actividad atrapadora de 

radicales O2
•− como con el contenido de Se. Ello podría favorecer la actividad de la enzima SOD y de la 

GSH-Px, respectivamente. A lo anterior podría añadirse la presencia en el extracto de entidades que 
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atrapan otros radicales como el OH• o unen Fe y la actividad combinada de todas ellas resultaría en el 

efecto de disminución en la producción de radicales libres que se observa tras la ocurrencia de HQ/A 

moderada en células expuestas al extracto de B. triquetrum. En lo referido a los ácidos cinámicos, 

ninguno de ellos puede explicar estos efectos positivos del extracto específicamente sobre los 

marcadores de estrés oxidativo de las células GT1-7. Entonces, aunque el ácido ferúlico puede explicar 

algunos de los efectos neuroprotectores observados para el extracto en términos de viabilidad celular en 

este modelo, otros compuestos deben también estar implicados. Al igual que en los modelos anteriores, 

el efecto neuroprotector del extracto no se vincula con su capacidad para incrementar las reservas 

intracelulares de GSH.  

En la literatura se ha referido el efecto de los extractos antioxidantes de Ginkgo biloba (EGb 761) 

(Krieglstein et al., 1995; Han et al., 2002b; Du et al., 2004) y de Radix salvia (RSM) (Jun et al., 1998) 

frente a la muerte neuronal producida in vitro por condiciones experimentales de anoxia o hipoxia 

química. El extracto de B. triquetrum muestra un efecto protector comparable o incluso mayor que los 

de tales extractos, frente al daño neuronal producido in vitro por las condiciones de HQ/A.  

A partir de todos los hallazgos que se han obtenido en esta investigación, puede plantearse que el ácido 

ferúlico es al menos parcialmente responsable de los efectos neuroprotectores observados, pero otros 

compuestos deben también estar presentes en el extracto, que podrían ejercer neuroproteccción 

independientemente o mediante la acción sinérgica con el ácido ferúlico. Del resto de los compuestos 

identificados y cuantificados en esta investigación, los ácidos p-cumárico y trans-cinámico, aunque 

presentes en las fracciones del extracto con actividad inhibitoria sobre la peroxidación lipídica en 

homogenados de tejido cerebral de rata, no ejercen protección en los modelos de estrés oxidativo en las 

células GT1-7, ni incrementan sinérgicamente la actividad del ácido ferúlico. Por su parte, el ácido 

ascórbico, empleado como control positivo a la concentración de 400 µmol·L-1, produce efectos 

protectores similares a los del extracto de B. triquetrum cuando se mide la producción de ROS y RNS 

inducida por el MeHg en la línea neuronal GT1-7. Pero dado el contenido del ácido ascórbico en el 

extracto (0.4 g·kg-1), se necesitarían concentraciones muy altas de este producto natural (> 10 mg·mL-1) 

para producir efectos protectores en virtud de la presencia de este compuesto. No obstante, la actividad 

del ácido ferúlico podría ser favorecida por la presencia del ácido ascórbico, teniendo en cuenta 

hallazgos recientes que sustentan la acción antioxidante sinérgica de éste con ácidos fenólicos como el 

ácido cafeíco (Vieira et al., 1998b). Esta posibilidad constituye, de hecho, un aspecto relevante que 

deberá ser investigado en etapas futuras de este proyecto. Del mismo modo, debe reconocerse la posible 

contribución del Se como entidad antioxidante en el extracto de B. triquetrum, y la de otros compuestos 
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fenólicos que forman parte de él, que aún no han sido identificados.  

Además, los resultados de esta investigación indican que el extracto acuoso de B. triquetrum actúa por 

varias vías antioxidantes en la protección de las células neuronales GT1-7 contra la muerte mediada por 

ROS y RNS. Las vías propuestas se resumen en el esquema que se presenta en la Figura 2. 

 

Figura 2. Esquema que resume las vías propuestas para el efecto neuroprotector in vitro del extracto 
acuoso de B. triquetrum. 
 
Por un lado, el extracto acuoso de B. triquetrum disminuye la producción de radicales libres que se 

produce ante la exposición al MeHg o ante condiciones moderadas de HQ/A. Ello puede ocurrir, 

posiblemente, por la combinación de sus habilidades en la captura de estas entidades, la unión al Fe y el 

efecto sinérgico con moléculas antioxidantes endógenas. Pero por otro lado, en los modelos de daño 

neuronal inducido por H2O2 o SIN-1, la neuroprotección tiene lugar sin que se produzca disminución en 

la generación de radicales libres, lo cual implica la participación de otras rutas de protección 

antioxidante. Una de éstas fue sugerida previamente en el texto y se señala con líneas discontinuas en la 

Figura 2. En ambas vías propuestas para la acción neuroprotectora del extracto, en las que exista o no 

disminución en la producción de radicales libres puede participar el ácido ferúlico.  

Sin embargo, el extracto acuoso de B. triquetrum no favorece la recuperación de los niveles 

intracelulares de GSH en ninguno de los modelos estudiados de estrés oxidativo (señalado con × en la 

Figura 2). Ello resulta interesante toda vez que se conoce que el agotamiento del GSH es un evento 

primario, necesario aunque no suficiente, que precede a la muerte celular en un amplio grupo de 

condiciones patológicas asociadas a la generación excesiva de ROS y RNS (Schulz et al., 2000; 

Dringen y Hirrlinger, 2003). Para explicar el efecto neuroprotector del extracto de B. triquetrum que se 
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registra en células GT1-7 que exhiben agotamiento de los niveles de GSH, podría considerarse una vez 

más, el contenido de ácido ferúlico del extracto.  

Lo anterior guarda relación con diversos estudios que han sustentado que tanto el ácido ferúlico como la 

curcumina, el dímero del ácido ferúlico, poseen efectos inhibitorios sobre la actividad de las enzimas 

fosfolipasa A2 (FLA2) y lipooxigenasa (LOX) (Conney et al., 1991; Malterud y Rydland, 2000; Yang 

et al., 2001). Ello resulta importante ya que un evento temprano en la secuencia de procesos que 

conducen a la muerte celular tras producirse el agotamiento en los niveles de GSH, es la liberación del 

ácido araquidónico de las membranas por activación de la FLA2 y su posterior metabolización por la 

LOX, todo lo cual contribuye a la generación adicional de radicales libres (Mytileneou et al., 2000; 

2002). Entonces, tanto el ácido ferúlico contenido en el extracto, como la curcumina posiblemente 

formada, podrían inhibir los eventos que conducen a la muerte neuronal en células GT1-7 tras el 

agotamiento de los niveles intracelulares de GSH. Ello permitiría explicar el efecto protector que se 

observa en células expuestas al extracto acuoso de B. triquetrum, en todos los modelos ensayados 

dentro de la presente investigación.  
 

CAPÍTULO V: Conclusiones 
 

1. El extracto acuoso de Bryothamnion triquetrum posee propiedades antioxidantes in vitro, que están 

dadas por su habilidad tanto para inhibir la peroxidación lipídica espontánea e inducida 

químicamente en homogenados de tejido cerebral de rata, como para secuestrar radicales O2
•−, OH•, 

DPPH• y unir Fe. 
 

2. El extracto acuoso del alga roja B. triquetrum contiene Se (0.1 mg·kg-1), ácido ascórbico (0.4 g·kg-1) 

y compuestos fenólicos (8 g·kg-1), los cuales poseen propiedades antioxidantes. 
 

3. La combinación de extracciones líquido-líquido, TLC preparativa y Cromatografía en Columna de 

Amberlite XAD-2, permite obtener fracciones del extracto acuoso de B. triquetrum que muestran 

actividad inhibitoria de la peroxidación lipídica y contienen los ácidos ferúlico, p-cumárico y 

trans-cinámico, los cuales constituyen el 60% de los compuestos fenólicos del extracto. 
 

4. La muerte de las neuronas inmortalizadas de hipotálamo de ratón GT1-7 inducida por H2O2, una 

combinación de H2O2 y FeSO4, SIN-1 y MeHg, es reducida por el extracto acuoso de               

B. triquetrum; éste además previene la producción de radicales libres provocada por el MeHg en 

esa línea celular. 
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5. La exposición al extracto acuoso de B. triquetrum confiere protección contra la muerte de las 

neuronas GT1-7 sometidas a la combinación de hipoxia química y aglucemia, lo que no se 

relaciona con el contenido de glucosa del extracto. Tras la ocurrencia de hipoxia química y 

aglucemia moderada el extracto protege contra la generación de radicales libres y la disminución de 

la actividad de las enzimas SOD y GSH-Px que tienen lugar durante la reperfusión. 
 

6. En células GT1-7, los efectos neuroprotectores del extracto de B. triquetrum son atribuídos, al 

menos parcialmente, al ácido ferúlico, y no a los ácidos p-cumárico y trans-cinámico, aunque 

requieren la participación de otros componentes antioxidantes. Además estos efectos pueden tener 

lugar con o sin disminución en la producción de radicales libres, pero no guardan relación con el 

incremento en las reservas intracelulares de GSH. 
 

CAPÍTULO VI: Recomendaciones 
 

1. Esclarecer las vías de acción neuroprotectora del extracto acuoso de Bryothamnion triquetrum 

frente al estrés oxidativo en células GT1-7, que no guardan relación con la disminución en la 

generación de radicales libres o el incremento en las reservas intracelulares de GSH 
 

2. Profundizar en la posible interacción sinérgica existente entre el ácido ascórbico y los ácidos 

cinámicos en el extracto acuoso de B. triquetrum que pudieran favorecer la actividad antioxidante y 

neuroprotectora de éste en células GT1-7 

 

3. Evaluar el efecto del extracto acuoso de B. triquetrum y sus ácidos cinámicos, fundamentalmente el 

ácido ferúlico, en modelos in vivo de estrés oxidativo neuronal, por ejemplo en modelos de 

neurointoxicación con MeHg o en modelos de isquemia neuronal  
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Anexo I 
 

 
A- I: Esquema general del fraccionamiento del extracto acuoso de B. triquetrum 
 

Fracciones  TLCP but- 1 a TLCP but- 6   

Extracto acuoso liofilizado de B. triquetrum 
 

Disolver extracto a 0.05 g·mL-1 (1.775 g en 34 mL de H2O) 

Extraer con acetato de etilo (3 veces con 20 mL) 

Fracción ACUOSA Fracción A CETATO 
DE ETILO  

Extraer con n-butanol (3 veces con 20 mL) 

Fracción BUTANÓLICA 

TLC preparativa 

Colectar manchas positivas  
para compuestos fenólicos 

(TLCP but-1 a TLCP but-6) 

Redisolver en MeOH 2 mL 

Centrifugar 800 g, 15 min; 
Colectar sobrenadantes; Secar 

Fracción ACUOSA 

Liofilizar 

Cromatografía en Columna de Amberlite XAD-2 
(20 cm de largo; 0.80 cm ∅ interno); aplicación 1g muestra/10 g soporte 

Resuspender en 5 mL de H2O 

H2O : MeOH 
1:1 (100mL) 

H2O  
(100mL

) 

MeOH  
(100mL

) 

Fracciones 
5 – 8  

Fracciones 
3 – 4  

Fracciones 
9 – 14 

Fracciones 
1 – 2 

Fracciones 
15 – 22  

Concentrar; Adicionar MeOH frío 

Sobrenadante 1 – 2  Precipitado 1 – 2  

Elución 

Colectar 22 fracciones de 13 mL; Unir fracciones según TLC 
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Anexo II 
 

A-II: Correlación establecida entre la actividad antioxidante y el contenido de compuestos fenólicos 
en diferentes lotes del extracto acuoso de B. triquetrum 
 

Los lotes recién preparados del extracto acuoso liofilizado de B. triquetrum se disolvieron a la concentración de  
1 mg·mL-1 y se evaluaron, a esa concentración, la actividad inhibitoria de la peroxidación lipídica espontánea en 
homogenados de tejido cerebral de rata y la concentración de compuestos fenólicos totales. En la gráfica se 
presenta la correlación establecida entre estos dos parámetros (r= 0.982) obtenidos para los 4 lotes que se 
rechazaron durante esta investigación, en comparación con un lote del ext racto que cumplió con los dos 
parámetros de calidad (se señala con gris en la gráfica). En esta comparación se empleó prueba t de Student no 
pareada (ns- diferencias no significativas; ∗ - 0.05 > p > 0.01; ∗ ∗ - 0.01 > p > 0.001; ∗ ∗∗ - p < 0.001). Los valores 
incluídos en el gráfico representan la media ± DS de 5 determinaciones en cada caso.  
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Anexo III 
 
A- III: Resultados del porcentaje de rendimiento, presencia de sustancias fenólicas por TLC e 
inhibición de la peroxidación lipídica espontánea en homogenados de tejido cerebral de rata para las 
diferentes fracciones obtenidas del extracto acuoso de B. triquetrum 
 

Presencia de sustancias 
fenólicas (+): Fracciones Cantidad 

(mg) 
Rendimiento 

(%) Folin- 
Ciocalteau 

FeCl3 

Porcentaje de 
inhibición de la 

peroxidación lipídica 
espontánea (%)∗  

Extracto de B. triquetrum − − + + 90% 
Acetato de etilo 3.0 0.2 − − sa 
Acuosa (etapa 1) 1686.0 95.0 + − 90% 
Butanólica 127.6 7.2 + − 30% 
TLCP but-1 1.5 0.08 + − sa 
TLCP but-2 8.4 0.5 + − 85% 
TLCP but-3 2.1 0.1 + − sa 
TLCP but-4 1.1 0.06 + − sa 
TLCP but-5 3.6 0.2 + − sa 
TLCP but-6 14.4 0.8 + − 84% 
Acuosa (etapa 2) 1207.0 68.0 + − 100% 
P 1-2 314.6 17.7 − − 95% 
S 1-2 441.0 24.8 + + 5% 
F 3-4 64.6 3.6 + + 92% 
F 5-8 3.5 0.2 + − 94% 
F 9-14 15.0 0.9 + − 96% 
F 15-22 2.7 0.2 − − 12% 

sa - sin actividad antioxidante  
∗  - la actividad antioxidante tanto del extracto como de sus fracciones se evaluó a la concentración de 5.0 mg·mL-1  
 

De cada fracción se determinó el porcentaje de rendimiento con respecto al extracto acuoso liofilizado de B. 
triquetrum y se estudió la presencia de sustancias fenólicas mediante un análisis de TLC en sílica gel G, en el que 
se emplearon como agentes reveladores los reactivos de Folin-Ciocalteau alcalino y FeCl3 al 1% según las 
metodologías de Stahl, (1969)a y Stahl, (1969)b respectivamente. Se evaluó además en cada fracción la actividad 
inhibitoria sobre la formación espontánea de TBARS en homogenados de tejido cerebral de rata.  


