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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto antioxidante y antifotoenvejecimiento de extractos de la alga parda Macrocystis
integrifolia Bory y elaborar una forma dermocosmética. Obtenidos los extractos, se disefié una forma dermocosmética en
concentraciones de 1, 3 y 5%, elaboradas sobre una base de manteca de cerdo con incorporacion de cera de abejas y aceite de
sésamo a un pH de 6,5. La actividad antioxidante in vitro se determin6 por lo métodos CDP y ABTS. La evaluacion del efecto
antifotoenvejecimiento in vivo se realizé empleando 25 ratones albinos hembra de la especie Mus musculus, cepa Bald/Cs3, que
fueron distribuidos en cinco grupos de cinco ratones cada uno; a excepcion del grupo que sirvié de blanco, el grupo control y los
grupos de intervencion fueron depilados en el lomoy se sometieron a la irradiacion UVB durante 7 dias, mananay noche. El ensayo
in vitro de la actividad antioxidante mostré que entre los extractos de estipite, fronda y bulbo de esta alga, existen diferencias en
la capacidad antioxidante frente al radical libre ABTS, evidencidndose que el menor valor de IC50 (173,21 pg/mL) del extracto
de fronda presenta mayor capacidad antioxidante total que el valor IC50 (3,23 pg/mL) de Trélox, sustancia de referencia. En el
ensayo CDP se tuvo un valor de IC50 (669,7 pg/mL) por encima del estandar del acido ascorbico IC50 (33 pg/mL). En el andlisis
antifotoenvejecimiento se observo, a niveles macro y microscopicos, notables diferencias favorables en los grupos de intervencion.
Se concluye que los extractos del alga parda estudiada tienen efecto antioxidante in vitro y antifotoenvejecimiento /72 vivo.
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SUMMARY

The aim of the study was to evaluate the antioxidant and antiphotoaging effects of extracts of brown alga Macrocystis
integrifolia Bory and develop a dermocosmetic form. From this extracts, was designed the dermocosmetic form in
concentrations of 1, 3 and 5%, on a base made of lard with incorporation of beeswax and sesame oil to a pH of 6,5. The
antioxidant activity was determined by in vitro methods as CDP and ABTS. The evaluation of antiphotoaging effect in vivo
was performed using 25 albino female mice of Mus musculus specie, strain Bald / C53, who were divided into five groups of
five mice each; except the group that served as blank, control and intervention groups were depilated hair back and subjected
to UVB irradiation for 7 days, morning and night. The in vitro antioxidant activity assay showed that between extracts from
stem, foliage and bulb of this alga, there are differences in antioxidant capacity against free radical ABTS, stating that the
lower ICs0 value (173,21 pg/mL) frond abstract presents higher total antioxidant capacity than the IC50 (3,23 pg/mL) value of
Trolox, reference substance. In the trial CDP an ICs0 value (669,7 pg/mL) was above the standard of ascorbic acid ICs0 (33
pg/mL). Antiphotoaging analysis showed, at macro and microscopic levels, favorable notable differences in the intervention
groups. Was conclude that brown seaweed extracts studied have antioxidant effect in vitro and antiphotoaging in vivo.

Keywords: Macrocystis integrifolia Bory, Mus musculus, in vitro, in vivo, antioxidant, antiphotoaging.

INTRODUCCION invertebrados . Se distribuye desde Alaska, México,
Perti, norte de Chile y California @®. Esta alga es de

acrocystis integrifolia Bory es una color oscuro con un rizoma profusamente ramificado

M macroalga grande y compleja que dicotdbmicamente, macizo, aplanado y alargado que le
forma extensos bosques flotantes permite adherirse estrechamente al sustrato. Sus hojas

en o cerca de la superficie del mar constituyendo son largasy angostas de superficie rugosa y margenes
un valioso habitat para muchas especies de peces e levemente dentados. Las algas pardas producen una
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Tabla 1. Extractos hidroalcohdlico del alga Macrocystis integrifolia Bory.

Taos  Froda  Estpie  Bulbo
1 5 10 10
2 10 15 15
3 15 20 20

Tabla 2. Concentracién de los extractos hidroalcohdlico del alga
Macrocystis integrifolia Bory en el tubo de reaccion.

mees GO Gy
1 100 200 200
2 200 300 300
3 300 400 400

Tabla 3. Preparacion de las diluciones de extracto hidroalcohélico
de Macrocystis integrifolia.

Concentracion final

Concentracion inicial

[mg/mL] [mg/ml]
1 1,2 0,8
2 0,6 0,4
3 0,3 0,2

Tabla 4. Extracto hidroalcohélico de fronda.

Co?ﬁeg‘}g;ic)lén Absorbancia % de Inhibicién
0 0,703 -
100 0,445 36,77%
200 0,346 50,78%
300 0,288 78,02%

Tabla 5. Extracto hidroalcohélico de estipite.

Concentracion

(ng/mL) Absorbancia % de Inhibicién
0 0,711 -
200 0,512 28 %
300 0,427 40 %
400 0,352 50,5 %

Tabla 6. Extracto hidroalcohélico de bulbo.

Co'tfg}gic)ié“ Absorbancia % de Inhibicién
0 0,711 -
200 0,4535 36,2 %
300 0,373 47,5 %
400 0,2895 59,5 %

amplia variedad de metabolitos secundarios, los
cuales incluyen terpenoides, oxilipinas, florotaninos,
hidrocarburos volatiles y productos de origen
biogenético mixto con actividad antioxidante y como
inhibidores de diferentes enzimas ®.

Estudios realizados en extractos de algas marinas,
permitieronevaluarlaactividadantifotoenvejecimiento
y antioxidante, encontrandose que al aplicar cremas
preparadas a partir de algas en 25, 50 y 100 mg/
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mL, sobre ratones machos después de irradiacion
ultravioleta, las alteraciones histopatologicas causadas
disminuyeron o se atenuaron, demostrandose ademas,
por evaluacion bioquimica in vitro, que el mejor de
los extractos poseia actividad superdxidodismutasa
(SOD) IC50=1,71 mg/mL ®. En estudios realizados
mediante modelos biologicos similares, se han
observado diferentes manifestaciones histopatologicas
presentes en el fotoenvejecimiento, dentro de las que
se pueden citar principalmente: engrosamiento del
estrato corneo (hiperqueratosis), engrosamiento de la
capa epidérmica (acantosis), infiltrado inflamatorio,
aumento y desorganizacién de las fibras colagenas,
aumento de la cantidad de fibras elasticas (elastosis) y
congestion de los vasos sanguineos ©®.

Por lo expuesto, el estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto antioxidante y antifotoenvejecimiento
de los extractos hidroalcoholicos de las partes de bulbo,
fronda y estipite de Macrocystis integrifolia Bory, y la
elaboracion de su forma dermocosmética

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material biologico

La especie vegetal fue colectada en el zdcalo
continental de la playa Yanyarina de Marcona en la
Region Icay su clasificacion taxondmica se realizé en el
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, segun el sistema de clasificacion
de Guiry, M.D. & Guiry G.M. 2013:

Divisién : Phaeophyta

Clase : Pheophyceae

Orden : Laminariales

Género  : Macrocystis

Especie  : Macrocystis pyrifera (Linneapus) Agardh

Sinonimia : MacrocystisintegrifoliaBoryde Saint-Vicent
Obtencion del extracto hidroalcoholico

Las algas fueron lavadas con agua de mar y
posteriormente con agua potable, procediéndose
después a su secado, molienda y tamizado, pesandose
300gdecadaunadesuspartes (bulbo, estipiteyfrondas)
que fueron sometidas a un proceso de maceracion
por siete dias, con una mezcla hidroalcohélica etanol
96°-agua (1:1), con agitacion, posterior filtracion y
evaporacion del solvente a presion reducida.

Formulacion de la forma dermocosmética

Con el extracto obtenido se disefio la forma
dermocosmeética, vehiculizando el extracto en una
base de manteca de cerdo, con incorporacion de
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Figura 1. Concentracion efectiva 50 (IC50) frente al ABTS del extracto

hidroalcohélico de fronda de Macrocystis integrifolia Bory.

cera de abejas y aceite de sésamo a un pH de 6,5 en
concentracién de 1; 3y 5% del extracto.

Determinacion de la actividad antioxidante

Método de captacion del radical libre cationico ABTS
El (4cido 2, 2’ Azino-bis [3-etil- benzotiazolin-6
sulfonato]) o ABTS ©, es una molécula orgédnica
estable, la forma de radical catidnico se preparo a partir
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de una solucion acuosa stock 7 mM, se le afiadié
persulfato de potasio para una concentracion
final de 2,45 mM. Se dejo reaccionar durante 16
h a temperatura ambiente y en oscuridad.

Para los ensayos se realizo una dilucion que
exhibiera una absorbancia de 0,7 + 0,02.

Preparacién de las muestras con los extractos
Se realizaron las diluciones de los extractos
hidroalcohdlicos de fronda, estipite y bulbo
con una solucién de etanol g96°-agua (7:3) a
diferentes concentraciones, tabla 1.

El procedimiento para la reacciéon consistid
en colocar 20 pL de cada extracto y 980 pL
de ABTS. Se dejo en reposo, alejado de la luz
durante 7 minutos. El tubo control contenia el
radical libre ABTS y se ley6 contra un blanco de

agua. Serealizo la lectura de las absorbancias a 734 pm.
Las concentraciones de los tres extractos en el tubo de
reaccion se muestran en el siguiente cuadro.

Blanco Muestra ABTS
Agua destilada 1 mL - _
ABTS - 980 pL 1mL
Extracto
hidroalcohdlico - 20 L -

Tabla 7. Efecto antifotoenvejecimiento del extracto hidroalcohdlico de Macrocystis integrifolia Bory, vehiculizado en una forma
dermocosmética, sobre piel de Mus Musculus irradiado con luz UVB cada 12 horas durante siete dias.

Grupo control irradiado

Grupo patrén con protector solar e

irradiado

Durante siete dias

Grupo de intervencidn irradiado y

con pomada al 1%

Grupo de intervencidn irradiado y

con pomada al 3%

Grupo de intervencidn irradiado y

con pomada al 5%

Analisis macroscopico

Después de siete dias

Analisis microscépico

Piel deshidratada
Arrugada

Aspera

Congestionada
Engrosamiento epidérmico
Piel deshidratada

Seca y escamosa

Arrugada

Congestionada
Engrosamiento epidérmico
Piel aspera

Levemente arrugada

Piel aspera
Levemente arrugada

Piel aspera
Levemente arrugada

Pérdida de la capa cérnea

Edema superficial

Erosién y reaccién inflamatoria

Destruccion y desorganizacion de las fibras colagenas
Alteracion de las fibras elasticas

Pérdida de la capa cérnea

Formacién de ampollas

Tejido celular cutaneo ampollado entre la dermis y
epidermis

Células inflamadas

Erosién y detritus costroso.

Capa cornea discontinua

Microampollas entre la epidermis y la capa muscular
Abundancia de tejido colageno

Presencia de macro6fagos y linfocitos en gran cantidad

Pérdida de la capa cérnea
Abundante coladgeno en la dermis
Ausencia de células inflamadas
Microampollas en la dermis
Epidermis discontinua y delgada

Capa cérnea laminar fragmentada

Epidermis delgada

Presencia de tejido colageno

Microampollas en la dermis
Moderada inflamacién
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Método de descomposicion del perdxido de

hidrégeno (CDP)

De los extractos del alga se prepararon diluciones con

una solucion de etanol 96°-agua (1:1), segan la
tabla 3.

La preparacion del peréxido de hidrégeno 18
mM se realizdé en buffer fosfato salino (PBS)
empleando el coeficiente de extincion molar
81 M* cm™ a 230 ym. La absorbancia inicial del
peroxido de hidrogeno fue 0,516, que corresponde
a una concentracién de 6,37 mM.

El tubo de reaccién, de 1,2 mL de volumen
total, se preparé con 0,4 mL de perdxido de
hidrégeno y 0,8 mL de extracto. Se prepar6
un tubo blanco de extracto reemplazando el
peroxido de hidrogeno por PBS. El tubo blanco
de reactivo contenia ademds de perdxido de
hidrégeno, 0,8 mL del solvente hidroalcohdlico
empleado para preparar las diluciones. La
concentracidn final de los extractos se observa
en la tabla 3.

Se empleo acido ascorbico como estandar de
referencia; se realizo una curva de calibracion
empleando concentraciones finales de 15 a 60
pg/mL . El procedimiento fue el mismo usado
para las muestras de extracto.

Evaluacién del
antifotoenvejecimiento

efecto

El estudio farmacoldgico se efectud en 25
ratones albinos hembra Mus musculus, cepa
Balb/C 53, de peso promedio 25 g. Los ratones
fueron separados en cinco grupos de cinco
individuos cada uno, a los que se depild el
tercio anterior superior del lomo e irradié
con luz UVB durante 7 dias cada 12 horas por
30 minutos. El primer grupo fue control, el
segundo patrony los grupos tres, cuatro y cinco
de intervencién. Con excepcion del grupo
control, que solo fue irradiado con luz UVBy el
grupo patron al que se irradié con luz UVBy se
le aplico el bloqueador solar, a los grupos tres,
cuatro y cinco se les irradié luz UVB y se les
aplicé la forma dermocosmética en pomadas
vehiculizadas con el extracto, en concentracion
de 1; 3y 5%, respectivamente.

RESULTADOS

Los extractos hidroalcoholicos del bulbo,
estipiteyfrondadelalga Macrocystis integrifolia

Efecto antioxidante y antifotoenvejecimienrto de extractos de Macrocystis integrifolia

Bory dieron un rendimiento promedio de 45 g. Con
estos extractos se formulo la forma dermocosmética
en pomadas, con concentraciones de 1; 3'y 5%.
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Figura 2. Concentracion efectiva 50 (IC50) frente al ABTS del extracto
hidroalcohdlico de estipite de Macrocystis integrifolia Bory.
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Figura 3. Concentracién efectiva 50 (IC50) frente al ABTS del extracto
hidroalcohélico de bulbo de Macrocystis integrifolia Bory.
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Figura 4. Descomposicion del perdxido de hidrogeno del extracto
hidroalcohélico de fronda de Macrocystis integrifolia Bory.
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Fi‘éura 5. Cortes histologicos del grupo control, depilado e irradiado, Figura 6. Cortes histoldgicos del grupo depilado, tratado con
H&E, 100X. Pérdida de Ia capa cornea, edema superficial, erosiéon y bloqueador solar e irradiado, H&E, 100X. Pérdida de la capa cérnea,
reaccion inflamatoria, destruccién y desorganizacion de las fibras formacién de ampollas, tejido celular cutdneo ampollado entre la
colagenas, alteracion de las fibras elasticas. dermis y epidermis, células inflamadas, erosion y detritus costroso.

Figura 7.

Cortes histoldgicos
del grupo depilado,
irradiado y tratado

' | con pomada al 1%
" |de extracto, H&E,

100X. Capa cérnea
discontinua,

| | microampollas
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Determinacién de la actividad antioxidante por el
meétodo del radical libre cationico ABTS

Los resultados obtenidos para la capacidad
antioxidante de los extractos hidroalcoholicos de
fronda, estipite y bulbo se presentan en las tablas 4, 5y
6yen las figuras 1, 2y 3.

Determinacién de la actividad antioxidante por
el método de Descomposicion del Peréxido de
Hidrégeno (CDP)

Los resultados muestran un IC50 menor para
el extracto de fronda, por lo que fue elegido para ser
evaluado frente a especies reactivas del oxigeno:
perdxido de hidrégeno y radical superdxido (figura 4).

Efecto antioxidante y antifotoenvejecimienrto de extractos de Macrocystis integrifolia

Evaluacién del efecto antifotoenvejecimiento
del extracto hidroalcohdlico de Macrocystis
integrifolia Bory.

El  andlisis  histopatologico del efecto
antifotoenvejecimiento se realizo con el estudio
del tejido del lomo anterior superior del ratén,
al que se realizo la aplicacién tdpica del extracto
hidroalcoholico vehiculizado en la forma de pomada
en concentraciones de 1; 3 y 5%. Los resultados
obtenidos se presentan en la tabla 7 y la observacion
de los cortes histopatologicos de los grupos control,
patron los grupos de intervencion, se presentan en las
figuras 5, 6, 7, 8 y 9, respectivamente.

Figura 8. Cortes histolégicos del grupo depilado, irradiado y tratado Figura 9. Cortes histolégicos del grupo depilado, irradiado y tratado
con pomada al 3% de extracto, H&E, 100X. Pérdida de la capa cérnea, con pomada al 5% de extracto, H&E, 100X. Capa cérnea laminar
abundante colageno en la dermis, ausencia de células inflamadas, fragmentada, epidermis delgada, presencia de tejido colageno,

microampollas en la dermis, epidermis discontinua y delgada.

microampollas en la dermis, moderada inflamacién.
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DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que la piel
sufre un proceso de envejecimiento debido a cambios
cutdneos microscopicos y macroscopicos por la
exposicionalsol. Entre lascausasde fotoenvejecimiento
esta la radiacion ultravioleta (UVB) presente en la luz
solar, la cual aumenta con el deterioro de la capa de
0ZOono.

El fenémeno del fotoenvejecimiento se ha estudiado
a través de modelos bioldgicos, in vivo e in vitro, con
la aplicacion de radiacion ultravioleta evidenciando
destruccion y/o desorganizacion de diferentes elementos
constitutivos de la piel. Por ello es necesario conocer
la accion tépica de productos naturales que inhiban o
contrarresten estas alteraciones ©®.

La luz solar modifica el contenido y la morfologia
de la matriz extracelular, que en su gran mayoria es
sintetizada por los fibroblastos , por lo tanto son
productores de las fibras colagenas y elasticas que se
encuentran alteradas en los animales irradiados 1.
La acantosis y la hiperqueratosis, entre otros factores,
impiden el paso del agua transepidérmica. El déficit de
agua va dando a la piel una apariencia seca, arrugaday
escamosa (.

Estudios realizados sobre extractos de algas
marinas con actividad antioxidante y reorganizadora de
la fibra coldgena, concluyeron que presentaban actividad
antifotoenvejecimiento y propusieron el mejor de ellos
para su uso en la preparacién de cremas dtiles contra
las arrugas de la piel ®. En este sentido, se ha evaluado
el efecto de diversos compuestos, muchos de origen
marino, pues la proteccién de estos organismos a la luz
UV incluye sustancias que absorben estas radiaciones
(12, Un estudio realizado en cinco clases de macroalgas
reportaron valores de IC50 desde 0,261 a 1,110 mg/mL
frente al estandar BHT, referente sintético que mostrd
un ICs0 de o,0n mg/mL, cuando fueron enfrentados
a DPPH %), Estos resultados muestran que el estandar
tiene una capacidad antioxidante de 24 a 100 veces mayor
que las muestras de macroalgas, sin embargo aun se les
considera como potenciales fuentes de antioxidantes.

El ensayo in vitro de la actividad antioxidante del
extracto hidroalcohélico de las tres diferentes partes de
esta alga mostré que existen entre ellas diferencias en
la capacidad antioxidante frente al radical libre ABTS.
El menor valor de IC50 (173,22 mg/mL), obtenido en
el extracto de fronda, expresa una mayor capacidad
antioxidante total frente al valor de IC50 de 3,23 mg/
mL del Trélox, sin embargo no puede descartarse su
actividad antioxidante porque se trata de un extracto
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que puede contener una serie de metabolitos cuyas
actividades pueden afiadirse o inhibirse.

El ensayo CDP dio resultados a partir de la
concentracién 0,8 mg/mL en el extracto de fronda,
el cual mostré el menor IC50 en el ensayo con el
radical cationico ABTS. Las concentraciones menores
fueron muy débiles —-aun cuando el porcentaje de
descomposicién es un valor bajo- comparadas con
el acido ascérbico, quien si es capaz de reducir a esta
especie reactiva del oxigeno.

Al parecerlaactividad antioxidante sedaa travésde
la descomposicion del perdxido de hidrogeno. Entonces
el extracto hidroalcoholico puede ser considerado como
un potencial antioxidante, util en procedimientos
que conduzcan a la separacion e identificacién de
metabolitos capaces de atrapar radicales libres.

CONCLUSION

El extracto hidroalcohdlico del alga parda
Macrocystis integrifolia Bory, vehiculizado en una
forma dermocosmética, tiene efecto antioxidante in
vitro y antifotoenvejecimiento in vivo.
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