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ABSTRACT

This study consisted of evaluating the hepatoprotective effect present in the hydroalcoholic extract of
brown algae (Sargassum ecuadoreanum) in mice. The collection was carried out on the beach Ballenita
(Ecuador), chemical physical parameters were determined to the drug raw and the hydroalcoholic extract
such as: Total ash, Water soluble ash, HCl insoluble ash, Total solids, Total fats, Humidity, Percentage of
yield, total polysaccharides and sodium chloride. The induction was carried out with 5 % intraperitoneally
carbon tetrachloride and the treatment lasted for seven days. Seven groups were formed: a normal control
group without treatment and without induction, an untreated negative control group, groups treated with
Silymarin (420 mg/kg) and N-acetylcysteine (600 mg/kg orally) orally plus induction and groups treated with
the hydroalcoholic extract of the research model at doses of 1000 mg/kg, 500 mg/kg, 250 mg/kg orally plus
induction. A histopathological study and a biochemical assay were conducted to determine levels of Oxalactic
Glutamic Transaminase (TGO). As a result, the sample presented total polysaccharides concentrations,
the groups treated with Silymarin, N- acetyl cysteine and the hydroalcoholic extract at different doses,
were similar to the transaminase values (TGO) of the normal control group, while the negative control
group showed significant difference of 0,05 %. Moreover, the histopathological study indicated that liver
damage was in its first stage of injury, however, the hydroalcoholic extract of the brown seaweed Sargassum
ecuadoreanum had a preventive hepatoprotective effect.

Keywords: Polysaccharides; Brown Algae; Hepatoprotective Activity; Liver Diseases; CCl4 Carbon
Tetrachloride.

RESUMEN

Este estudio consistid en evaluar el efecto hepatoprotector presente en el extracto hidroalcohdlico de
algas pardas (Sargassum ecuadoreanum) en ratones. La recoleccion se llevé a cabo en la playa Ballenita
(Ecuador), se determinaron parametros fisicos quimicos a la droga cruda y al extracto hidroalcoholico
como: Cenizas totales, Cenizas solubles en agua, Cenizas insolubles en HCl, Solidos totales, Grasas totales,
Humedad, Porcentaje de rendimiento, Polisacaridos totales y Cloruro de sodio. La induccion fue realizada
con tetracloruro de carbono al 5 % por via intraperitoneal y el tratamiento tuvo una duracion de siete dias.
Se conformaron 7 grupos: un grupo control normal sin tratamiento y sin induccion, un grupo control negativo
sin tratamiento, grupos tratados con silimarina (420 mg/kg) y N-acetilcisteina (600 mg/kg via oral) por via
oral mas induccion y grupos tratados con el extracto hidroalcohédlico del modelo de investigacion a dosis de
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1000 mg/kg, 500 mg/kg, 250 mg/kg por via oral mas induccioén. Se realizd un estudio histopatoldgico y un
ensayo bioquimico para determinar niveles de transaminasa Glutamico Oxalacética (TGO). Como resultado,
la muestra presentd concentraciones de polisacaridos totales, los grupos tratados con Silimarina, N- acetil
cisteina y el extracto hidroalcohélico a diferentes dosis, tuvieron similitud a los valores de transaminasa
(TGO) del grupo control normal, mientras que, el grupo control negativo mostré diferencia significativa del
0,05 %. Por otra parte, el estudio histopatologico indico que el dano hepatico estaba en su primera fase
de estadios, sin embargo, el extracto hidroalcohélico del alga parda Sargassum ecuadoreanum presento un
efecto hepatoprotector preventivo.

Palabras clave: Polisacaridos; Algas Pardas; Actividad Hepatoprotectora; Enfermedades Hepaticas;
Tetracloruro de Carbono CCl4.

INTRODUCCION

En paises de Asia Oriental se ha evidenciado el estudio de diversos géneros y especies de las algas
marinas como una fuente alimenticia y nutricional gracias a su aporte de vitaminas y minerales, ademas
sobre diversos efectos beneficiosos para la salud.

Las algas pardas del género Sargassum producen metabolitos secundarios con un alto potencial de
actividades biologicas entre ellas terapéuticas y farmacologicas, estas sustancias bioactivas son:
polisacaridos, terpenoides, oxilipinas, florotaninos, hidrocarburos volatiles entre otros, las funciones
de estos determinados compuestos tienen la capacidad de actuar como antioxidante, antimicrobianos,
inhibidores de diferentes enzimas y hepatoprotectores.

Las enfermedades hepaticas muchas veces se originan por factores hereditarios, por el exceso o mal uso
de farmacos y abuso de sustancias alcohdlicas, dichas causas provocan lesiones y degeneraciones al tejido
hepatico ocasionando un déficit en el funcionamiento celular de este dérgano.

En Ecuador existe una gran diversidad de algas entre ellas las pardas, sin embargo existen fuentes con
escasa informacion y evidencia cientifica relevante que indique que las algas pardas del género Sargassum
poseen actividad hepatoprotectora, por ello en el presente trabajo de investigacion experimental, se
pretende evaluar el efecto hepatoprotector presente en extractos de algas pardas Sargassum ecuadoreanum
sobre el dafo hepatico inducido por tetracloruro de carbono en ratones de experimentacion.

Objetivo general
Evaluar el efecto hepatoprotector que presenta el extracto hidroalcohédlico de algas pardas (Sargassum
ecuadoreanum) en animales de experimentacion.

METODO
Variables de la investigacion
Variable dependiente

Propiedades fisicoquimicas de la droga cruda: Humedad, cenizas, grasas, solidos totales, polisacaridos
totales, Cloruro de sodio (CINa).

Propiedades fisicoquimicas del extracto hidroalcohdlico: pH, densidad, contenido de ClNa, sélidos
totales.

Variable independiente
Ensayos de control de calidad a la droga cruda.
Extracto hidroalcohdlico.
Estudio histopatologico.
Estudio bioguimico de transaminasas (TGO).
Dosis.

Operacionalizacion de las variables

El presente estudio consta de un disefo experimental de caracter cuantitativo, al emplear variables que
fueron manipuladas como: dosificacion del extracto hidroalcohélico del alga parda Sargassum ecuadoreanum,
parametros de control de calidad en la droga cruda y extracto. A su vez, la realizacion de ensayos in vivo con
biomodelos de experimentacion con el fin de establecer grupos de control y grupos post prueba mediante un
estudio histopatologico.
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Tipo Variables Conceptualizacion Indicador
Humedad
Cenizas )
Grasas Parametros por los .
Selidos totales | cuales se evalia el Porcentaje
Polisacarid estado fisico y (%)
olisacaridos quimico del
totales material de estudio
Cloruro de sodio
(CINa)
Son parametros de
p"_' control de calidad
= Densidad que se ven ligados Porcentaje
E Contenido de con el grado de o
= CINa efectividad que °
< Sélidos totales | Pueda contener un
o material de estudio.
',":J Son enzimas que
se hallan en el
interior de la célula
Niveles normales | Y son catalizadas
de por reacciones de
. transaminacion,
transaminasas . U/L
estan presentes en
(TGOy TGP) diversos tejidos y
es la que permite
identificar una
lesion hepatica
TGP.
Parametros que
Ensayos de miden el estado Porcentaje
. fisicoquimico de o
control de calidad (%)
2 |a droga cruda | Yn@ muestra antes
- 9 de un proceso de
2 extraccion.
T
) Ensayo que se
4 realiza en plantas
1T
o para obtener los
uJ .
(= Extracto metabolitos Porcentaje
2 , " funcionales de la o
hidroalcohdlico . %o
misma,
dependiendo de las
caracteristicas de
estos metabolitos,
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tendran afinidad, ya
sea por la parte
acuosa o alcohdlica
y que por medio de
evaporacion se
eliminara uno de
los solventes

Estudio
histopatologico

Es un analisis de
muestra en donde
se determinan
alteraciones
estructurales y
anormalidades del
higado provocadas

por un patégeno o
agente toéxico

Presencia de
alteracion celular

Estudio
bioquimico,
determinacién de
transaminasas

Los niveles
anormales de
transaminasas en
sangre, estan
mediados por un
dano en la
permeabilidad de la
membrana

plasmatica de la
célula

uU/L

Dosis

Es la cantidad de
sustancia activa
contenida en una
féormula
farmacéutica que
tiene la capacidad
de controlar,
prevenir o aliviar
los sintomas
provocados por
patologias.

mg/kg

Figura 1. Definicion operacional de las variables
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Figura 2. Diagrama de la metodologia de la investigacion

Vaso precipitado.

Piseta.

Agitador de vidrio.
Capilares.

Tubos eppendorf.

Crisol de porcelana.
Papel filtro libre de cenizas.
Matraz aforado.

Vidrio de reloj.

Probeta.

Embudo.

Desecador de vidrio.
Bureta de 50 ml.

Tirillas reactivas ph.
Frasco de vidrio ambar.
Canula.

Jeringuillas (de insulina).

Tubos activadores de coagulos séricos en suero alto a gran altitud de 5 ml (cat serum sep clot

activator high altitude 5 ml.

Reactivos

n-Hexano.

Acido clorhidrico al 10 %.
Etanol al 92 %.

Fenol.

acido sulfurico concentrado.

Nitrato de plata 0,1 mol/L.
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e Cloruro de sodio.

e Bicarbonato de sodio.

« Cromato de potasio.

o Agua destilada.

e Tetracloruro de carbono al 5 %.
o Formaldehido al 37 %.

o Aceite de oliva.

 Silimarina 140 mg.

» N- acetil cisteina 600 mg.

. Eter etilico.

Equipos
o Agitador magnético.
o Estufa.
o Hornilla eléctrica.
e Horno mufla.
» Equipo espectrofotométrico.
o Genesys 20 (Serie 4804640).
» Balanza analitica.
» Balanza para pesaje de animales pequehos.
o Refrigerador.
e Sorbona.

Disefio experimental de la investigacion
Recoleccién del material vegetal

Para la realizacion del presente estudio se procedio a recolectar el material algal en la peninsula de Santa
Elena (Ecuador) durante las horas de baja marea en areas rocosas de la zona intermareal correspondiente a la
playa Ballenita (Balneario).

La recolecta de las plantas marinas se realizo en el mes de julio del presente aio de forma manual para luego
ser pesadas, almacenadas a baja temperatura y transportada al laboratorio de la facultad de Ciencias Quimicas.
Una parte de ella fue enviada a la facultad de Ciencias Naturales para ser clasificadas taxonémicamente.

Preparacién y secado de las algas pardas Sargassum ecuadoreanum

Fueron sometidas a una limpieza manual con abundante agua corriente y enjuagadas con agua destilada
para eliminar restos de arena y epifitos. Las algas se secaron durante 48 horas a temperatura ambiente y
posterior a 24 horas en una estufa a 40°C, finalmente se trituraron mediante el empleo de un molinillo eléctrico
hasta obtener un polvo fino y ser conservadas en envases herméticos.

Para ello, el polvo obtenido tuvo que someterse a controles fisico-quimicos para ser evaluada la calidad de
la muestra y a continuacion la obtencion de los extractos.

Determinacion de parametros fisicoquimicos realizados en las algas pardas Sargassum ecuadoreanum
(droga cruda)
Determinacién de Cenizas totales

Se peso6 2 gramos del material algal pulverizado en un crisol de porcelana o platino previamente tarado (A,
B y C). Luego se inciner6 a una temperatura de 500-750°C por 3 horas en la mufla. Transcurrido el tiempo se
retiraron las cenizas y se dejo enfriar en un desecador y se registrd el peso de cada una de la replicas (A, By
C). Posteriormente se incinerd nuevamente las cenizas por 2 horas repitiendo el proceso anterior, el residuo
obtenido es de color blanco o casi blanco.
Se realizaron calculos mediante la siguiente expresion de los resultados:

m2-m
CT=x100
m1-m

Donde

m2= Crisol con cenizas después de incineracion
m1= Crisol con muestra antes de incineracion
m= Crisol vacio

CT= Cenizas totales

https://doi.org/10.56294/h12023249
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Grasas totales

Este analisis se llevo a cabo por el método de Folch. Se peso6 2 gramos de muestra de alga parda Sargassum
ecuadoreanum en tubos de eppendorf. Luego se afadio 20 ml de n-hexano a cada tubo (A, B, C) se tapd y agito
correspondientemente. Posteriormente se trasladaron los tubos a bafio maria a una temperatura de 40°C por
10 minutos. Se dejo enfriar hasta que el polvo asiente, luego se procedioé a separar el liquido sobrenadante
del residuo y fue trasvasado a un beacker. Consecutivamente, se llevd el beacker que contiene el liquido
sobrenadante a la estufa a una temperatura de 60° C para eliminar el n- hexano. Finalmente se peso y se obtuvo
por diferencia el porcentaje de grasas contenido en la muestra.

Se realizaron los calculos mediante la siguiente expresion de los resultados:

peso del matraz con grasa — peso del matraz limpio

Yo = X100
peso de la muestra

Determinacién de Cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenidas, se les afadid de 15 a 20 ml de agua destilada. El crisol se tapo y se sometio
a ebullicion suavemente a la llama de un mechero durante 5 minutos. Se filtro la solucion a través de un papel
filtro libre de cenizas. El filtro con el residuo se transfirié al crisol inicial, se carbonizé en un mechero y luego
se incineré en un horno mufla a una temperatura de 700-750 °C durante 2 horas. Posteriormente se coloco
en una desecadora y cuando este alcanzé la temperatura ambiente se peso. El procedimiento se repitid hasta
alcanzar peso constante.

Expresion de resultados

M2 — Ma
Ca=———x100
Mi—M

Donde

M2= Masa del crisol con las cenizas totales (g).

M1= Masa del crisol con la muestra de ensayo (g).

Ma= Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua.

Ca= Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M= Masa del crisol vacio.

100= Factor matematico

Cuantificacién de polisacdridos (preparacién de la muestra)

Por triplicado, se peso 2 gramos de muestra y fue transferida a un matraz aforado de 500 ml y se afadié 100
ml de etanol al 92 %, se llevo a reflujo por una horay se filtré en caliente. El residuo del papel fue transferido
nuevamente en el matraz aforado y se anadié 100 ml de agua destilada, se llevo a reflujo por 2 horas y se filtro
en caliente en matraces de 200 ml, posteriormente se procedio a enfriar y enrasar.

Se tomo una alicuota de 0,25 ml a cada réplica y se transfirié a tubos eppendorf y se afadié 750 ul de agua
destilada, 1 ml de fenol y 4 ml de acido sulfurico concentrado (H2504). Se dejo6 en reposo por 10 minutos y se
transfiri6 a bafio maria por 15 minutos a una temperatura de 40°C. Posteriormente se procedi6 a leer en un
espectrofotometro Genesys 20 EQ-24 (serie 4804640).

Cuantificacién de polisacdridos (preparacion de los estdndares)

Para este analisis se pes6 51 mg de glucosa anhidra en un vidrio de reloj y se transfirio a un matraz volumétrico
de 50 ml y se enrasd con agua destilada. Se procedié a tomar una alicuota de 2 ml y fue transferida a un matraz
volumétrico de 25 ml. Se tomo de la solucion diferentes alicuotas de: 1 ml - 0,75 ml - 0,50 ml - 0,25 mly fueron
trasvasados a tubos eppendorf en donde se afadié a cada tubo 1 ml de fenol al 5 % y 4 ml de acido sulfurico
concentrado. Luego se dejo en reposo por 10 minutos y se llevo a bafio maria por 15 minutos a una temperatura
de 40°C. Para la preparacion del blanco se requirié 1 ml de agua destilada, 1 ml de fenol al 5 % y 4 ml de acido
sulflrico. Posteriormente se leyeron absorbancias en un espectrofotometro Genesys 20 EQ-24 (serie 4804640)
cada una de las concentraciones preparadas y el blanco.

https://doi.org/10.56294/h12023249
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Determinacién de cenizas insolubles en dcido clorhidrico

A las cenizas totales obtenidas, se les afadio de 2-3 ml de acido clorhidrico al 10 %. El crisol se tapo con un
vidrio reloj y se calentd sobre un bafo de agua hirviente durante 10 min. Se lavo el vidrio reloj con 5 ml de agua
caliente y se unio al contenido del crisol. La solucion se filtr6 a través de papel filtro libre de cenizas; se lavo
el residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con acido clorhidrico al cual se le agregd una a dos
gotas de solucion de nitrato de plata 0,1 mol/L, hasta que este no muestre presencia de cloruros.

El filtrado con el residuo fue desecado a una temperatura de 100 a 105°C, se transfirio al crisol inicial y se
procedid a incinerar en un horno mufla a una temperatura de 700-750°C durante 2 horas. Posteriormente se
coloco en una desecadora y cuando se alcanzo la temperatura ambiente se peso correspondientemente. Este
procedimiento se repitio hasta obtener masa constante.

Expresion de resultados

M2 — Ma
Ba = ——— x100
M1 —M

Donde

M2= Masa del crisol con las cenizas totales (g).

M1= Masa del crisol con la muestra de ensayo (g).

Ma= Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua.

Ca= Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada
M= Masa del crisol vacio

100= Factor matematico

Determinacién de sodio contenido en la droga cruda por Absorcion Atémica
Este analisis fue realizado por laboratorios UBA, donde se solicité 100 gramos de la muestra para posterior
analisis por el método AOAC 965.09 (Absorcion Atémica).

Determinacion de parametros fisicoquimicos realizados al extracto hidroalcohélico de algas pardas
Sargassum ecuadoreanum
Preparacion del extracto hidroalcohdlico al 20 %

Para la preparacion del solvente se procedié a medir en una probeta 70 ml agua destilada libre de cloruros
y 30 ml de etanol al 92 %. Luego se peso 20 gramos del polvo, es decir la droga cruda y fue transferida a un
beacker, y posteriormente se afadieron los 100 ml del solvente con agitacion constante y se dejo macerar por
24 horas. Transcurrido el tiempo de maceracion, se procedio a separar el liquido sobrenadante y se filtré en una
probeta e inmediatamente se midio el liquido macerado y se registro el volumen.

Finalmente, el liquido macerado fue trasvasado a un beacker y se llevo a bafo maria a una temperatura de
100 °C por un tiempo aproximado de 2 horas con agitacion constante hasta que desista el olor a etanol para la
obtencion del extracto.

Porcentaje de rendimiento del extracto hidroalcohdlico
El calculo del porcentaje de rendimiento consiste en el volumen obtenido antes (rendimiento teorico) y
después de la evaporacion (rendimiento practico), y esta dado mediante la siguiente ecuacion:

o Rendimiento real
% Rendimiento = — — x 100 |
Rendimiento teorico

Determinacion de pH en el extracto hidroalcohélico

Se afiadid en una capsula de vidrio cantidad suficiente del extracto y en ella se sumergié una tirilla reactiva,
posteriormente se esperd de 5 a 8 minutos para registrar el valor segiin el grado de acidez o basicidad de la
muestra.

Sélidos totales

Por triplicado, se pesaron capsulas de vidrio vacias, y posteriormente se midio 5 ml del extracto y se afadio
en las respectivas capsulas. Finalmente se procedio a secar en una hornilla eléctrica y se introdujo el extracto
en la estufa a una temperatura de 100 - 105°C por 2 horas.

https://doi.org/10.56294/h12023249
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Densidad

Por triplicado, se seleccionaron tres probetas de 10 ml y se registrd el peso de cada una, luego se midié 10
ml del extracto en las respectivas probetas y se peso con el contenido. Para calcular la densidad se emple¢ la
siguiente ecuacion:

masa
p p
volumen

Determinacion de cloruro de sodio (CINa) por titulacién 111.6.4.5.1 Preparacion de la sustancia patrén tipo
primario (CINa)

Se peso6 58,44 mg de cloruro de sodio en un beacker, cabe recalcar que la sustancia patron debe secarse en
una estufa a una temperatura de 120°C por 2 horas. Se anadio la sustancia en un matraz de 50 ml y finalmente
se enraso el volumen.

Preparacién de la sustancia titulante Nitrato de plata (NO3Ag)

Se peso 4,25 g de nitrato de plata y se disolvio hasta enrasar en un matraz de 250 ml. Para la valoracion del
nitrato de plata, se transfirio la solucion a una bureta de 50 ml y se dejo caer gota a gota en un beacker que
contiene los 50 ml de la sustancia patron tipo primario (CINa) y el indicador ( CrO4K2 ) 2 a 3 gotas en constante
movimiento con la ayuda de un agitador magnético, una coloracion amarilla mas un precipitado de color rojo
ladrillo indican la presencia del cromato de plata. Se realizé 3 determinaciones.

Titulacién de la muestra

La muestra debe tener un pH entre 7 - 9, y para ello se modificé a pH neutro. Se midi6 2 ml del extracto, se
diluyé y enrasé en un matraz de 50 ml, luego se transfirid la solucion a un beacker de 100 ml y se aiadio de 2
a 3 gotas del indicador cromato de potasio ( CrO4K2), cargada la bureta de 50 ml con la solucion de nitrato de
plata se dejo caer gota a gota con agitacion constante a la solucién muestra hasta observar la formacion de un
precipitado rojo ladrillo (cromato de plata).

Actividad Hepatoprotectora

Se utilizaron como reactivos bioldgicos ratones CD provenientes del Instituto Nacional de Salud publica e
Investigacion (INSPI), con un peso promedio de 25.

+ 5 g cumpliendo con las buenas practicas del cuidado y manejo de animales de experimentacion, los
cuales, fueron alimentados con abundante agua y balanceado dividiéndose en 7 grupos (cada grupo con 7
biomodelos) después de haber transcurrido 1 semana de aclimatacion.

La division se la realizo de la siguiente manera: Un grupo control normal, un control positivo tratado con
Silimarina a una dosis de 420 mg/kg, un grupo control positivo tratado con N-acetil cisteina a una dosis de 600
mg/kg (via oral), un grupo control negativo en donde se realizé una induccion de dafo hepatico con tetracloruro
de carbono (CCL4), a una concentracion del 5 % fijado con aceite de oliva por via intraperitoneal. A demas, tres
grupos fueron tratados con extracto hidroalcoholico de alga parda Sargassum ecuadoreanum a una dosis 1000
mg/kg, 500 mg/kg y 250 mg/Kg por via oral, el pH del extracto tuvo que modularse con bicarbonato de sodio a
neutro (7) debido a que éste tenia un pH acido (5).

El tratamiento durd 7 dias, al sexto dia se administré por via intraperitoneal el tetracloruro de carbono
(0,2 ml/kg) a los siguientes grupos: control positivo tratado con Silimarina a una dosis de 420 mg/kg, control
positivo tratado con N- acetil cisteina a una dosis de 600 mg/kg, y a los tres grupos tratados con el extracto
hidroalcoholico de alga parda Sargassum ecuadoreanum (dosis 1000 mg/kg, 500 mg/kg y 250 mg/Kg), y se
continud con el tratamiento hasta el séptimo dia, posteriormente se anestesiaron a 20 modelos bioldgicos
(escogidos entre los siete grupos) con éter y se realizo una toma de muestra sanguinea de aproximadamente
1 ml por via ocular para el respectivo analisis bioquimico de Transaminasa Glutamico Oxalacética (TGO) cuya
muestra fue recogida en tubos activadores de coagulos séricos en suero alto a gran altitud de 5 ml (CAT Serum
Sep Clot Activator High Altitude 5 ml), posteriormente los reactivos biologicos fueron sacrificados mediante
previa anestesia y luego dislocacion cervical y se realizd una diseccion para extraer el higado y posterior
analisis histopatoldgico. Los resultados fueron analizados estadisticamente.

Determinacion de los parametros fisicos quimicos
Cenizas

Como lo muestra en la tabla 2 se calculd el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion
(1,9 %) de las dos replicas B y C descartandose la réplica A porque incidia en los valores de las dos replicas
anteriormente mencionadas.
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Grasas

La tabla 3 muestra el promedio del porcentaje de grasas totales contenidas en la droga cruda, ademas de la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion (6,896 %)

Cenizas solubles en agua

En la tabla 4 se muestra el promedio del porcentaje de cenizas totales solubles en agua y desviacion
estandar, en esta determinacion se descartd la réplica A porque incidia en las dos replicas siguientes (B y C), el
coeficiente de variacion es de 3,5 %.

Determinacion de sodio por absorcién atémica
Este analisis fue realizado por laboratorios UBA, segin la AOAC 965.09 absorcion atomica, indica un valor del
0,70 % de sodio como lo muestra a continuacion la tabla 5.

Polisacdridos totales
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Figura 3. Curva de calibracion de polisacaridos totales contenidos en la droga cruda
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En la figura 3 se muestra la curva de calibracion de polisacaridos totales, teniendo un R? = 0,9866 cuyo valor
permitid calcular la concentracion de polisacaridos contenidos en la droga cruda.

A continuacion, en la tabla 6 se obtuvo el promedio de la concentracion de polisacaridos totales contenidos
en la droga cruda, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion cuyo valor es de 7,8 %, se descarto la
réplica A porque incidia en las dos siguientes.

Tabla 6. Promedio de la concentracion de polisacaridos totales
contenidos en la droga cruda

Réplica Concentracion de la muestra
B 108,63 ug/g

c 97,22 ug/g
Promedio 102,92 + 8,06

Cenizas insolubles en acido clorhidrico (HCI)
A continuacion, en la tabla 7 obtuvo finalmente el promedio de cenizas insolubles en acido clorhidrico,
desviacion estandar y coeficiente de variacion cuyo valor es de 0,078 %.

Tabla 7. Promedio del porcentaje de cenizas insolubles en acido
clorhidrico (HCl) contenidas en la droga cruda

Réplica Porcentaje de cenizas insolubles en HCl
A 97,862

B 97,730

c 97,866

Promedio 97,819 + 0,077

Determinacion de parametros fisicoquimicos realizados en el extracto hidroalcohdlico de algas pardas
Sargassum ecuadoreanum
Determinacion del porcentaje de rendimiento, densidad, humedad y solidos totales

A continuacion, en la tabla 8 se observan los resultados obtenidos de los parametros realizados al extracto,
tales como: porcentaje de rendimiento, promedio de la densidad, promedio del porcentaje de solidos totales
con una desviacion estandar del 1,37 %, y porcentaje de humedad.

Tabla 8. Porcentaje de rendimiento, porcentaje de humedad, promedio del porcentaje de solidos totales y
promedio de la densidad del extracto hidroalcohoélico

Porcentaje de rendimiento Porcentaje de Promedio de la Promedio del porcentaje de
del extracto humedad densidad del extracto solidos totales
63,2 % 94,9 % 0,995 + 0,004 5,1+ 0,07

Valoracion del cloruro de sodio
Para la titulacion de la sustancia patron, como se muestra en la Tabla 9 se obtuvo el promedio del porcentaje
del mismo, desviacion estandar y coeficiente de variacion cuyo valor es de 3,5 %.

Tabla 9. Promedio del porcentaje de la valoracion de la sustancia patron tipo
primario cloruro de sodio (NaCl)

Réplicas Normalidad (g/L)
A 0,101

B 0,095

C 0,095
Promedio 0,097 + 0,0034

Valoracion del extracto hidroalcohélico

Se define que por cada 100 ml de extracto hay un 2 % de cloruro de sodio contenido en la muestra; como se
observa a continuacion en la tabla 10 se obtuvo el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion,
cuyo valor es de 2,99 %.
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Tabla 11. Promedio del porcentaje de cloruro de sodio contenido en el
extracto hidroalcoholico del alga parda Sargassum ecuadoreanum

Replicas Porcentaje de la muestra
A 2,454 %

B 2,331 %

C 2,331 %
Promedio 2,37 + 0,071

Pruebas bioquimicas: Transaminasa Glutdmico Oxalacética (TGO)
En el figura 4 que se muestra a continuacion, se halla el promedio de los valores obtenidos de transaminasas
TGO, de cada grupo de ensayo tratado.
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Figura 4. Promedios de transaminasa Glutamico Oxalacética TGO en la evaluacion hepatoprotectora en ratones

De acuerdo al resultado del analisis bioquimico de transaminasa glutamico oxalacética (TGO), los grupos
tratados con Silimarina (24,58 + 25,18), N- acetil cisteina (7,34 + 4,31) y el extracto hidroalcohdlico con sus
respectivas dosificaciones (dosis 1000 mg/kg: 30,26 + 24,22, dosis 500 mg/kg: 26,69 + 26,86, dosis 250 mg/
kg: 10,66 + 3,19), tuvieron similitud a los valores de transaminasa del grupo control normal (12,77 + 0,90)
, sin embargo, en relacion con el grupo control negativo con CCL4 ( 157,36 + 25,33) mostr6 diferencia con
todos los grupos tratados ya mencionados anteriormente, por lo que estadisticamente presento una diferencia
significativa con una probabilidad del 0,05 %.

RESULTADOS
Resultado histopatolégico del Higado (Tincion hematoxilina-eosina)

Figura 5. Grupo 1 Control normal sin tratamiento, sin induccion
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Un drgano present6 leve metamorfosis grasa (degeneracion) alrededor de los lobulillos, y discreta congestion
portal.

Figura 6. Grupo 2 control negativo tetracloruro de carbono CCL4 sin tratamiento

En todos los 6rganos se observo marcada degeneracion turbia (+++) y a veces degeneracion grasa +, todo
ello perilobulillar, ademas una congestion portal y parenquimal (+), en un 6rgano se observa pequenos focos
necroticos celulares (+).

4

Figura 7. Grupo 3 control positivo Silimarina + CCL 4

El grado de turbidez (degeneracion) perilobulillar es recurrente en todos los organos (++), la congestion
vascular portal y parenquimal esta aumentada. (++).

Figura 8. Grupo 4 Control positivo N - Acetil cisteina + CCL4

Al igual que en los casos anteriores la degeneracion turbia perilobuliliar (presencia de pseudolobulillos) y la
observacion en un organo de focos necroticos dispersos es evidente (+++), igualmente la congestion vascular
esta manifiesta (++).
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Figura 9. Grupo 5 Dosis 1000 mg/Kg Extracto + CCL4

El grado de turbidez celular (degeneracion) perilobuliliar es discreta (++) pero manifiesta.

Figura 10. Grupo 6 Dosis 500 mg/kg, Extracto + CCL4

En un higado aparece un amplio campo de necrosis subcapsular como respuesta evidente del proceso de
degeneracion turbia perilobuliliar (+++), los otros organos presentan el mismo cuadro, pero en menor grado

(++).

!.w b N

Figura 11. Muestra dosis 250 mg/kg Extracto + CCL4

Es similar el grado de degeneracion turbia (++) a los anteriores, en un drgano esta acompanado de una leve
degeneracion grasa (+).
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DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente estudio preliminar mostraron una disminucion de niveles de transaminasa
glutamico oxalacética (TGO) a una dosis de 250 mg/kg (10,66 + 3,19), dichos valores mantienen relacion con
los resultados del grupo control normal (12,77 + 0,90) que, en este caso, no recibieron induccion de dafo
hepatico con tetracloruro de carbono (CCL4) al 5 % por via de administracion intraperitoneal, ni tratamiento
con el extracto hidroalcohélico. Ademas, estos valores se aproximan con el grupo control positivo tratado con
N- acetil cisteina (7,34 + 4,31) a una dosis de 600 mg/kg de peso por via oral por un tiempo de siete dias. Por
otra parte, el grupo control negativo (157,36 + 25,33) sin tratamiento fue el Unico que mantuvo valores elevados
de la enzima sérica hepatica TGO, el cual, sobrepasa los valores referenciales (97,63 + 55,46). Los resultados
actuales guardan similitud con los de Hira et al. (35) en el que administraron extractos etanolicos de Sargassum
ilicifolium, S. laceolatum y S. swartzii a una dosis de 200 mg/kg de peso en ratas diariamente durante catorce
dias, comprobando que los extractos de S. ilicifolium y S. swartzii mantuvieron bajos los niveles de enzimas
hepaticas después de la induccion con CCL4. 45678910

En contraste, Quintal et al.® establecieron una dosis de 50 mg/kg de peso del extracto etandlico de Sargassum
fluitans por via de administracion oral, el cual redujo marcadores enzimaticos en lesiones hepaticas agudas
inducidas por acetaminofén y actividad hepatoprotectora en un modelo de dafio cronico inducido con CCL4
en ratas en un periodo de doce semanas. El grupo control negativo también fue el Unico que mantuvo niveles
elevados de transaminasas hepaticas (303,17 + 38,61), en comparacion a los grupos restantes.

Con respecto al tiempo de administracion de los extractos de las especies Sargassum ya citados, coincidieron
con la disminucién de transaminasas TGO frente a los modelos inductores de dafio hepatico en diferentes periodos
de tiempo con relacion al presente estudio. (1",1213,14.15,16,17,18)

No existe suficiente informacion referente al empleo de extractos hidroalcoholico en algas del género
Sargassum. El objetivo de realizar un extracto hidroalcohélico en este trabajo, se debio a la afinidad que tienen
algunos polisacaridos bioactivos con el alcohol, los cuales, son extraidos manteniéndose fijos en el sistema acuoso
una vez evaporada la parte etandlica del solvente, por lo tanto, se lograron obtener resultados favorables a
partir de este extracto en lo que corresponde al ensayo bioquimico de transaminasa TGO. (1%20.21,22.23.2425 A pesar
de que en varios estudios mencionados anteriormente utilizaron extractos diferentes, comprobaron actividad
hepatoprotectora. Raghavendran et al.®® informaron efectos hepatoprotectores a partir del extracto alcohélico
de Sargassum polycystum al inhibir radicales libres generados durante la peroxidacion lipidica en la hepatitis
toxica inducida por acetaminofén por lo que hubo una disminucion significativa en la gravedad de la hepatitis
t(l)Xica.(26‘27’28’29‘30)

Los parametros de control de calidad como grasas (0,28 %) humedad (85,1 %) y cenizas (30,52 %) obtenidos
por Villegas®” reflejan un alto contenido de material inorganico y carbohidratos, y un bajo contenido de extracto
etéreo en el alga parda Sargassum lapazeanum. Mientras que la especie Sargassum ecuadoreanum refleja un alto
contenido de grasas (0,87 %), humedad (94,9 %), presencia de polisacaridos (102,92 + 8,06) y un bajo contenido
de material inorganico (14,72 %) en comparacion a la especie S. lapazeanum.

En los resultados de analisis histopatologico en relacion con el grupo control negativo (CCl 4) se observé en
todos los 6rganos marcada degeneracion turbia y a veces degeneracion grasa, todo ello perilobuliliar, ademas una
congestion portal y parenquimal. A su vez, se observo en uno de los 6rganos pequeiios focos necroticos celulares.
(31,32,33,34,35,38,39) Con el grupo control tratado con Silimarina + CCl 4, el grado de turbidez (degeneracion) perilobuliliar
fue recurrente en todos los 6rganos aumentando la congestion vascular portal y parenquimal. Caso parecido
ocurre con Quintal et al.? donde reporta que las secciones del grupo CCl 4 exhibieron células inflamatorias
invasivas y pérdida de limites celulares, sin embargo, las secciones de los grupos Sil + CCl 4 y extracto etanolico
de S. fluitans + CCl 4 tenian un patron lobular generalmente normal con un grado leve de infiltracion de linfocitos
que estaba cerca del grupo de control, es decir, que el tratamiento con el extracto etanodlico de S. fluitans
evitd claramente cualquier lesion notable en los tejidos del higado por la exposicion a CCl 4. Por lo contrario, el
tratamiento con el extracto hidroalcohdlico de Sargassum ecuadoreanum a diferentes dosis, mostré que el dafio
hepatico se encontraba en su primera fase de estadio debido al poco tiempo de tratamiento, y al uso de un agente
altamente toxico, de tal forma, no se obtuvieron los resultados deseados en la disminucion del dano tisular. %4142

CONCLUSIONES

En el presente estudio se logro determinar los parametros fisico quimicos que aseguran la eficacia tanto
de la droga cruda como del extracto, sefialando que el Sargassum ecuadoreanum esta compuesto por un alto
contenido de grasas, humedad, y bajo contenido de material inorganico.

El material algal contiene concentraciones de polisacaridos totales que permitieron definir dosificaciones
para comprobar la actividad biologica manifiesta en el extracto hidroalcohélico frente a un modelo de daio
hepatico.

Corroborando lo anterior, las dosis definidas del extracto regularon los niveles de TGO obteniéndose
estadisticamente una diferencia significativa que farmacologicamente posee un efecto preventivo ante
agresiones hepaticas.
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Por otra parte, el estudio histopatologico indicd que el dano hepatico se encontraba en su primera fase de
estadio debido al poco tiempo de tratamiento, y al uso de un agente altamente hepatoxico, por lo que, no se
obtuvieron los resultados deseados en la disminucion del dafio tisular.
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