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RESUMEN

Se obtuvieron extractos etéreos y acetdnicos del alga

Sargassum mutioum segln los métodos de Tsuda et. al. (1958) y

Reiner et. al. (1962). Se aisld y caracterizd qulmica vy
espectroschpicamente el contenido de las fracciones
insaponificables (fitoesteroles) presentes.

La metodologla aplicada constd de tres secciones: en la
primera se evalud al rendimiento de los mdtodos y se
determind qulimicamente la presencia de los fitoesteroles

presentes. En la segunda se llevd a cabo la caracterizacidn
de los esteroles aislados; lo cual consisti®d principalmente
en cromatograflias de capa delgada (en cromatofolios y @n

placas de gel de sillica 60F-254), espectroscoplas al
infrarojo (IR), resonancia magnética nuclear (RMN) y
espectrometria de masas (EM). Y por #iltimo, se determind Ila
actividad hipocolesterolémica an cone jos de este

constituyente quimico.

El método de Reinsr et. al. (1962) presentd mayor
rendimiento, por el cual se aislaron e identificaron, los
siguientes compuestos: Sargasterol ( 2l-alfa-24-etilcolestan-
5,24, (28)~-dien-3beta-ol, siendo esta la primera vez que se
reporta dicho esterol en el alga Sargassum muticum), el
Fucosterol ( 21-beta-24~-etilcolestan-5,24, (28)~-dien-3beta~-
ol), una mezcla de ellos y tentativamente el "“7-Colestencol
( Lathosterol ), el desmosterol (colesta-5,24dien-3beta-ol o’
24-Deshidrocolesterol), y 24-Metilencolestenol ( 24-Metilen-
Salfa-colestan-3beta~ol ).

El fucosterol como agente hipocolesterolémico presentd
una actividad depresiva scobre los niveles de colesterol total
en el plasma sangulneo del 73 %.



SUMMARY

Ethereal and acetonic extracts were obtained from the

algae Sargassum muticum, following the methods described by
Tsuda et. al. (1858) & Reiner et. al. (1962). The contents of

the non saponificable fractions (phytosteroids) were isolated
and characterized chemically and spectrometrically.

The procedure used was divided in three parts, the first
included the evaluation in effectiveness between the two
methods and the chemical determination of steroids present in
the algae. The second one was done in order to characherized
the steroids isolated, which manily consisted in the
application of chromatographic techniques ( chromatograms on
TLC Silica-Gel B60F-254 ), IR spectra, NMR & EM data. And the
third and last part was done to determine the
hypocholesterolemic activity of this chemical compound on
rabbits.

The Reiner method et. al (1962) was more efficient by
which it was isolated and identified the following sterols:
Sargasterol ( 21-alpha-24 ethylcholesta-5,24(28)~-dien-3 beta
ol, Fucosterol ( 21-beta-24 ethylcholesta-5,24(28)-dien-3
beta ol, a mixture of both and also tentativley the
Lathosterol, “7 - Cholestenol ( Cholest-7en-3beta-ol Y
Desmosterol, 24 Dehydrocholesterol ( Cholest-5-24-dien-3beta-
ol ), and 24-Methylenecholesterol ( 24 Methylcholesta-
5,24(28)-dien-3-beta-ol.

The Fucosterol as an hypocholesterolemic agent caused a
depressive action in plasma cholesterol level of 73 % .
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1. INTRODUCCION. -

1.1. Generalidades

La presencia del alga parda Sargassum muticum (Yendo)

Fensholt en la costa noreste del Oc®ano Pacifico se debe a la
introduccidn accidental de #sta, pues no es un alga nativa de
esta costa (Scagel, 1956). Se encuentra distribulda sobre la
costa pacifica de Norteamérica (Canadd) hasta Punta

Abreojos Baja California Sur, México ( Aguilar-Rosas, 1985).

Los esteroles o fracciones esteroidales en las algas
pueden ser uno de estos constituyentes quimicos
aprovechables. Estos esteroles presentan una gran diversidad
en sus actividades, como anestésicos, tdxicos,
antibacteriales, antifungales y agentes hipocolesterolémicos

entre otros ( Hoppe, 1979; Baslow, 1878 y Scheuer, 1987 ).

Al igual que todos los esteroles de origen animal vy
vegetal, esta clase de sustancias contiene un grupo quimico
I lamado ciclopentano-perhidro-fenantrenoc, ademds de una
cadena hidrocarbonada y un grupo alcohol. For lo general los
esteroles algales contienen de 27-31 Atomos de Carbono
incluyendo su cadena hidrocarbonada donde se encuentran
grupos metilo, etilo, ete, (Domlinguez 1979). Con respecto a
la funcidn que desempefian &stos en los vegsetales, ha sido

demostrado que la biosintesis y metabolismo de esteroides



presentan el mismo propdsito que en los demds organismos
vivientes, (Heftmann 1971). A su vez la existencia de una
relaci®dn biosintetica entre los esteroles, y su similitud
estructural, permite la formacidn ds isdmeros, eplmeros vy
rotdmeros. Aun as! el tipo de fitoesteroles presentes en
algas cafég (Phaeophytas) son representativos de estos

vegetales marinos, (Patterson 1967 y 1971 ),

Se ha determinado que una serie de esteroles presentan
lo que se conoce como actividad hipocolesterolédmica. La cual
se refiere a la disminucidn del nivel de colesterol (mg/d1)
en el plasma sangulneo. Esto probablemente debido a Ila
inhibicidn de la absorcidn, y/o el metabolismo del colesterol

(Reiner et. al., 1962).

Este tipo de actividad ha sido detectada por el consumo
de ciertos alimentos como la avena entre otros o bien

inducida a través de substancias (posibles f&rmacos), siendo

para este caso algunos derivados esteroidales como el
colestanol, la wvitamina A, y aceites de pescado, o bien
tambié&n algunos fitoesterolss como ol beta-sitosterol,
ergosterol, stigmasterol etc. Los cuales han sido probados
con ratas, pollos y otros animales inferiores ( Beveridge

et. al., 1958; Reiner et. al., 1962; Wood 1960 y Reiner et.

al., 1960 ).



Estos esteroles pueden ser el sustituto de los faArmacos
que hoy en dla se utilizan como agentes hipocolesterol&micos.
Ya que estos fArmacos, hipolipemiantes, al disminuir Ilos
niveles elevados de lipidos sangulneos (colesterol entre
otros) conocidos como lipoproteinas de baja densidad
(LDL’s), presentan efectos colaterales en potencia,
Mientras que la wutilizacidn de fitoesteroles (de origen
natural) pueden reducir dichos efectos colaterales

(Monmaney 1988)..



1.2. ANTECEDENTES

Ha si1do reportado que los agentes hipocolesterol&micos

provienen de algas marinas, como Fucus evaneseces, Fucus

gardneri, Pelvetia wrightil, Sargassum muticum y algunas

otras las cuales presentan esta actividad, cuyo origen radica

en sus esteroles caracteristicos, (Reiner et. al., 1962).

Los principales agentes hipocolesterolémicos en las
algas cafes son el fucosterol que a su vez es @l principal
esterol en las algas cafés (Tsuda et. al., 1958-a; Miller,
1962 e Ikekawa, et. al., 1966) y tambi&n el sargasterol,
stigmasterol y el BA-sitosterol. Los cuales a su vez presentan
una estrecha relaciébn estructural con el fucosterol y el 24-
metilen-colesterol, (Patterson, 1967). Dicha relacibn tan
estrecha sugiere una interaccidn biosintética (precursor) de

dichos esteroles.

El sargasterol fu® aislado por primera vez por Tsuda et.

al., (1957, 1958) del alga Sargassum ringgoldianum. A su vez

establecid que era el principal esterol constituyente de

esta alga Phaeophyta. Posteriormente Gupta, (1967) aisld

nuevamente el sargasterol de la especie mencionada
anteriormente. Sin embargo en otros estudios, [ kekawa et.
al iy (1966) y Reiner et. al., (1962) no pudieron aislar el
sargasterol de la especie mencionada y para la especie

S. muticum tentativamente se aisld una mezcla de sargasterol

se



y fucosterol. Estos hechos han dado la pauta a buscar la
presencia de este esterol en S, ringgoldianum y en otras
especies del mismo género, como S. muticum. En este trabajo
se pretende aislar el sargasterol mediante las metodologlas
de Reiner et. al., (1962) y la de Tsuda et. al., (1958). Sin
perder la oportunidad de poder calificar desde un punto de
vista cualitativo ambos métodos. Teniendo en cuenta a Goodwin
(1974), quien plantea que el sargasterol es el principal
esterol en 5. ringgoldianum, lo cual no ha sido confirmado,
por lo que sugiere que el sargasterol no existe en forma

natural.

Se tiene que el fen®bmeno de ciclizacitn del ascualeno,
muestra que es posible la existencia de otros esteroles de
origen marino cuya configuracién tambié&n es al/fa como 20
isoeuphol (tirucallol) y el haliclonaesterol. Lo cual plantea

la posibilidad de considerar al sargasterol como wuna forma

precursora de su rotamero (el fucosterol). Sin dejar de
atender a la consideracidn que el fucosterol es el mas
estable; la factibilidad de continuar la biosintesis hacia

otros esteroles es consecuente., Dado que como 1o menciona
Patterson (1967), a partir de este esterol se derivan otros

esteroles cuya configuracidn es beta en el Carbono C-20.



Reiner, et. al., (1862) detectd una accidn depresiva del
83% con el uso de fucosterol y del 54% con los esteroles de

Sargassum muticum en la reduccidn del colesterol en el plasma
sanguineo de pollos. De lo anterior se infiere que las algas
marinas puedan ser una fuente potencial de compuestos
esteroidales que poseen la habilidad de reducir los niveles
de colesterol en la sangre. Por lo que es de interés
determinar si efectivamente el sargasterol presenta una

actividad hipocolesterolé&mica.



2. OBJETIVOS. -

Aislar el esterol Sargasterol a partir de el alga

Sargassum muticum ( Yendo ) Fensholt.

Comparar el rendimiento en el aislamiento de esteroles

mediante la utilizaeidn de las metodologlas de Tsuda et.

al., (1858) vy Reiner et. al. (1962).

Caraeterizar al geterel mediante técnicas Qquimicas ¥

espectroscdpicas.

Determinar su actividad como agente hipooolontorolbmico

en el plasma sangulneo de conejos.

~l



3. DESCRIPCION Y LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO
3.1 Deseripeldn Del Area De Estudio

La Bahia de Todos Santos Baja California, se localiza en
el extremo NW de la Peninsula de Baja California (M&xico),
entre los 31 - 43 y 31 i 54' Latitud Norte y entre los 116 o
36 ' y 116 2 490 Longitud Oeste (Fig. 1). Se trata de una
bahla abierta, limitada al Norte por Punta San Miguel, al sur
por Punta Banda, al este por la playa que va desde la rada

portuaria hasta la boca del Estero de Punta Banda y al oeste

por las islas de Todos Santos (Secretarla de Marina, 18974).

3.2 Looalizacidn Del Area De Muestreo

El &rea de muestreo se localiz®d en la costa norte de Ila
Bahla de Todos Santos, aproximadamente a unos 3 km de la rada
portuaria, frente al Hotel Carioca, est& formada por roca
fgnea, principalmente basalto y andesita (Secretarla de
Marina, 1974), con pendiente regular, semiexpuesta a la
accidn del oleaje y recibiendo descargas domésticas locales.
Se escogid esta 3rea atendiendo principalmente a que se trata

de una localidad donde todo el afio se encusntra sl alga.
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4. METODOLOGIA

4,1, Método De Colecta

El m&todo de colecta utilizado fu®& muestreo al azar,
sin ningdln tipo de discriminante. Las muestras de Sargassum
muticum fueron colectadas manualmente durante las mareas mas
bajas de los meses de Octubre (1986), Abril y Mayo (1887).
Los ejemplares fueron cortados desde la base inferior, y se

les caracteriz®d como M1, M2 y M3.

4,2, Acondicionamiento De Las Muestras

Las muestras fueron trasladadas a la Facultad de
Ciencias Marinas y secadas al sol de 3 a 7 dias hasta obtener
una consistencia quebradiza en ellas. Despu&s se procedid a
limpiar las algas secas, donde se retiraron de ellas eéen
cuanto fu® posible todas las algas epifitas, asl como pedazos
de pastos marinos, enseguida se molierdn y se guardaron en
bolsas de plastico (de cierre hermé&tico) a temperatura

ambiente para su posterior andlisis.

4.3, Metodo De Aislamiento

Para el aislamiento del Sargasterol se wutilizaron dos
métodos. El mé&todo de Tsuda et.al., (1958a), ver Fig. 2 vy el

mé&todo de Reiner et. al., (1962) ver Fig. 3.
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Lo cual se desarrolld en dos fases; la primera para
observar el rendimiento de cada wuno de los m&todos
propuestos. Dejando as! la segunda fase para sl aislamiento
del esterol en cantidades necesarias para llevar a cabo su

prueba de actividad.

4,3,1 Extracoldn

Primera Fase

Para llevar a cabo esta fase se utilizaron las algas del
primer muestreo (M1), del cual se obtuvieron 400 gramos de
alga seca. Se trataron dos submuestras cada una de 200
gramos. Con la primera de ellas (Mi-1) se realizd Ila
extraccidn por el método de Tsuda (op. cit.) y la segunda
submuestra (M1-2) se extrajo por el mé&todo de Reiner (op.

cit.).

La submuestra Mi-1 se suspendio en &ter &tilico por una
semana, posteriormente se concentrd el extracto por medio de
una destilacidn simple de ahl se procedid a efectuar una
saponificacidbn (exhaustiva la cual fud® monitoreada mediante
cromatograflias en cromatofolieos) utilizando como solucidn

saponificadora hidrdxido de potasio metandlico al 4%. La

13
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fraccidn saponificable fu® extralda con agua como disolvente
mientras que con lavados bencénicos se extrajo la fraccidn
inzaponificable, log cuales ge reunieron y se concentraron
por medio de una destilacidn a presidn reducida,

La submuestra M1-2 se puso a reflujo con acetona,
posteriormente fueron concentrados los extractos y se llevd a
cabo el mismo procedimiento ya descrito, diferenciandose de
la muestra anterior en el uso de KOH 10% etandlico como
solucidn saponificadora y se lavd con &ter la fraccidn

insaponificable fueron etéreos.

Segunda Fase

Esta fase se enfocd a la purificacidn del sargasterocl en
cantidades suficientes para la determinacidn de su actividad

como agente hipocolesterolémico.

Para llevar a cabo dicha fase se utilizaron las algas
correspondientes al segundo y tercer muestro (M2 y M3) de los
cuales se obtuvo un kilogramo de alga seca. A esta nueva
muestra se le nombrd como M2,3-1, la cual fud tratada vy

extralda por el mé&todo de Reiner et. al., (1962).
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4,3,2, Cristalizacidn

La crigstalizacion del extracto, se efectud utilizando
una mezcla de disolventes, metanol-&ter stllico (2:1, 2.5:1 vy
3:1). Los esteroles se purificaron a través de repetidas
cristalizaciones hasta obtener los cristales de color blanco.
Los criterios que se tomaron para formar las fracciones para

ambas fases fu® e] tiempo de cristalizacidn, la morfologla de

los cristales y su coloracidn.

4,3,3, Purificacion

Las fracciones aisladas en la segunda fase se
disolvieron en e&ter etllico y se purificaron mediante
cromatografia en capa delgada, donde se utilizaron placas de
gel de sillice 60-F-254 de 0.25 mm de espesor y la utilizacidn
de una mezcla de benceno-cloroformo (3:2) como eluente. Como
revelador se empleo sulfato cérico al 1% en 3cido sulffrico 2
N. Localizadas las manchas, se rasparon de las placas y se
suspendieron en acetato de etilo para extraer el compuesto y
separarlo mediante una filtracidn al vaclo. La muestra se
concentrd por medio de una destilacidn a presidn reducida., EI
compuesto obtenido fué cristalizado nuevamente por la
metodologla ya descrita y monitoresado en cromatofolios y en

placa delgada, revelando con vapores de yodo.

15



4.4, Mdtodos de Cualifiocacion

A todas las fracclones de la primera fase (F1,F2,F3,F4,
y FB) se les determind punto de fusidn mediante un aparato
Typical Melting Point Apparatus Modelo No.MP12615. En |las

fracciones de la Segunda Fase (C1,C2,C3,C4,C5,Al ¥y A2) se

utilizo wun aparato de punto de fusiédn Electrothermal 360
(Melting Point Apparatus). Asi mismo se determind la
solubilidad de todas las fracciones en agua, metanol, ¢ter

ettflico y cloroformo. La coloracidn de sus cristales y su
morfologla se evalud cualitativamente de acuerdo a las tablas

de cristalograflia de Font-Altaba ( 1972 ).

Posteriormente para l|la primera fase se realizd un
andlisis cualitativo para esteroles representado por las
pruebas de Liebermann-Burchard y Salkowski, (Dominguez,

19793 .

4,6, Caracterizacion

La caracterizacidn se realizo en las fracciones
aisladas, mediante espectroscoplas de Infrarojio, Resonancia
Madgnetica Nuclear y Espectrometrla de Masas. Cabe sefialar que
inicamente se obtuvo el espectro de masas para la fraccidn A2
Y espectros de resonancia magnetica nuclear para las

fracciones F2,F3,F5 y fracciones C1,C2,C3 y AZ2.
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Las espectroscoplas de infrarojo (IR) fueron realizadas

en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer Modelo 1330 en Ila
Facultad de Ciencias Marinas (U.A.B.C.). Se corrieron Ilos
espectros de las fracciones en forma de pastillas con KBr ¥y

en emulsiédn (con fluorolube y nujol).

Las espectroscoplas de resonancia madgnetica nuclear
(RMN) se realizaron en la Universidad Estatal de San Diego
(SDSEU) en la Facultad de Quimica y en la Universidad de
California (UCSD) en el Instituto de Oceanografla (SCRIPPS).
Las muestras se corrierdn en cloroformo deuterado (como
disolvente), con escala sencilla y expandida. Utilizando como
referencia el Tetrametilsilano (TMS8), y con un tiempo de

barrido de cinco minutos.

Las espectroscoplas de infrarojo, resonancia magnetica
nuclear y de masas de la fraccién A2 se realizaron en el
Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autdnoma de
M&xico (UNAM). E! espectro infrarojo se corrid en solucibn de
cloroformo, mientras que el espectro de resonancia se obtuvo
con escala sencilla e integrada, utilizando cloroformo

deuterado como disolvente (CDCI13).

Todos los datos generados por los espectros fueron
comparados y evaluados con respecto a las tablas espectrales

de Pretsch et. al. (1983).
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4,8 Determineaeidn de Aotividad Hipocolesterolémica

4,6.1 PRE-EXPERIMENTO

Se realiz® un pre-experimento inicial con la
finalidad de estructurar un disefio adecuadao para el
experimento de actividad. El cual constd de tres fases. La
primera consistid en realizar un monitoreo de la
concentracidn de colesterol total ( mg/dl ) en plasma
sangulineo de conejos por la reaccidn de Liebermann-Burchard
de acuerdo a Beveridge et. al., (1858). Para el cual se
utilizaron tres grupos de 3 conejos (adultos) cada uno, bajo
condiciones normales de alimentacidn. En la segunda ¥y
tercer fase fueron utilizados los mismos tres grupos de
conejos, cabe aclarar que estos estaban conformados por
cuatro conejos machos y cinco conejos hembras. En el cual un
grupo sirvi® como testigo ( para ambas fases ), otro al que

se le suministr®d una désis subcutlnea de 1.00 ml de aceite de

almendras (para evaluar si el medio oleoso influla en Ila
determinacidn de colesterol o bien si la désis |legaba a ser
letal) y al tercero al que se le suministrd la misma

inoculacidn pero con una concentracidn de 0.10 a 0.20
gramos/ml de colesterol (para evaluar el porcentaje de

colesterol asimilado). Al final del perlodo establecido para
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cada una de las fases anteriormente descritas ( 72 horas para

primer fase y 96 horas para la segunda y tercera fase), se

tomaren muestras de sangre Yy se determinaron sSuUs
concentraciones de colesterol total. Dicha muestra fud® tomada
de la vena auricular utilizando una jeringa insullnica. Se
extrajo aproximadamente wun mililitro de sangre de cada
orgnismo. Las muestras de sangre fueron colocadas en un bafio
a 37 ° por un perlodo de 10 minutos con objeto de coagular
la sangre. Una vez ocurrido esto fueron centrifugadas las
muestras a 4,000 RFM por 25 minutos para obtener el suero
sanguineo, para la determinaci®dn de colesterol total. Cada

muestra fu®& analizada por triplicado.

4,6.,2 EXPERIMENTO ACTIVIDAD

Una vez realizadas las fases del pre-experimento se
prosiguis a llevar a cabo el experimento para la
determinacidn de la actividad hipocolesterol&mica del

compuesto aislado.

Este experimento consistid en utilizar tres grupos de
tres conejos adultos cada uno (cuatro machos y 5 hembras). En
el cual el primer grupo sirvid como testigo. El segundo grupo
se le suministrd colesterol a razdn de 0.10-0.20 gramos/ml
por conejo via oleosa (volumen innoculado 1.0 ml) y el tercer
grupo fu® dosificado con la misma cantidad de colesterol mas

una ddsis (0,10 mg) del compuesto aislado. Al t&rmino del
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perlodo de 72 horas, se procedid a tomar muestras de plasma
sangulineo de los conejos para poder determinar la
concentraci®dn total de colesterol presente, y asl poder
determinar el porcentaje de actividad hipocolesterol&mica. La
metodoldédgia fud igual a la anteriormente mencionada, las
muestras de sangre fueron tomadas al inicio y cada 24 horas
hasta el peribddo establecido.

Una vez obtenidos los resultados para cada intervalo de
tiempo (inicio, 24 hrs., 48 hrs., y 72 hrs.) . Se realizd un
andlisis estadistico no parametrico dadas las condiciones en
las que se efectuo el pre-experimento y experimento de
actividad. Dicho andlisis consiti® en tratar los datos de las
fases experimentales con la prueba de Kruskal-Wallis, para
determinar su variacidn significativa seguida de la prueba de
Wilcoxon para cada grupo y as! poder determinar a cual de
ellos se le atribuye las variaciones significativas (Siegel,

1986) .
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5. DESARROLLO Y RESULTADOS

5.1. PRIMERA FASE

Las extracciones de la submuestra Ml-1 (m&todo de Tsuda)
presentd wuna coloracidn vino; mientras que en la submuestra
M1-2 (método de Reiner) se observd una coloracioh verde, en
presencia de luz ultravioleta (UV) se distinguid wun color
vino. En esta fase se obtuvieron tres fracciones esteroidales
las cuales se nombraron como F3,F4, y F5 respectivamente a
partir de la submuestra Mi-1, mientras que para la submuestra
M1-2 se obtuvieron dos fracciones, las cuales se denominaron

como Fl1 y F2.

La fraccidn F1 estuvo constitulda por cristales de color
blanco opaco con punto de fusidn 127-129 OC, y la fraccidn F2
presentd cristales cas! transparentes con una ligera

coloracidn amarillenta y con un punto de fusidn de 129-131

%, La fraccidn F3 presentd unos cristales de color
amarillento con punto de fusidn 120-122 oC. la fraccidn F4
cristales de color caf& con punto de fusién 113-115 °Cy la

fraccidn F5 cristales de color blanco opaco con un punto de

fusidn 110-113 °C, (Tabla 1).
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Todas las fracciones F1,F2,F3,F4 y F5 se comportaron con
mayor solubilidad en disolventes no polares. Las reacciones
colorimé&tricas de dichas fracciones dieron resul tados

positivos para ambas pruebas ( Tabla I y III ).

Aunque las fracciones F1 y F2 dieron resul tados
positivos sus coloraciones fueron mds intensas comparadas con
respecto a las otras fracciones, especialmente en la prueba
de Salkowski.

Las espectroscoplas al infrarojo correspondientes a las
fracciones F2, F3 y F4 (Figs. 4, 5 y 6) presentaron
absorciones caracterlsticas entre 3650-3590 cm_1 debido a
grupos O0OH con puente de hidrdgeno intermolecular, sefiales
entre 2960-2850 cm—1 debido a grupos alcanos (-CHg, -CHz-) vy
sefiales entre 1485-1445 cm-1 debido a grupos alcanos de
tijera (=CHo-) o bien un grupo alcohol. Y sefiales
particulares para la fraccidn F2 (Fig.4) entre 1370-1365 cm

. debido a grupos gem-dimetilos (isopropilo) y entre B40-790

cm_l debido a grupos alcano (etilo). Para F3 (Fig. 5)
presentd sefiales particulares entre 1680-1620 cm—1 debido a
dobles enlaces. La fraccidn F4 (Fig. 6) tambié&n presentd la

seflal en 1370-1365 cm-1 debido a grupos gem-dimetilos

(isopropilo).
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TABLA II PRUEEA DE LIERPERMANN-EURCHARD

FRRCCIONES PRUEBA DE LIBERMANN BURCAHRD.
Resul tado Color Intensidad

F1 POSITIVA fimarillo- Intensa
Uiclata

Fa POSITIUA Amarille Media-Intensa

F3 POSITIVA Uerde Hedia-Intensa
Fa POSITIVA ﬁzul—Uerde Dehil
F5 POSITIVA fizul-Verdel|| Intensa




TABLA III

FRACCION

PRUEEA DE

PRUEBA DE SALKOMSKI.

Resul tado

Color

SALKOUSKI

Intensidad

POSITIVA
POSITIVaA

POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA

Anaranjado

Anaranjado-
RoJo

fimarillo
fimarillo
nnarillo.

Media-Intensa
Intensa

Debil
Debil
Debhil
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Por otra parte los espectros infrarojo de las fracciones
F1 y F5 (Figs. 7 y 8 ) registraron sefales comunes entre

2060-2850 cm © debido a grupos alcanos (-CHg , -CHz-) y 1485-

1445 cm—1 debido a grupos alcanos de tijera (-CHp-). Y
sefiales particulares para la fraccidn F5 (Fig. 8) entre
1718-1704 om ' debido a grupos cetdnicos (anillo de 5

miembros) o A&cidos carboxllicos (alfa, beta insaturados
alifdticos). Y seftales entre 1385-1380 c:m_1 debido a grupos

gem-dimetilos (isopropilo).

Las espectroscoplas de resonancia magnetica nuclear
(RMN) para las fracciones F2, F3 y F5 (Figs. 9, 10 y 11).
Presentaron las siguientes seflales, para l|la fraccibn FZ2
(Fig. 9) sefiales simples, dobles y multiples entre 0.56-2,08
ppm debido a protones de metilo y metileno, tambi&n se
registraron dos seflales simples (singuletes) entre 0.61-1.26
ppm debido a protones metilo de la forma CH3C y CHz~C-C=C, y
una seflal multiple (multiplete) entre 4.8-5.1 ppm debido a
los protones oleflnicos de la forma -C=CHp-, -C=CH- Y -C=CH-

(clelico).

Para las fracciones F3 y F5 (Figs. 10 y 11) se
observa el mismo patrdn de desplazamiento, ambos presentaron
absorciones entre 0.56 - 2.31 ppm as! como las absorciones
para doble enlaces olefinicos registrdndose como una sefial

mtltiple a 4.96 - 5.36 ppm.
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5.2, SEGUNDA FASE

En esta fase se efectud la purificacidn del esterol en
estudio (sargasterol), as! como la determinacidn de su

actividad como agente hipocolesterol@mico.

El extracto cristalizado presentd una coloracidn naranija
muy intensa, los esteroles cristalizados se denotaron por
una forma de hojuelas y un color blanco opaco con un ligera
tonalidad amarillenta. Fara esta fase se obtuvieron cinco
fracciones esteroidales, las cuales se nombraron como
c1,C2,C3,C4 y C5. Las que fueron disueltas para conformar la
fraccibn Al y despuds de su purificacidn mediante
cromatografla de capa delgada se nombrd como la fraccidn AZ2.

Las fracciones caracterizadas como Cl1l, C2, C3, C4 y C5
se les determind su punto de fusidn (Tabla [IV). Se obtuvieron
unos intervalos de fusidn muy similares para todas las
fracciones. Por 1o gque se establecid recurrir a las
espectroscoplas (RMN) para establecer caracterlsticas
estructurales. Las fracciones C4 y C5 aunque presentaron
rangos de fusibn similares, no fu® posible obtener sus
espectros RMN dado gque no se contd con la cantidad

suficiente.
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ITaBLA

CARACTERISTICAS

FRACCION

IV

La MUESTRA N2

COLOR

FORMA

FISICAS DE LAS FRACCIONES DE

PUNTO DE FUSION

Cl
ca
C3
c4
C3

BLANCO
BLANCO
BLANCO
BLANCO
BLANCO

AMORFO
HOJUE.
AGUJAS
HOJUE.
AMORFO

RANGO 121-122 C
RANGO 121-123 C
RANGO 119-124 C
RANGO 121-124 C
RANGO 119-128 C

ABREVIACIONES:
HOJUE.==> HOJUELAS



Los espectros de la fraccion C1, (Figs. 12a, 12b ),
mostrardn sefales simples (singuletes) entre 1.2-0.7 ppm
debido a protones metilicos, tambi®n presentd una extensa
banda de sefiales (singuletes, dobletes, y multipletes) debido
a protones metilo y metileno. A su vez se detectd una sefal
cuddruple entre 5.2-5.0 ppm y una sefial doble entre 5.4-5.3
ppm debido a protones oleflnicos y una sefial mltiple en 3.6
ppm debido a una posible asociacidn alifadtica originada

por grupos metilo y metileno del nlicleo esteroidal.

Los espectros tanto de la fraccidn C2 ( Figs. 13a, 13b )
como C3 ( Figs. 14a, 14b) mostraron las mismas sefiales que la
fraccidn Cl y Unicamente la fracecidn C2 presentd una ligera
diferencia, una sefial simple (singulete) en 5.1 ppm debido

a un alcohol en un disolvente inerte.
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La fraccldn Al despuds de las cristalizaciones presentd
cristales blancos con una ligera tonalidad amarillenta. Dicha
fracecidn denoctd una coloracidn viclac=a en la cromatograrfla
(un revelado caracterlstico de los esteroles) Y una

presencia de sulfato cErico. A asta

w

coloracidn caf® en |

tal

o

S

4]

fracecidn se le caracterizd como AZ obteniendo unos cri
blancos en forma de hojuelas, de este esterol fud aislada la
. s . . ' 0
cantidad de 350 mg, con un punto de fusidn de 115-120 °C.
El espectro Infraroje de la fraccidn A2 (Fig, 15)
. s o -1 ’
presentd bandas carctarlsticas entre 3850-3520 cm debido a
un  geupo hidroxile con puente de hidrdgeno intermolscular,
o~ -“om AL —1 AR o *~
sefiales entre 29G60-2Z850 cm debido a grupes aleanos (-CHz-,
=1

-CHz2-) y seffjales entre 1485-1445 cm debide a grupos

alcanocs de tijera (-CHp-) o bien un grupo alcchol, sefales

- - i ’ 3
entre 1370-1365 cm debido a grupos gem-dimecilos
: - - -1 ;
tisopropil) y entre 840-780 cm debido a grupos alcanos

(isopropilo y N-propil).

Por otra parte la egspectroscopla de resocnancia magnetica
nuclear (RMN) mostrd sefiales simples, debles y multiples
entre 1.0-2.3 ppm d&bido a pretones de metilo y a protones de
metilenao, tambi&n se registraron fres seflales simples
(singuletes) en O.687 ppm, Q.93 ppm ¥ L.00 ppm debhido a loc

protones metilo de la forma CHz y CHz-C-C = C, una s=fal

entre 3.25 y 3.75 ppm debido a un protdn de un  hidroxile vy
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una seflal multiple (multiplete) entre 5.0-5.5 ppm debido a
los protones oleflnicos de un carbdn trisubstituldo de la

forma >C = CHp, »>C = CH - y >C = CH - (cleclico) ( Fig. 16 ).

La espectroscopla de masas (Fig. 17a y 17b ) mostrd
una sefial a m/e 412 (M +), la cual es el pico padre o idn
molecular, una sefial a m/e 397 (M+ -15), lo cual implica Ila
pérdida de un metilo, una sefial a m/e 379 (M+ - 33) implica
la péerdida de una molédcula de agua (un hidroxilo) mas un
metilo, una seffal en m/e 314 (100%) la cual es el pico
fundamental y estd de acuerdo a la fdrmula CpoH340, una sehal
en m/e 145 (20%) para CqiH;3, una sefial en m/e 105 (50%), que
esta de acuerdo para la fédrmula CgHg(CH2)», una sefial en m/e
91 (45%) , para de 06H50H2 y una sefilal en m/e bbb (89.7%),

implica una estructura de CyH7.
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5.3, BIOENSAYO

En la primera fase se obtuvo un valor promedio X= 99
mg/dl, correspondiente al nivel medio de colesterol total en
suero sanguineo de conejos, con una desviacién estandar de +

12.47 mg/dl ( Tabla V ).

La segunda y tercera fases fueron |levadas a cabo
simul taneamente. En estas, los conejos toleraron las dbsis

suministradas tanto de aceite de almendras como la mezcla del

mismo con colesterol. La segunda fase mostrd un valor
promedio X= 121.52 mg/dl correspondiente al nivel medio de
colesterol total del primer grupo, con una desviacidn

estandar de + 18.7 mg/dl. En el segundo grupo se obtuvo un
valor promedio X= 122 mg/dl correspondiente al nivel medio de
colesterol, con una desviacidn estandar de + 15.5 mg/dl
(Tabla VI).

La tercera fase del pre-experimento presentd® para el
tercer grupo un valor promedio X= 225.5 mg/dl,
correspondiente a el nivel medio de colesterol total con una
desviacidn estandar de + 40.7 mg/dl. Y un valor promedio
X= 90.5 % correspondiente a el porcentaje asimilado del
colesterol con una desviacién estandar de + 10 mg/dl ( Tabla

Vi),
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T A BLA U

NIVELES DE COLESTEROL TOTAL EN SUERD SANGUINED DE CONEJOS
{ PRE-EXPERIMENTO FASE 1 )

—--—.—.-—.—:-___-.__-—-._.---—‘_’.___-T_m
GRUPO - # PES0O SEX0 TRANSMITANCIA DENSIDAD || COLES
INICIAL PORCENTAJE OPTICA INI
tkas, ) e :
+
Grupo I 1 2.3@0 M 88 % @.@97 91 "
2 2.449 ® 78 ¥ B.118 1@3 .
3 2.5089 i 8 2 % @.887 82 -~
+
Grupo I1 i 2.884 H T8 ¥ a8.118 183 ;
2 2.758 - 7 4 ¥ @.139 122 :
3 3.288 H 88 ¥ 8.896 99 -
| +
Grupo II1I| 4 2.588 H 76 @.119 ; 112 N
2 2.780 H 88 v @.396 § ag "
3 2.568 | H 79 % @.104 | 98 -
nu—-i:—:a——-—!m—-m—-ﬁ—n——m




TABLA VI
ASINILACION DE COLESTEROL UIA SUBCUTANEA EN CONEJOS
( PRE-EXPERIMENTO FRSE 2 )

< NREA e f O e S T

GRUPO = MILIGRAMOS NIVEL DE COLESTEROL TOTAL ™3 %
COLESTEROL ) )
APLICADOS INICIAL 29 36 7a 36 horas
Grups 1 4} —— mg/ml 91 124 || 133 127 - - -
Dieta bhazics
thlanca) 2 ———== Mg/ M] 183 133 138 131 - -
3 || =——— Mg ] g2 138 137 129 -
Grupo II1 4 120-2800 mg-ml 112 199 234 e 288
Dieta bhaszica _ '
| i# ) 2 199-298 megsml 9@ 197 229 263 282
osisz ds
ColeétE'ol 3 190-290 mg./ml 98 186 224 261 284
via oleosa




T& BL A VIl

EFECTOS DEL ACIETE DLE ALMEMDRES EN LOS MIUVELES DE

COLESTEROL EN SUERD SANGUINED DE CONEJOS
 FRE-EXPERIMENTC FASE 3 3

GRUPO & ml DE BCEITE NIVEL DE COLESTEROL TOTAL MY %
DE RLMENDRAS
BPLICADOS INICIAL 24 36 7z Qe horash
Grupo [ i/l === 1 91 124 133 i2%7 - - -
Dieta hasica ‘ ’
thlanco 2 || mm———— il 183 133 . 138 131 - - -
|| m=——- rl g2 136 137
Grupo IT 1 i1.088 Ml 183 135 95
Dieta basica
= z 1.088 r4l 122 129 115
Roeite de
almendras 2 1.828 1 oB 135 ii4
-----_:-J_-_Amn_r_-__-i\:_-_



Los resultados del andlisis estadistico fueron los
siguientes para la primera fase; grupo | una X= 92 mg/dl +
10.5, grupo 1l una X= 105 mg/dl + 16 y grupo [1]l una X= 100 +
11.1. Lo cual represento la homogenidad en los grupos. A su
vez se vid corroborado esto con lé prueba de Kruskal-Wallis,
la que denot® la ausencia de diferencias significativas entre
los grupos. Con respecto a la segunda y tercer fase, el grupo
I mostrd una X= 121.5 mg/dl + 18.7, el grupo Il una X= 122
mg/dl + 15.5 y el grupo IIl una X= 225.5 mg/dl + 40.7. Lo que
denoto una concentracidn elevada para el tercer grupo Yy
concentraciones similares para los dos primeros. Las pruebas
de Kruskal-Wallis y Wilcoxon presentaron diferencias
significativas a partir de las 24 horas entre los grupos 1-3
y 2-3, mientras que para los grupos 1-2 no presentd
diferencias significativas.

El procedimiento para la determinacidn de la actividad
del esterol aislado fu® el mismo que el utilizado en la fase
dos y tres, con variantes en el uso de colesterol para el
segundo grupo, Yy de colesterol mds el fucosterol aislado

(fraccibn A2) para el tercer grupo.

En el experimento de actividad hipoclesterolémica,
todos los conejos toleraron las ddsis suministradas de
colesterol con aceite de almendras y de dicha mezcla con el
fitoesterol aislado. En el efecto hipocolesterolé&mico se
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encontrd un valor promedio X= 123 mg/dl para el ¢grupo |
correspondiente a el nivel medioc de colesterol total en el

plasma sangulneo de conejos y con una dasviacidn estandar de

o

+ 7.8 mg/dl. Un valasr promedio X= 275 mg/dl para el grupo 2
correspondiente a el nivel medio del colesterol total, con
una dessviacidn estandar de + 37.4 mg/dl. ¥ por Altimo  un
valor premedio X= 164 mg/dl para e! grupc 3 correspondiente

con una desviacidn

it
Q
—

a el nive | medio de colesterol tof
’:l

estandar de * 25 mg/dl (Tabla VIII), El comportamisnto de los

niveles de colestero! para los tres grupos 2 lo largo del

experimentn de actividad denotd que el grupo 1T tuvo  un
compertamiento constante con respecta al ftiempo en I3
concentracidn total mientras que los grupos | y [
pressntaron un comportamiento ascendente a2n s51u5
concentraciones durante las 24 horas 2 partir de la cual el
grupo 11 continuo su aumento hasta ias 72 horas, =i tercer
grupo al cabo de las 24 horas empezd a disminuir su

concentracidn hasta tender ser constante. Lo ecual mostrd
claramente 2l sfscto hnipocolesterolfmico en el plazma
sangulneog (figura 18),.

Los resultados del andlisis estadlstico de los grupes I,
il s 11l presentaron las concentraciones respectivamente de
123 mg/sdl * 7/6, 275 mg/dl » 78.7 y 164 mg/dl *+ 32.2 . Las
pruebas de Kruskal-Wallis y Wilcoxon denotarcon diferencias

-

significativas entre los grupos 1-3 y 2-3. Mientras que Ilos



TaBLAa VI

EFECTO HIPGCOLESTEROLEMICO EN LOS NIVELES DE COLESTEROL EN FLASHA SANGUINED DE CONEJOS
( ENPERINENTO ACTIVIDAD )

GRUPO ¥ PESO ALIHENTO NIMEL DE CbLESIEROL TOTAL ny 4% +-D.S
PROMEDIO || PROMEDIO .
| JHICIAL grs/congjo || INICIAL a4 43 72 9% horas
deupo |
Diets hazical 3 || &,400 grs|| 170 ars/diajf 125+-42,0) 123+-6.0] £294-49 || 4284-38 || - - - -
(Blanco}
'
Grups ii
Dieta basica . . .
t 3|l 2,999 arsi| 227 grs/diall £154-5,9 | 325+-9.0| 273+-7.0| 291442 | 313+-1¢8
Colestarol
{vig oleosa)
9.4-0.2 grs,
orugo 111
Dieta basica ~ _ ~
+ 30 2,500 grsy 225 wrs/diall 193+4-4.0 | 1904-17 | L84+-12 || 145+-14 || 49+-5.9
Colesteral
t
Fucosteral
80,9 na,

(via oleosa)

NOTA:: FIRCENTAJE DE

ASIMILACION DE COLESTEROL 84 % + 13.7
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grupos 1-2 no presentaron diferencias significativas en los

intervalos de O y 72 horas.
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6. DISCUSIONES

6.1. PRIMERA FASE

En las extracciones el m&todo de Tsuda tuvo un menor
rendimiento de extracto insaponificable, en comparacidn con
el me&todo de Reiner. De igual manera al cristalizarse ambos
extractos se obtuvd mayor rendimiento de esterolss crudos por
el método de extraccidn de Reiner atribuible esto a el tiempo
de extracci® y a la polaridad de los solventes utilizados,

Cabe mencionar, tambi®n que dicho método es el mas
seguro de aplicar, ya que no emplea solventes cancerigenos
como en el caso del mé&todo de Tsuda, que utiliza benceno.

Fosteriormente las pruebas de Liebermann-Burchard y
Salkowski, mostraron que efectivamente por ambos me&todos se
pudieron aislar los esteroles crudos presentes en el alga.
Sin embargo la presencia de coloraciones mas intensas en las
fracciones extraldas por el método de Reiner, sugirid que se
encontraban estos en mayor cantidad y casl sin la prasencia
de otros compuestos como pigmentos, diterpenos y triterpenos,
lo cual se determind® de acuerdo a los resultados especlficos

de las pruebas (de tipo, intensidad y tiempo de reaccidn),.

Las coloraciones amarillas y rojas de la prueba de

Salkowski en las fracciones F3, F4 y F5 sugieren la presencia

de esteroles. Aunque, tambi®&n pudiesen presentarase otros
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compuestos como carotenos principalmente y xantdfilas (Lewey

y Gorham, 1984) (ver Anexo 1). En las fracciones Fl1 y F2 las

coloracliones anaranjadas y rojas intensas son indicio de alto

contenido de esteroles en alta concentracidn y sin

impurezas.

Segln Dominguez (1979) las coloraciones de la prueba
de Liebermann-Burchard de las fracciones F1 y F2 parecs,
corresponder a grupos metilo en el Carbono 10 y Carbono 13 vy
a una “5-insaturaccidn, esto se infirid de acuerdo al orden
y tiempo de aparicidn de la coloracidn (< a 15 min). De tal
manera que las fracciones F1, F2, F3, y F5 presentaron poca
probabilidad de estar contaminados por otros compuestos,
mientras que la fracci®dn F4 sugirid la presencia de un

derivado esteroidal como pigmentos, diterpenos y triterpenos.

6.1.1 FRACCION F1

LLos cristales de la fraccidn F1 fundieron entre 127-
1290°C 1o cual implicd la presencia de una mezcla ds
esteroles isbmeros entre s! con caracteristicas similares,
Como podrlan ser el fucosterol y el sargasterol (Anexc 3)
(Heilbron, et. al., 1934; Tsuda, et. al., 1858 a ). Al
analizar el espectro de infrarojo, se observaron sefiales

entre 2960-2850 y 1485-1445 c:m_1 fueron correspondientes a

los estiramientos de C-H y flexiones de -CHp- asignados a los
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carbonos 25 y 28 y a los carbonos 22 y 23 respectivamente,

como lo presenta un esterol de férmula CogHygl (Sargasterol

y Fucosterol). Las seftales entre 1370-1365 c¢m . fueron
correspondientes a grupos gem-dimetil de los carbonos 26 y 27
de los mismos esteroles. Por otra parte, tuvimos una
discrepancia notable en las seflales entre 3650-3590 cm_l
correspondientes a un grupo hidroxilo, ya que se presentd una
banda ancha y la sefial esperada era una banda aguda media o
intensa, por lo cual si se tratara de una mezcla de esteroles
del tipo CpgHyug0 deberia de estar presente. Ya que no se
cantd con su espectroscopla de resonancia magnédtica nuclear
no fu®& posible establecer si realmente fué Ila mezcla
propuesta o bien es alguno de los esteroles comunes en las
algas pardas (fucosterol o sargasterol); se pudiese asumir
una posible contaminacidn con otra sustancia, aunque sl
punto de fusidn no lo reveld. De lo anterior, pudimos
establecer que se tratd de una fraccidn integrada por una

mezcla de fitoesteroles.

6.1.2 FRACCION F2

Los cristales de la fraccidbn F2 fundieron entre 125-131
0C, lo cual en primera instancia correspondid®d a valores de

puntos de fusibn del sargasterol seglin Tsuda et. al. (1958b).
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La espectroscopla de infrarojo (IR) mostrd serales

entre 3650-3590 <::m—1 correspondientes a un grupo hidroxilo,

el cual estad unido a un carb®dn secundario (en posicidn beta),
que en este caso es el carbono 3 para los tres esteroles; las
seflales entre 2060-2850 y 1485-1445 cm_1 correspondieron a
los estiramientos de -CH- de los carbonos 25 y 28 . Las
seflales entre 1485 y1445 cm—1 corresponden a las flexiones dse
-CHp- asignados a los carbonos 22 y 23. Por otra parte Ilas

seflales entre 1370-1365 cm-1 correspondiron a grupos gem-

dimetilos asignados a los carbonos 26 y 27, las sefales
entre 840-790 cm—1 corresponden a grupos alquenos
trisubstituidos del carbono 5 y 6. Con respecto a su

espectro de resonancia magnética nucelar (RMN) mostrd un

perfil tipico de esteroles donde las seflales simples, dobles

y mltiples entre 0.56 - 2.28 ppm corresponden a la extensa
banda de protones de los grupos metilo y metileno del ntcleo
esteroidal. Dentro de esta banda se observan tres sefales

simples en 1.26 ppm, 0.96 ppm y 0.61 ppm, correspondientes a
los protones metillicos de los carbonos 18, 10 y 21. Una sefial
mtiple entre 3.268 - 3.868 ppm correspondientes al protdn del
hidréxilo wunido al carbono 3., La sefial miltiple entre 4.8 -
5.1 ppm corresponden a los protones oleflinicos de la cadsena
lateral de los carbonos 24 y 28 y a los protones oleflnicos
(trisubstituidos) de los carbonos 5 y 6 del anillo

esteroidal.
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De acuerdo a la informacidn recabada para la fraccidn F2
se pudo establecer que el fitoesterol en cuestidtn fud ol

Sargasterol (Anexo 3).

6.1.3 FRACCION F3

La fracciébn F3 con temperatura de fusidn entre 120-122
oC, sugiere la presencia de 4 compuestos esteroidales, o
bien la mezcla de dos esteroles, las opciones posibles pueden
ser: el ~7-Colestenol ( Scheuer, 1973); o la mezcla de
fitoesteroles como el fucosterol ( Heilbron et. al., 1934),
con el 29-Metilisofucosterol (s} bien el 24

Dehidrocolesterol ( Scheuer, 1973) y el sargasteral Tsuda

et. al., (1958a) .

A partir de los resultados de la prueba de Salkowski,
se sugiere la presencia de concentraciones bajas de esteroles
o la posible presencia de otros compuestos que dan la
reaccidn positiva.

El espectro infrarojo (IR) mostr® sefiales entre 3650-
3580 t::m_1 las cuales corresponden a un grupo hidroxilo unido
a wun carbén secundario asignadas al carbono 3, las senaless
entre 2860-2850 cm_1 y 1485-1445 c:m_1 se asocian a los
estiramientos de C-H y a las flexiones de -CH2- asignadas a

los carbonos 22 y 283. Y en particular las sefiales entre 1680-

1620 cm_1 fueron debidas a los estiramientos de C-C de
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alquenos. Por lo que se dedujo la presencia de dobles

enlaces, en los carbonos 5, 6, 27 y 28. La ausencia de

seflales en 1370-1365 y 840-790 cm—1 degcarta la posibilidad
de combinacidn de esteroles, dado qua S0nN bandas
caracteristicas de los fitoesteroles de 29 &tomos de
carbono, asumiendo as! la presencia de un derivado esteroidal

que pudiera ser el *7 Colestenol.

Ahora bien sl consideramos la presencia de &ste esterol,
tenemos que las sefiales en 3650-3590 cm-1 corresponde al
grupo hidroxilo asignado al carbono 3, las seflales entre
2960-2850 y 1485-1445 c:m_1 se deben a los carbonos 26, 27, vy
a los carbonos 22 y 23 (Dominguez, 1978). Las sefales entre
1680-1620 c:m—1 fueron debido al carbono 7. Sin embargo, no
estan presentes las seflales entre 1370-1365 de los grupos
gem-dimetil, lo cual sugiere que esta elucidacidn no es la

opcidn mads apoyada.

El espectro RMN presentd caracteristicas de esterolss.
Un conjunto de sefales entre 2,1-0.6 ppm lo cual
correspondid a los protones metilo y metileno del nlcleo
esteroidal, Las sefiales simples entre 1.18-0,.61 PPMm

correspondieron a los protones metillicos de los carbonos 18 ¥y
19 que no se detectaron el el espectro |IR (posiblemente por
la cercanla de las sefiales entre 1400 cm—l) y la sefial

maltiple entre 4.96-5.36 ppm correspondid a los protonses
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olefinicos del anillo de los Carbonos 5 vy 6, (Dominguez
1979). La diferencia con respecto a la fraccidn F2 en el
espectro RMN es una seflal simple entre 2.09-2.1 ppm, debido a
unos protones metileno de un sistema de anillos; de un
compuesto derivado del perhidrociclopentanofenantreno. Lo que
pudiese asociarsele a una insaturacidn (doble enlace) en el

Carbono 5 .

La falta del espectro EM no nos permiti® precisar la
elucidacibn del esterol “7-Colestenol, aun cuando el espectro
de resonancia haya denotado informacidn para Ilas otras
opciones. Sin embargo, si consideramos que el fucosterol y
sargasterol son esteroles presentes en algas pardas, es muy
posible que el “7 colestenol no pueda estar presente, dado
que se infiere que es un derivado del colesterol y que debe

de estar relacionado en su proceso de biosintesis.

6.1.4 FRACCION F4

El punto de fusitn de la fraccidn F4 y las pruebas
cualitativas sugieren la presencia de un derivado
esteroidal o algln terpencide lineal, en baja concentracid (

Dominguez, 1979 ).

Analizando los puntos de fusidn encontramos que pudiese

tratarse del 24-Metilencolestanol (Scheuer, 1978) y 24 -
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Dehidrocolesterol (Scheuer, 1973), o bien algun triterpenoide

(Dominguez, 1979)

El espectro IR mostrd sefiales en 3650-3590 cm
correspondientes a un grupo hidrdxilo &n un carbono

secundario del Carbono 3. Las sefiales entre 2960-2850 vy

1485-1445 cm_l gse deben a los estiramientos de C-H de los

carbonos 8, 9, 14, 17, 20 y a las flexiones de -CHg- de los
carbonos 22 y 23. Las seflales entre 1370-1365 cm—1
corresponden a los grupos gem-dimetil de los carbonos 26 vy
27. Como el 24-metilencolestanol es un derivado del 24-
metilencolesterol, y surge como un producto de la oxidacidn
del fucosterol (Patterson, 1971; Goodwin, 1974), podemos
pensar en la factibilidad de la presencia de este esterol. A

su vez el 24-dehidrocolesterol (desmosterol), también

aislado de algas pardas pudiese estar presente.

La ausencia del Espectro RMN y EM no permite llegar a la
elucidacidn mas precisa de la presencia del 24~

metilencolestanol o del 24-dehidrocolesterol.

6.1.5 FRACCION F5

La fracecidbn F5 presentd un punto de fusidn de 110-113 OC
y sus pruebas cualitativas dieron resultados similares a |los

de la fraccidn F3; mads por su punto de fusidn no parece
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tratarse del mismo compuesto. Se podria plantear la presencia

de un derivado acetilado. Ya que el espectro IR mostrd

-4
que las sehales entre 2Z960-2850 y 1485-1445 cm se asocian a
los estiramientos de los C-H y a las flexiones de -CHe- . Las
sefiales en 1718-1704 <::m—1 corresponde a grupos carbonilc vy

las sefiales entre 1385-1380 c:m"1 a los grupos gem-dimetil vy

las sefiales en 690 c:m_1 a flexiones de C-H de cis-algquenos
disubstituidos.
El espectro RMN mostr® las mismas seflales que la

fraccidn F3 con pequefias diferencias en 1.26 y en 1,96 ppm
las cuales corresponden a los grupos metilo y metileno del

anillo esteroidal.

Debido a la similitud entre las espectroscoplas IR y
RMN entre las fracciones F3 y F5, se sugiere la posibilidad
de la presencia del acetato del 7 - Colestenol. Esto se
confirma debido a que los acetatos de los esteroides del tipo
3-beta-ol tienen punto de fusidn mds bajos que sus esteroles,
as! como Ja sefial en infrarojo a los 1733-1738 c:mm1 y la

ausencia de las senales para OH tanto en infrarojo como @n

resonancia magné&tica nuclear.
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6.2 SEGUNDA FASE

6.2.1 Fraoceld A2

Los esteroles aislados en las fracciones Cl1, C2, y C3
presentaron puntos de fusidn muy similares dentro del rango

de los 119-124 °c.

Al analizar los espectros RMN (Figs. 15, 16 y 17)
podemos considerar que las fracciones C1l, C2 y C3 son el
mismo esterol, diferenciddose umente en la intensidad de las

bandas, de lo cual se puede interpretar como diferencia en su

grado de pureza o bien su concentracidn al correr el
espectro. Analizando las principales bandas podemos
establecer lo siguiente: Las tres seflales simples

(singuletes) en 1.0 ppm, 0.9 ppm ¥y 0.7 ppm corresponden a los

protones metillicos de los carbonos C-19, C-18 vy C-21

respectivamente, las bandas entre 1.2 - 2.2 ppm se asocian a
los grupos metilo y metileno pertenecientes al nticleo
esteroidal. For otra parte la seflal entre 3.4 - 3.6 ppm

corresponden al grupos hidroxilo wunido al C-3 en posicidn

beta y las sefiales entre 5.2 - 5.0 ppm corresponden a los
protones olefinicos de Ilos «carbonos C-5 y C-22, De lo
anterior se infierela presencia de un "5 - Esterol, que

podrla ser el fucosterol.

El punto de fusidn de la fraccidn Al Yy las
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espectroscopias RMN de sus fracciones precursoras mostraron

tratarse aparentemente del Fucosterol.

8.2,2 Frasoccid A2

En el espectro IR se obtuvieron bandas a 3606 cm—1 y

1466 cm_l, que mostraron la presencia de un grupo hidroxilo
unido al nlcleo esterocidal en el carbono C-3 en posicidn
beta; la banda a 3180 cm—l correspondid a la vibracidn de
carbonos trigonales (alquenos y al grupo hidroxilo), en el
nticleo esteroidal este alargamiento C-H del sistema de
anillos corresponde a los carbonos C-3, C-8, C-9, C-14, y en
la cadena lateral este alargamiento C-H de los alquenos
corresponden a los carbonos C-17, C-20 y C-25. Las bandas a
2939 cm—l y 2868 cm"1 pertenecen a los grupos alcanos de la
forma -CHz- y -CHo- en donde los grupos metilos corresponden
a los carbonos ¢-18, C-19, C-21, C-26, C-27, C-29 y los
grupoes metilenos corresponden a los carbonos C-1, G=2, C-4,
c-7, C-11, C-12, C15, C-16, C-22 y C-23. La banda a 1466 cm_l
debido a grupos alcano de la forma -CHy- de tijera corrobora
nuevamente la presencia de los grupos metileno tanto en la

cadena lateral como en el nticleo esteroidal.

En el espectro RMN se presentaron tres sefales simples
(singuletes) en 0.67 ppm, 0.83 ppm V¥ en 1.0 ppm
correspondientes a los protones metilicos de los carbonos C-

21, C-18 y C-19 respectivamente, una sefial amplia en 3.5 ppm
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reveld la presencia de un protédn unido al carbono C-3 donde
se encuentra el grupo hidroxilo. Una sefital entre 5.35-5.30

ppm reveld la presencia de un protdn olefinico de un doble

enlace trisubstituido, el ctal corresponde al carbono C-6 de
igual manera las banda entre 5.30-5.00 ppm revelaron Ila
presencia de un protén olefinico correspondiente al carbono
C-28. S1i consideramos el espectro de masas, se observd una
seflal a m/e 412 (10%) que nos indica el peso molecular del
esterol, el cual estd de acuerdo para la fdrmula CogHygl;
la sefilal a m/e 397 (2.5%) nos representa la pérdida de un

grupo metilo que posiblemente fu® el perteneciente al carbono

C-29, ya que por su cercanla a la insaturacidn en 24 (28B) es
el més labil a reaccionar. El pico fundamental representado
por la sefial m/e 314 (100%), fud asociado a una estructura
con la férmula CosHzg vy marca el idn mas estable. La

presencia de picos en m/e 256 (2.5%), m/e 229 (30%), m/e 213
(12.5%) y m/e 119 (27.5%) son caracterlsticos en los ~5-
Esteroles, lo cual indica que el esterol en cuestidn tiene el
mismo sistema de anillos que el colesterol (nbcleo
esteroidal), La presencia de picos de fuerte intensidad en
m/e 314 (100%) y m/e 271 (7.5%) indica la presencia de un
doble enlace o la formacidn secundaria de un doble enlace
correspondientes a los carbonos C-22(24) 0 C-24

respectivamente.
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De acuerdo a la evidencia espectroscopla es factible

plantear la presencia de fucosterol en la fraccid AZ

6,2.,3 Hipdbtesis sobre Sargasterol en Sargassum muticum

Con base en la evidencia expuesta con anterioridad, se
pueden plantear dos hipbtesis; Primera: " existe una

variacién estacional del sargasterol para Sargassum muticum";

Y Segunda: el sargasterol forma parte del proceso

biosintético del fucosterol."

El aislamiento del Sargasterol en la primera fase del
trabajo experimental y no en la segunda fase, nos da la pauta
para considerar la primera hipotesis, considerando que el
sargasterol se habla reportado aislado previamente en

Sargassum ringgoldianum (Tsuda, 1958a), pero no fu® detectado

en los trabajos Reiner, (1962) e lkekawa, (1866, 1968) donde
fuéd demostrado que el aislamiento del sargasterol no siempre

es reproducible, planteandose que posiblemente es debidd a

alglin tipo de variacidn estacional. Podemos considerar,
tambi&n que los esteroles son compuestos que estan
asociados con organelos celulares y el formar parte en las
unidades estructurales de las membranas de particulas

celulares (Goodwin, 1973). Asl! mismo conociendo que la tasa

de recambio de c&lulas en una macroalga va a @estar en
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funeidn de |os factores de erescimiente (estadle juvenil o

adulte), repredueeidnp (fase perene © anual) ¥ fagtores

14

ambientales estes van a ineildir y propieiar cambies a nlvel
meleegular : Le que se puede adjuntar game cambios
estacienales en la compesieidn meleeular del organieme.
Existe una alta faetibilidad de que estas variagienes sean la
sausa de la presencia o ausencia del sargessterel en el alga.
Per le tante esta hipdtesis es vd|ida, hasta gue se compruebe

la varisclidn de estereles en §. gmuticum & travée del tiempe.

Haeiende referencia a la segunda hlpetesis, gue sin duda
alguna se haya relasienada een la primera, existen varies

puntes a ecensiderar,

Les estereles © sus ipmediates precurseres gen la
materia prima para la bieslntesis de cempuestes estersidales,
0 bien sen transformades a cempuestas bielbgicamente
agtives, eome le es que apartir del fueasterel se oariginen
atros eompuestes per efeetes de oxidagidn come ; el
garingesterol, 24-metilencelesterel, desmasterel y el Z4-

exeocolesterel, come lo sugiere Knights, (1970) (ver Anexe 3),

Estudies en esterecqulmica muestran evidencia extensiva
sebre la eenfiguraeibn del radical en el C=20 (alfa=H Atome)
en el nhelee estercidal, Dicha confeormacidn genera la
estabilidad e fastibilidad de formaeibn de eiertas

estrugturas durante la eiglizacidn del dxida de]l essualenpe
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(precursor de esteroides). La cual confirma de cierta manera
la hipotesis propuesta, reafirm&indose con la existencia de
otros esteroles con configuracién alfa en el carbono C-20 en
forma natural. Por otra parte tenemos que considerar que la
presencia del fucosterol en todas las algas pardas, es

indicio de un esterol con una conformacidn mads estable que la

del sargasterol, pero lo cual no implica su inexistencia o

ausencia en el organismo, pues en la primera fase s! se logrd

aislar, y esto comprueba que ambos esteroles pueden formar

parte del mismo proceso biosintetico.
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6.3 PRE-EXPERIMENTO Y EXPERIMENTO ACTIVIDAD

8.3.1 Primera Fase

La primer fase del pre-experimento mostrd un wvalor
relativamente elevado en relacidn a los valores promedio en

las concentraciones de colesterol del plasma sangulneo de los

organismos en estudio. Por su h&bitos alimenticios
(herbivoro) del conejo, la ingestidn del colesterol ®s nula,
( su origen es animal). Por tanto un wvalor promedio

(ponderado) de 99 mg/dl + 12.47 fu®& considerado como un valor
elevado para dicha situacién. Sin embargo dicho valor fu&
representativo, dado que la prueba de Kruskal-Wallis, no
mostrd diferencias significativas en las concentraciones de

colesterol para los tres grupos que conformaron la fase.

A partir de los datos obtenidos se plantea lo siguiente:
a) Los altos valores determinados por el m&todo de
Liebermann-Burchard sugiere la presencia de ciertas
substancias que mostraron interferencias, dentro de las
cuales podemos mencionar principalmente a la hemoglobina, los
bromuros y las bilirubinas. Ya que en concentraciones
mayores de 2.5 mg/d]l ocasionan la interferencia mencionada
(Chiamori et., al., 1859). Complementariamente a este
criterio, se sabe que de acuerdo a la quimica sangulnea de

los conejos estos presentan bilirubinas en concentraciones

74



del orden de 4.0 mg/dl ( Kirk, 1884).

Las determinaciones in vivo fueron sobre colesterol
total y no colesterol en estado libre. PFor lo que fue
factible la cuantificacibdn de algin otro derivado presente,
dentro de los cuales se incluyen un grupo de esteroides que

son comunes a todos los organismos, como lo son las hormonas

sexuales.

6.3,2 Segunda Fase

En la segunda fase del Pre-experimento la evaluacidn de
los posibles efectos del aceite de almendras sobre la
determinacidn del colesterol total en suero sangulneo de

conejos fué& nula.

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis encontrd
diferencias significativas para los intervalos de 24 hrs, 48
hrs y 72 hrs, en al menos uno de los tres grupos del pre-

experimento.

También se aplicd la prueba de Wilcoxon en cada
intervalo para determinar diferencias significativas entre
grupos, encontrandose que para los tres wultimos intervalos
de tiempo existieron diferencias significativas entre Ilos
grupos 1 y 3, as! como 2 y 3, lo cual implica que el grupo

tres difirid significativamente en sus niveles de colesterol,
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por efecto de su asimilacibn al ser administrado a los

organismos. Para log intervalos de 24 hrs y 48 hrs se
determinaron aparentemente diferencias significativas en las
concentraciones de colesterol; lo cual contradice lo

esperado, proponiendose como posibles causas gue originaron
dichas diferencias las giguientes: a) El nfimero de muestras
para cada grupo de cada intervalo se encuentra en el limite
inferior de la prueba estadistica es decir se requiere de
mayor nlmero de observaciones para poder establecer dichos
cambios.

b) El intervalo de confianza alfa no es el m&ds recomendable.

6.3.3 Tercer Fase

La #@iltima fase del pre-experimento tenla como finalidad
la evaluaci®n del porcentaje de asimilacidn del colesterol
suministrado via subcutAnea en conejos. De acuerdo a la
prueba de Kruskal-Wallis los grupos 1 y 3 mostraron valores
significativamente difererntes. Lo cual a su vez se vid
reflejado en el valor promedio de porcentaje de asimilacidn

estp es debido al colesterol suministrado al grupo tres.

Analizando los datos del experimento de actividad se
encontrd que la pequefia variancia entre estos grupos asegura

la uniformidad en los datos del testigo (grupo 1).

76



El grupo dos mostrd un valor elevado de colesterol
asociado al suministro que le fu® dosificado, donde se
encontro un porcentaje de asimilacien alto (Tabla VII).

El grupo 3 mostrd una disminucidn paulatina pero continua en

los niveles de colesterol con relacidn al tiempo, se observd
una accidn depresiva del orden de un 73 %. Lo cual nos
permite inferir su condicidn activa COomo agente

hipocolesterolémico por la comparacidn de los tres grupos.

La prueba de Kruskal-Wallis demostr®d que para Ilos
intervalos de 24 hrs, 48 hrs y 72 hrs se presentaron
diferencias significativas entre los grupos dos, tres y los
grupos uno, tres; lo que implica que el tercer grupo a partir
de las 24 hrs empezd a mostrar diferencias significativas, en
los niveles de colesterol, por efecto de la dbsis
suministrada via oleosa. Subsecuentemente la misma prueba
mostro diferencias entre los grupos dos, tres y los grupos
uno, tres para los siguientes intervalos, lo que corrobora lo

anteriormente expuesto.

Sin embargo las diferencias significativas de estos
intervalos tambi®&n se aplican a los grupos uno y dos, lo cual
refleja que si existe un diferencia significativa, la cual es
atributda a la actividad hipocolesterol&mica que causa el
fucosterol. Entre los grupos 1 y 3 no existid una diferencia

significativa, lo cual mostrd la eficacia de este agente
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hipocolesterolémico.

Cabe seflalar que no es sencillo dar una explicacidn

definitiva del proceso metabdlico y circunstanclas por las
cuales se ven disminuldos los niveles de colesterol; Sin

embargo, podemos considerar ciertos factores que pudiesen
clarificar este punto, como la actividad del beta-sitosterol,
el cual para disminuir la absorcidn del colesterol forma un
complejo ( beta-sitosterol y colesterol ), el cual posee

una solubilidad menor (Reiner, 1962)
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7. CONCLUSIONES

A= El procedimiento de Reiner, et. al., (1962)
presentd el mayor rendimiento en el aislamiento de

fitoesteroles crudos a partir de Sargassum muticum.

B.- En la especie en estudio se aislaron los siguient
Sargasterol, Fucosteronl y tentativamente una mezcla del i i
Colestenol y el 24-Metilencolesterol.

Cuw= El sargasterol fueé aislado Unicamente en la
primer parte de la fase experimental, aislandose en la

segunda fase fucosterol. Lo que indico que su aislamiento no

siempre es reproducible.

Dy~ Fucosterol presentd una actividad
hipocolesterol&mica en el suero sangulneo de conejos del

orden de un 73 %.

E.- El porcentaje de asimilacidn de ocolesterol via

subcutanea fue de 90.5 % de eficiencia.
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8. RECOMENDACIONES

= Be recemienda realizar un estudie mds prefunde sebre el

funcionamiente e la pesible aplicaeitn fisielbgiea del
compueste 21 alfa, 24-Etileelestan=8,24, (28) = Dien= 3 heta-
el (Flg. 23) aislade per primera vez en el alga §Sargassum
muticum,

= Llevar a cabe una variacidn estacional een respecstea les
extractos del alga £. muticum, eon la finalidad de detectar

el eentenide de fraceienes estereidales a través del tiemps.

= Evaluar la biemasa de esta alga Phaeophyta a le large de
la sesta de Baja Califernia, para poder determinapr la

factibilidad téenico-egonbmica de este regurse renovable.

= Cuantifiear ©! sargasterel y fucesterel presente en el alga
S, muticum poer métodes cromatogrdfices (ecromategrafla ds
gases) e bien per disefle de un métede calerimétrige

especializado.

= Caragterigar qulmica ¥ espectrefotometricamente las

especies mads abundantes del gemereo gargassum eon e! ebiete de

detectar en ellas sargasteral.
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- Ensayar el uso del extracto crudo o del alga como agente

hipocolesterolé&mico.

- Evaluar la rentabilidad de la obtencidn de fitoesteroles a

partir de S. muticum para su uso en farmacologla.

- Efectuar estudios para comercializar el alga en seco, o0 sus
extractos crudos con la finalidad de exportarse a palses

tecnificados para su purificacidn parcial o total,.
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Sargassum muticum (Yendo) Fensholt

Degsoeripelon

Esta alga pertenece a la familia Sargacea, del orden de
las fucales cuya distincidn mds significante es la completa
ausencia de alternancia de generaciones, es decir las plantas

son diploides.

Sargassum es un alga de talla mediana (hasta 2 m. de
longitud), su talo es perene y anual el cual esta muy
ramificado, es de color café amarillento (pardo) con  su
brgano de fijacidn discoide, sus filoide principales

(basales) aparecen en la parte basal a unos 5 cm de altura de

la. planta, repetidamente y con ramificaciones alternadas
hasta llegar a wuna forma intrincada, es decir un talo
arbustoso. Sus filoides (hojas) son de forma lineal -

lanceoladas en la porcidn basal del estipe, llegando a medir
hasta 10 c¢cm, las orillas de los filoides son dentadas o
serratadas. Los filoides entre mas altos se encuentren en el
estipe son mas chicas, generalmente de solo 4mm de longitud y
sus orillas son lisas o dentadas. Sargassum &n una planta
monoica en donde sus organos reproductivos nacen en apéndices
especiales llamados receptdculos los cuales son de 1 om de
largo por 2mm de espesor y tienen una apariencia de estar

abul tadas. Estos abultamientos son realmente las aberturas de
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unas depresiones |lamadas conceptdculos en donde s& hayan

situados los organos sexuales. No simpre se encuentran

plantas fertiles.

Los pneumatocistos, estructuras pequenias de forma
redonda son mas prominentes que otras algas de esta familia.

Son utilizados para distinguir S. muticum de otras especies y
algas del mismo orden. Estos pneumatocistos se encuentran
llenos de gas lo cual le confiere flotabilidad a las plantas.
En S. muticum nacen en racimos o sencillos en el eje de los

filoides, son lisos y de forma esférica.

Habitat y distribueion

Son localmente abundantes, saxlcolas. Se encuentran
mantos densos en agua calma, su distribucidbn en la vertical
vad desde el infralitoral inferior hasta el mesolitoral
superior ( 3 m. a 5 m. ). Esta alga no es nativa de esta zona
sino que es una especie japonesa la cual fu® introducida
accidentalmente por la importacidn de ostiones para cultivos
en esta zona. Fu&n localizada por primera vez en ila vecindad
de Coos Bay, Oregon. Hoy en dila su distribuicidn geografica
en el continente americano abarca desde la isla de Vancouver,
Columbia Brita&nica (America del Norte) hasta Baja California

Sur (México).
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Comentarios

Los pneumatocistos los cuales como se menciond confieren
flotabilidad, son una de las caracteristicas mAds importantes
de Sargassum. Esto contribuye a su ocurrencia dispersa y a su
&xito como invasor en territorios nueveos. Cuando una rama
(parte del talo) se rompe y queda desprendido del cuerpo de
la planta, puede viajar (ir a la deriva) con las corrientes y
ser arrastrado hasta otras &reas tropicales y subtropicales,
S. muticum presenta una amplia tolerancia a las temperaturas
del agua y por lo tanto a adaptarse rapidamente en el orden
de poder colonizar exitosamente un &rea extensa y nueva como

ha sucedido en la costa del pacifico .
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