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DESCRIPCION

Uso de una mezcla purificada de aminoacidos tipo micosporina (asterina 330 + palitina) en productos para preven-
cidén y tratamiento terapéutico de Parkinson y Alzheimer.

Sector de la técnica

La presente invencidn se encuadra en el sector biotecnoldgico y describe el potencial uso de un extracto purificado
de aminodécidos tipo micosporina (MAA), concretamente de asterina 330 + palitina aislado del alga roja Gelidium
sesquipedale, ademds de su posible aplicacién en preparados farmaceiiticos, nutracetticos, o alimentos funcionales,
entre otros, para prevencion y tratamiento terapéutico de Parkinson y Alzheimer.

Estado de la técnica

La radiacién ultravioleta es uno de factores bioldgicos que limitan la supervivencia, fisiologia y crecimiento de
muchos organismos. Algunos de los multiples efectos dafiinos de la radiacién UV incluye la alteracién de moléculas
de ADN y proteinas, inactivacién de enzimas y a la formacién de radicales libres, los cuales atacan a membranas
celulares y otras moléculas diana alterando su funcionalidad. Todos los organismos aerobios disponen de una gran va-
riedad de sistemas de defensa antioxidante tanto enzimaticos como no enzimaticos que se coordinan cooperativamente
y protegen al organismo de los riesgos que conlleva el estrés oxidativo. Entre ellos destacan las actividades enzimé-
ticas de la super6xido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT); ademads del acido ascérbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutatién (GSH), B-caroteno, vitamina A, flavonoides y dcidos fendlicos entre
otros.

Se entiende por radical libre a cualquier especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados en sus
orbitales externos de manera que un compuesto puede convertirse en radical libre captando o perdiendo un electrén.
Aunque existen radicales libres de muy distinta naturaleza, son las especies que derivan de la molécula de oxigeno
(ROS) las mas abundantes en los organismos aerobios destacando productos de la ruptura o la excitacién del O, como
el oxigeno singlete 'O, y especies de oxigeno que estdn parcialmente reducidas como el radical hidroxilo (OHe),
aniones superéxido (0O,7) y peréxido de hidrégeno (H,0,). Estas moléculas inestables recorren el organismo tomando
electrones con lo que recuperan su estabilidad electroquimica, esto las hace muy peligrosas porque para conseguirlo
atacan moléculas estables. Una vez que el radical libre ha conseguido tomar el electrén que necesita para emparejar
su electrén libre, la otra molécula se convierte a su vez en un radical libre, inicidndose asi un ciclo destructivo para
nuestras células.

Los radicales libres dan lugar a alteraciones importantes en moléculas como ADN, lipidos y proteinas, alteran-
do gravemente el ciclo y la funcionalidad celular. El ADN puede sufrir pérdida de bases asi como la ruptura de
una o de ambas hebras del material genético, alteraciones que pueden traducirse en mutaciones irreversibles. Mu-
chas proteinas son capaces de absorber una gran cantidad de oxidaciones sin que aparentemente se vea afectada
su funcién. Sin embargo, es indudable que las consecuencias de las alteraciones en algunas funciones, por ejem-
plo, la recepcién y transmision de sefiales, el transporte de iones, la duplicacién y reparacion del ADN, las res-
puestas a condiciones de tensién y el metabolismo energético, la transcripcién y traduccidén pueden ser criticas
para la célula. Los dafios producidos por el OHe y el 'O, son irreversibles y en términos generales marcan las
proteinas para su degradacién. Las membranas celulares también pueden resultar seriamente dafiadas en situacién
de estrés oxidativo ya que fosfolipidos que tienen acidos grasos con varios dobles enlaces son muy susceptibles
a la oxidacién por pérdida de un hidrégeno (alilico). Una vez generado el radical carbono en un 4cido graso, és-
te reacciona con el oxigeno molecular formando un radical peroxilo. El radical peroxilo puede tomar un hidrége-
no alilico a otro metileno con lo cual se propaga la reaccién. Los hidroperdxidos, que son compuestos estables,
si entran en contacto con iones metdlicos de transiciéon producirdn mds radicales libres que iniciardn y propaga-
rdn otras reacciones en cadena. Asi, las membranas resultan seriamente dafadas y por tanto su funcionalidad se ve
alterada.

Los radicales libres se asocian con un amplio rango de patologias y enfermedades como el Alzheimer o el Parkin-
son y afecciones relacionadas con la exposicién solar como la aparicién de cataratas, fotoenvejecimiento, episodios
inflamatorios y neoplasias. También son los responsables de la oxidacién de las grasas de los alimentos, que es la
forma de deterioro mas importante después de las alteraciones producidas por microorganismos. Con la oxidacion,
aparecen olores y sabores a rancio, se altera el color y la textura, y desciende el valor nutritivo al perderse algunas vi-
taminas y dcidos grasos poliinsaturados. Ademads, los productos formados en la oxidacién pueden llegar a ser nocivos
para la salud.

Los aminoécidos tipo micosporina estdn constituidos por un anillo de ciclohexenona o de ciclohexenimina, conju-
gado con un sustituyente nitrogenado de un aminodcido o su aminoalcohol que actia como croméforo permitien-
do la absorcién de determinada radiacién de onda corta. Los metabolitos que se aislan en hongos presentan un
rango de absorcién entre 310 y 320 nm y poseen anillos de ciclohexenona exclusivamente, conociéndoseles por
el nombre de micosporinas en referencia a su origen. Por el contrario, los metabolitos que se aislan de organis-
mos marinos y algas contienen anillos de ciclohexenimina, con absorciones méaximas entre 310 y 360 nm y se les
conoce con el nombre de aminodcidos tipo micosporina 6 MAAs. Auln asi, la mycosporine-glycine y la mycos-

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2303 485 Al

porine taurine son aminociclohexenonas aisladas de organismos marinos. En la actualidad hay descritas 13 micos-
porinas distintas en hongos y 23 MAAs en organismos marinos. Son moléculas pequefias, con pesos moleculares
que rondan los 330 Da y presentan una alta fotoestabilidad. Se comportan como moléculas anféteras, similares
a los aminodcidos, de manera que presentan cargas positivas y negativas en la misma molécula. Muestran carac-
teristicas fisico-quimicas propias de compuestos idnicos por ejemplo alto punto de efusién y alta solubilidad en
agua.

Son muchas las funciones que se les ha atribuido a estas moléculas en el organismo: desde osmolito orgdnico en
comunidades cianobacterianas Chlorogloeopsis, pigmentos accesorios fotosintéticos o precursores de estos, a molécu-
las determinantes en procesos reproductivos de algunas especies de peces, sin embargo es el papel fotoprotector frente
a la radiacién UV el mds aceptado y documentado ya que al parecer actiian protegiendo parcialmente a los compo-
nentes celulares y procesos fisioldgicos. Un nimero de trabajos han evaluado este tipo de moléculas por sus actividad
como fotoprotectores de uso tépico vehiculizando extractos naturales con un alto porcentaje de MAAs y viendo su
FPS y su potencial fotoprotector en células vegetales, queratinocitos humanos, etc. (Patente US 6787147; Patente
WO 02/39974; Patente WO 03/020236). También se han publicado trabajos que hacen referencia a las propiedades
antioxidativas de extractos obtenidos de algas y corales.

Dunlap y Yamamoto en 1995 (Comp. Biochem. Physiol. 112: 105-114) apuntaron a una posible actividad antio-
xidante de mycosporine-glycine mediante ensayos in vitro de peroxidacién lipidica (método de la fosfatidilcolina) a
partir de extractos de organismos marinos que contenian MAAs, mientras que otras iminoMAAs como porphyra 334,
shinorine, palythine, asterine 330 y palythinol se mostraban oxidativamente robustas y no participaban en reacciones
de oxidacién-reduccion. No obstante, como se ha indicado, dichos ensayos fueron realizados con extractos algales que
contenian ademds de MAAs un alto porcentaje de otros componentes celulares como polisacaridos, enzimas, etc., por
lo que no es posible afirmar firmemente la actividad antioxidante de mycosporine-glycine (o M-gly) en base a dicho
trabajo.

Nakayama y colaboradores en 1999 (J. Am. Oil Chem. Soc., 76: 649-653) aislaron un nuevo aminoécido tipo
micosporina del alga roja Porphyra yezoensis llamado usujilene, ya identificado en Palmaria palmata pero no en
ninguna especie de Porphyra. Sus resultados indicaban que tal MAA mostraba actividad antioxidante frente a la
autoxidacion del 4cido linoleico (Métodos del dcido tiobarbiturico y tiocianato férrico), donando determinados hidré-
genos a radicales lipidicos LOO-: y dando lugar a moléculas de MAAs estabilizadas por resonancia al igual que el
a-tocoferol.

Suh y colaboradores en 2003 (Photochem. Photobiol. 78: 109-113) sugieren también la funcién antioxidante de la
M-gly, pero probablemente actuando junto con otros MAAs activos. La M-gly, entre otros, podria jugar un importante
papel participando en la eliminacién de O, generado por sistemas fotosintetizadores endégenos.

Yakovleva y colaboradores en 2004 (Comp. Biochem. Physiol., 139: 721-739 examinaron la importancia de la M-
gly como antioxidante funcional frente a estrés térmico en dos corales, Platygyra ryukyuensis 'y Stylophora pistillata,
en base a la correlacion entre el grado de susceptibilidad y la concentracién endégena de M-gly.

También la patente US2004228875 hace referencia a las propiedades antioxidativas de extractos obtenidos a partir
de algas del género Porphyra, aunque sin concluir sobre el posible papel jugado por MAAs.

Publicaciones més recientes analizan las propiedades antioxidativas de extractos obtenidos a partir de algas pero
sin concretar la participacién de MAAs (Yuan y colaboradores, 2005, Food Chem. Toxicol., 43: 1073-1081; Kuda y
colaboradores, 2005, J. Food Compos. Anal., 18: 625-633).

Se puede concluir, por tanto, que el papel antioxidante de los iminoMAAs como tales, es decir, purificados o
aislados en un alto grado de pureza, no se conoce bien, como tampoco su comportamiento a nivel de secuestro de
radicales libres hidrosolubles.

Un antioxidante se define como una sustancia que en bajas concentraciones comparado con un substrato oxidable,
retrasa o previene su oxidacién. La presente invencion describe la potencialidad de un extracto de MAAs (asterine 330
+ palythine) aislado de Gelidium sesquipedale como secuestrador de radicales e inhibidor de la peroxidacién lipidica.
En los ensayos realizados, el nuevo antioxidante es comparado con otro antioxidante ya conocido, el a-tocoferol. El
compuesto descrito podria utilizarse en aplicaciones terapetticas, y en aplicaciones no médicas para la estabilizacién
de compuestos susceptibles del deterioro oxidativo, en la preservacién de alimentos o productos relacionados, y en
complementos nutricionales, nutracéuticos, alimentos funcionales o de parafarmacia por sus propiedades antioxidantes
para prevenir el estrés oxidativo.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién presenta un extracto purificado de MMAs aislados de Gelidium sesquipedale con las si-
guientes estructuras y de utilidad como antioxidante y secuestrador de radicales libres.

NH
OMe
OH
CO,H
Palythine
N
OH | OMe
HO
NH
OH
CO,H
Asterine 330

Se han purificado compuestos del tipo aminodcidos tipo micosporina en fase acuosa partiendo de Gelidium ses-
quipedale. Los compuestos se han detectado y caracterizado por HPLC. Se emple6 un detector UV-visible (detector
de fotodiodos 996), que media la absorbancia para cada muestra entre los 290 y 400 nm. Una vez extraidos los cro-
matogramas a 330 nm, se identificaron los picos por co-cromatografia seglin sus espectros y tiempos de retencion,
comparandose con estdndares de MAAs.

La extraccion a escala preparativa se realizé disolviendo 60-80 g (PF) de material biolégico en I litro de metanol
al 20% v/v e incubdndose en un bafio termostatico a 45°C durante 2 horas. Posteriormente se centrifuga el extracto a
14000 rpm durante 15 min y rotavaporacioén a 45°C para eliminar parte del metanol de la muestra.

La purificacidn se realiz6 en tres pasos consecutivos en los que se combinan técnicas cromatograficas de absorcién
mediante la aplicacion de carbono activo, precipitacién de polisacdridos al afiadir a la muestra metanol 100% y sepa-
racion final mediante cromatografia de intercambio i6nico. Finalmente se obtuvieron soluciones acuosas de MAA en
alto grado de pureza en concentraciones del orden de mM.

Capacidad antioxidante de los aminodcidos tipo micosporina

Para medir la actividad como secuestrador de radicales hidrosolubles se ha utilizado el método de 1a ABTS pero-
xidasa, el cual permite determinar la actividad antioxidante total (TAA) de una muestra entendida como un parametro
que permite cuantificar la capacidad de una muestra, natural o procesada, de secuestrar radicales libres presentes en
una solucidén acuosa.

La mezcla purificada asterine 330 + palythine aislada de Gelidium sesquipedale no presenta actividad antioxidante
signifcativa a ninglin pH ensayado como inhibidor de la produccién de radicales libres hidrosolubles (ABTS).

Capacidad como inhibidor de la peroxidacion lipidica

La mezcla purificada asterine 330 + palythine aislada de Gelidium sesquipedale se estudié como inhibidor de la
peroxidacioén lipidica in vitro mediante la técnica de decoloracién del S-caroteno. El método de decoloracién del S-
caroteno es ampliamente utilizado para la determinacion de la capacidad antioxidante de diversas sustancias en medio
lipofilico, la mayoria de ellas extraidas de frutas, vegetales y demds productos destinados a consumo alimentario
para poder determinar su mayor o menor grado de autoconservacion en estado natural. En este ensayo, como control
positivo se utiliz6 el a-tocoferol (a-TOC).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2303 485 Al

La mezcla purificada asterine 330 + palythine aislada de Gelidium sesquipedale muestra una actividad antioxidante
importante a nivel de inhibicién de la peroxidacién lipidica, ya que a similar concentracién que el a-tocoferol (10 uM)
alcanz6 un 50% de su efectividad.

Secuestro de radicales superoxido

El protocolo que se llevé a cabo fue basado en Marklund & Marklund (1974, Eur. J. Biochem., 47: 469-474) con
algunas modificaciones. Relaciones de dosis-respuesta para las MAAs objeto de estudio se determinaron a diferentes
concentraciones.

La mezcla purificada asterine 330 + palythine aislada de Gelidium sesquipedale a concentraciones de 200 uM
inhibe al 50% la cinética de oxidacién del pirogalol, presentando actividad antioxidante a partir de concentraciones de
50 uM.

Al actuar como antioxidante y secuestrador de radicales libres, este compuesto, en extractos o preparados que lo
contengan, podria utilizarse en preparados o formulaciones farmacetiticas para la prevencion y el tratamiento terapéu-
tico de enfermedades o afecciones relacionadas con los radicales libres, en productos de parafarmacia, en alimentos
funcionales, complementos nutricionales y preparados nutracéuticos, y en la industria alimentaria como potencial
antioxidante (aditivo).

Descripcion de los dibujos

Figura 1. Area (%) de picos eluidos y concentraciones expresadas en mg g™' PS de diferentes MAAs presentes
en extractos metandlicos de las algas Porphyra leucosticta, Gymnogongrus devoniensis, Gelidium sesquipedale y del
liquen Lichina pygmaea. Se observa la presencia de un tipo de MAA mayoritario en cada organismo (> 66%) junto
con otras MA As minoritarias y trazas de sustancias no identificadas.

Figura 2. Cromatogramas de un extracto acuoso de asterine 330 + palythine aislados de Gelidium sesquipedale
eluidos de la columna cargada con resina DOWEX.

Figura 3. Tabla. Dosis (uM) - respuesta de la actividad antioxidante (%) de la mezcla purificada asterine 330 +
palythine aislada de Gelidium sesquipedale con respecto a 10 uM de a-tocoferol por el método de decoloracién del S-
caroteno. Los valores representan los valores medios y desviacion estdndar de 3 experimentos. La mezcla purificada
asterine 330 + palythine aislada de Gelidium sesquipedale muestra gran capacidad de inhibicién de peroxidacién
lipidica in vitro a 10 uM, siendo maxima a 100 uM.

Figura 4. Capacidad de secuestro de radicales superéxido generados por el método del pirogalol de la mezcla
purificada asterine 330 + palythine aislada de Gelidium sesquipedale. Se representa la media y desviacion estdndar de
tres experimentos.

Modos de realizacion de la invencion

Purificacion a escala preparativa de la mezcla asterine 330 + palythine aislada de Gelidium sesquipedale

Se ha purificado compuestos del tipo aminodcidos tipo micosporina en fase acuosa partiendo de Gelidium ses-
quipedale. Los compuestos se han detectado y caracterizado por HPLC (Waters 600). La columna empleada para la
separacién de los MAAs en el HPLC fue una Cg (Sphereclone™, Phenomenex, Aschaffenburg, Alemania), empaque-
tada con microparticulas porosas de silica de 5 mm de didmetro con superficie derivatizada con una cadena alifética
de 8 4tomos de carbono (octadecil silano). Su tamafio era de 250 x 4.6 mm. Se empled una precolumna (Phenomenex,
Aschaffenburg, Alemania) afin a la columna empleada. La fase mdvil que se empleé fue metanol al 2.5% (v/v, calidad
HPLC) mas 0.1% de dcido acético (v/v) bombeada isocraticamente a una velocidad de flujo de 0.5 ml min™!. Se em-
pled un detector UV-visible (detector de fotodiodos 996), que media la absorbancia para cada muestra entre los 290 y
400 nm. En la figura 1 vienen recogidos los porcentajes en area de los picos cromatografiados de distintos extractos
algales, algunos identificados como MAAs y otros desconocidos.

Una vez extraidos los cromatogramas a 330 nm, se identificaron los picos por co-cromatografia segiin sus espectros
y tiempos de retencion, compardandose con estandares de MAAs, proporcionados por el profesor Dr. Ulf Karsten
(Universidad de Rostock, Alemania) extraidos de distintos organismos marinos: Mastocarpus stellatus (shinorine),
Porphyra yezoensis (porphyra-334), Bostrychia scorpioides (palythine), los ojos de la trucha del coral Plectropomus
leopardus (asterine 330) y el liquen Lichina pygmaea recolectado en Francia (M-glycine). Los cromatogramas de los
extractos recogidos después del paso por la columna de intercambio idnico DOWEXS50 se muestran en la figura 2. El
extracto final de asterine 330 contiene asterine 330 + palythine en una proporcién 1:6,25, frente a 1:4 del extracto de
carbon activo.

La extraccion a escala preparativa se realiz6 disolviendo 60-80 g (PF) de material biolégico en nitro de metanol
al 20% v/v e incubdndose en un bafio termostatico a 45°C durante 2 horas. Posteriormente se centrifuga el extracto a
14000 rpm durante 15 min y rotavaporacion a 45°C para eliminar parte del metanol de la muestra.
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La purificacion se realiza en tres pasos consecutivos en los que se combinan técnicas cromatograficas de absorcién
mediante la aplicacién de carbono activo, precipitacion de polisacdridos al afiadir a la muestra metanol 100% y sepa-
racién final mediante cromatografia de intercambio iénico (resina Dowex 50 W x 8-100). Para la elucién de asterine
330, primero se eluy6 con agua bidestilada para después establecer un gradiente de concentracién lineal de HCI de
0,05 a 0,2 M. Finalmente se obtuvieron soluciones acuosas de MAA en alto grado de pureza en concentraciones del
orden de mM.

Capacidad antioxidante a nivel de secuestro de radicales hidrosolubles ABTS

Para medir la actividad como secuestradores de radicales hidrosolubles se ha utilizado el método de la ABTS pero-
xidasa, el cual permite determinar la actividad antioxidante total (TAA) de una muestra entendida como un pardmetro
que permite cuantificar la capacidad de una muestra, natural o procesada, de secuestrar radicales libres presentes en una
solucién acuosa. Este pardmetro estd orientado a dar informacién de la actividad antioxidante que puede presentar una
muestra concreta con independencia de las actividades parciales que puedan presentar cada uno de sus componentes o
los efectos de sinergismo que pudiesen establecerse.

El 2,2’- Azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-4cido sulfénico) o ABTS es un compuesto que presenta gran estabilidad
quimica, alta solubilidad en agua y un maximo de absorcién en la banda del UVA a 342 nm. Este compuesto en
presencia de H,O, y enzimas peroxidasas deriva a un radical metaestable (ABTS*) con un espectro de absorcién
caracteristico y diferente al ABTS, presentando médximos de absorcién en la regién espectral del UV y visible a 413,
645,727 y 811 nm.

El ABTS es un producto que presenta gran estabilidad en un amplio rango de pH, mostrando el mismo espectro
de absorbancia a pH 4 y pH 8.5. Asi mismo, la formacién del radical ABTS* también se lleva a cabo en ese rango
de pH pero la actividad enzimética de la peroxidasa si que es dependiente del pH del medio de reaccién de manera
que al alcalinizarse éste la actividad disminuye, aumentando asi el periodo de retardo o “lag time”. La actividad de
nuestra enzima se podria ajustar a una curva exponencial de manera que es maxima a pH 4.5 y deja de ser activa a pH
superiores a 10. Nuestros ensayos discurrirdn a pH 6-8.5 de manera que aseguramos la actividad de la enzima.

La cuantificacion de la capacidad de secuestro de radicales libres de una muestra se llevan a cabo mediante ensayos
de decoloracién en los cuales la formacién de ABTS* da lugar a una coloracion caracteristica que disminuird de
manera proporcional a la cantidad de sustancias con capacidad de atrapar estos radicales que se le afiadan al volumen
de reaccion. Esta pérdida de color puede medirse mediante seguimientos cinéticos de pérdida de absorbancia a 413 nm
(longitud de onda que no interfiere con otras moléculas) a lo largo de un minuto utilizando como peroxidasa la HRP y
como control negativo el dcido ascérbico (L-ASC). El medio de reaccién se compone de tampén fosfato 50 mM pH
6,7.5, 8, H,0, 2 mM, ABTS 2 mM, enzima HRP 0.25 uM y muestra a concentraciones crecientes.

El célculo de TAA se establece segtin la relacion entre las pendientes (Abs/min) de ensayos enzimadticos en los
cuales el curso de la reaccion es estimado en ausencia de antioxidantes (control positivo), y en presencia de diferentes
concentraciones de sustancias con posible actividad antioxidante. De este modo, la pendiente de la cinética control
corresponderia a una TAA del cero por ciento, calculdndose en base a ésta los porcentajes de inhibicion de las demas
curvas.

Capacidad como inhibidor de la peroxidacion lipidica

La peroxidacién lipidica es un mecanismo bien establecido de dafio celular en plantas y animales, asi como de
deterioro de alimentos (enranciamiento). Este proceso conduce a la produccién de perdxidos lipidicos y aldehidos de
degradacion que conlleva pérdida de la funcidn de la membrana celular y de su integridad. La mezcla purificada de
asterine 330 + palythine aislada de Gelidium sesquipedale se estudié como inhibidor de la peroxidacion lipidica in
vitro mediante la técnica de decoloracién del S-caroteno.

El método de decoloracién del S-caroteno es ampliamente utilizado para la determinacién de la capacidad antioxi-
dante de diversas sustancias en medio lipofilico, la mayoria de ellas extraidas de frutas, vegetales y demds productos
destinados a consumo alimentario para poder determinar su mayor o menor grado de autoconservacion en estado natu-
ral. Se trata de un método espectrofotométrico que mide la inhibicién que causa un antioxidante sobre la decoloracién
del S-caroteno en un sistema acuoso emulsificado con Tween 20 y 4cido linoleico.

El 4cido linoleico se autoxida a una alta velocidad ante la presencia de d4tomos de hidrégeno especialmente acti-
vados. El B-caroteno, precursor de la vitamina A, también es conocido como antioxidante lipofilico que previene de
la peroxidacion lipidica en membranas secuestrando moléculas de oxigeno singlete y radicales lipidicos peroxilos. El
[B-caroteno, cuando se encuentra en presencia de dcido linoleico, cede electrones retardando la etapa de iniciacién del
proceso de autooxidacion del 4cido linoleico asi como limitando la fase de propagacién del dafo al eliminar simulté4-
neamente radicales per6xidos formados. Si afladimos una nueva sustancia con posible capacidad antioxidante al medio
de reaccion que contiene dcido linoleico y S-caroteno, ésta nueva sustancia tenderd a oxidarse ella preferentemente al
B-caroteno, compitiendo con este por el secuestro de estos radicales.

El B-caroteno presenta un maximo de absorcién a 470 nm. Este maximo varfa cuando la molécula se oxida ya
que pierde dobles enlaces y la estructura del croméforo de la molécula se ve alterada, perdiendo asi su caracteristico
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color naranja y pudiendo ser detectado espectrofotométricamente. La absorbancia del medio de reaccién permanecera
invariable a lo largo del tiempo en presencia de sustancias antioxidantes, advirtiéndose una caida en la absorbancia
de la muestra cuando se mida en ausencia de antioxidantes. Asi pues, la medida de la capacidad antioxidante de una
sustancia serd inversamente proporcional a la caida de pendiente de la curva que describe la oxidacién del S-caroteno
(medida a longitud de onda de 470 nm).

En este ensayo, como control positivo se utilizé el a-tocoferol (a-TOC).

La actividad de la solucidn se evalué segtin el grado de decoloracién del S-caroteno, aplicando la férmula propuesta
por Hidalgo y colaboradores (1994, Phytochemistry, 37: 1585-1587) con algunas modificaciones:

AA = [P muestra — P control/P Patrén — P control] - 100

P hace referencia a las pendientes de las curvas de decoloracién obtenidas (Abs/tiempo). Para ello ajustamos
mediante regresion lineal la parte de la curva cinética que describe un comportamiento lineal. Los coeficientes de
correlacion para cada réplica de cada muestra eran todos superiores a 0.98.

Secuestro de radicales superoxido

Los radicales superéxidos (O,~) son mediadores de reacciones de autooxidacion de algunos compuestos. La ma-
yoria de las veces estos compuestos oxidados se caracterizan por poseer un espectro de absorcién caracteristico y
cuantificable por espectrofotometria.

El pirogalol (1,2,3-benzenotriol) es una sustancia que se autooxida rdpidamente en presencia de oxigeno especial-
mente en soluciones alcalinas. A pH 7.9 la SOD inhibe el 99% de la reaccién indicando una participacion practicamen-
te total del anién superdxido O,~ en la reaccién. El pirogalol oxidado presenta un maximo de absorcién a 420 nm de
manera que la capacidad de las MAAs para secuestrar radicales superéxido fue medida como pérdida de absorbancia
de ensayos cinéticos monitorizados espectrofotométricamente (Shimadzu UV 1603) durante un minuto de reaccion.
El protocolo que se llevo a cabo fue basado en Marklund & Marklund (1974, Eur. J. Biochem., 47: 469-474) con
algunas modificaciones. La mezcla reaccion contenia 0.4 mM de pirogallol y el MAA a diferentes concentraciones en
50 mM de tampén fosfato a pH 8.2, conteniendo 1 mM de 4cido dietilenotriaminopentaacético en un volumen final de
incubacién de 1 ml. La temperatura se mantuvo estable a 20 + 1°C. El control positivo fue la curva cinética de gene-
racién de radicales de pirogalol oxidado en ausencia de antioxidantes para compararlos con distintas concentraciones
de SOD como antioxidante conocido. Relaciones de dosis-respuesta para las MAAs objeto de estudio se determinaron
a diferentes concentraciones. La capacidad de secuestro de radicales superéxido de los extractos purificados se evalud
siguiendo la siguiente férmula:

AA = 100 — [P muestra - 100/P control]

P hace referencia a las pendientes de las curvas cinéticas de oxidacién del pirogalol (Abs/tiempo).
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REIVINDICACIONES

1. Uso la mezcla purificada de aminodcidos tipo micosporina asterina 330 y palythine extraida del alga roja Geli-
dium sesquipedale para la preparacién de un producto para la prevencién y el tratamiento terapéutico del Parkinson y
Alzheimer.

2. Uso la mezcla purificada de aminodcidos tipo micosporina asterina 330 y palythine extraida del alga roja Geli-
dium sesquipedale para la preparacion de productos de parafarmacia, productos farmacéuticos, productos cosméticos,
preparados nutracetticos o alimentos funcionales para el tratamiento terapéutico del Parkinson y Alzheimer.



ES 2 303 485 Al

Figura 1.

Area (%) mg MAA g' PS
Porphyra leucosticta
Porphyra 334 66 +0.9 333+ 0.38
Shinorine 7.76 £ 0.02 0.38 £ 0.08
Asterine 330 52803 0.14 = 0.01
Palythine 5.66 = 0.06 0.17 £0.02
Otros compuestos que absorben en el UV 15.3 0.8 .
Lichina pygmaea
Mycosporine-glycine 72.85+0.44  1.11£0.23
Otros compuestos que absorben en el UV 27.14+ 0.44 .
Gymnogongrus devoniensis
Shinorine 08304 0.55 £ 0.07
Otros compuestos que absorben en el UV 1.7 = 0.35 -
Gelidium sesquipedale
Shinorine 10.97+ 097 0.1+ 0.02
Asterine 330 67.78x 0.64 0.47x 0.03
Palythine 2123+ 0.32 0.13+ 0.01
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Figura 2.
G. sesquipedale 2 1 Palythine
0.20+ 2 Asterine 330
] 1
0.00 }\ N . ~—
510 1d ] 15‘.{} 20{0 25l 0 30.0
Figura 3.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (%) COMPARADA CON a-TGC 10 uM
MAAs 10 50 100 200
Asterine 330 45 61, 486 77.80 = 1.09 80.77=1.02 78.68+1.18
+ palythine
Figura 4.
INHIBICION (%)
Concentracion extracto puro (M)
MAAs 50 100 200 500 1000
Asterine 330
SINE 30 15644263 3128+422 49.99£3.06 7037+182 85.43+139
+ palythine

Compuesto de referencia Superéxido dismutasa (11.7 U/ml) 90.25 +3.7%
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