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DESCRIPCION
Extracto de Ulva australis con actividad antioxidante y actividad proliferativa celular
CAMPO TECNICO

La presente invencion se enmarca en el campo de la biomedicina, en concreto proporciona
una fuente natural de compuestos antioxidantes que ademas presentan capacidad de
potenciar la proliferacion celular de los fotorreceptores de la retina, por lo que se propone su
uso para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, especialmente de aquellas que
afectan a la retina.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Una caracteristica comun a todas las enfermedades neurodegenerativas es la presencia de
un alto grado de estrés oxidativo, tal y como se ha descrito previamente en diversas
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad del Alzheimer o la enfermedad de

Parkinson, entre otras.

El estrés oxidativo tiene también un papel fundamental en las enfermedades
neurodegenerativas de la retina, como la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE),

el glaucoma o las distrofias hereditarias de retina.

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es una enfermedad neurodegenerativa
cronica compleja y progresiva caracterizada por depédsitos de drusenoides en la retina,
depositos de lipofuscina, pérdida de células del epitelio pigmentario de la retina y

neovascularizacion coroidea.

El glaucoma es una neuropatia Optica caracterizada por la degeneracion progresiva de las
células ganglionares de la retina (CGR). Muchos enfoques terapéuticos modernos se han
centrado en la reduccién del aumento de la presidn intraocular. Se ha demostrado que la
presion intraocular elevada en la patogénesis del glaucoma aumenta las especies reactivas
de oxigeno enddgenas dentro de la malla trabecular. Se ha postulado que este aumento de
la produccion de especies reactivas de oxigeno crea un desequilibrio entre la capacidad

prooxidante y antioxidante y que es como factor crucial en la lesion celular temprana.

Las distrofias hereditarias de retina se caracterizan por la degeneracion progresiva de la

retina, el epitelio pigmentario de la retina (EPR) y la coriocapilar, la fuente vascular de
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nutrientes y oxigeno. La degeneracion de la retina implica inflamacion, estrés oxidativo y

muerte celular.

Otras enfermedades neurodegenerativas de la retina que, como las ya citadas, también
cursan con la pérdida de células de la retina son la retinopatia diabética (RD) o la retinosis

pigmentaria (RP).

La retinopatia diabética (RD) es una complicacién crénica progresiva de la diabetes mellitus
tipo 1 o tipo 2 caracterizada por la neurodegeneracion retiniana en el contexto de la diabetes
cronica. Se trata de una complicacién microvascular de la diabetes resultante del dafio capilar,
muestra una pérdida de pericitos y células endoteliales por apoptosis acelerada. La reduccion
del numero de pericitos deriva en diversos sintomas que incluyen: la presencia de células
fantasma, el aumento del nimero de capilares acelularmente ocluidos, el desarrollo de

microaneurismas y el engrosamiento de la membrana basal capilar.

La retinosis pigmentaria (RP) es un grupo de trastornos oculares genéticos caracterizados por
la degeneracién progresiva de las células fotorreceptoras de la retina, lo que provoca la
pérdida de vision. Los sintomas incluyen problemas para ver por la noche y disminucion de la
vision periférica (lateral y del campo visual superior o inferior). A medida que empeora la vision

periférica, las personas pueden experimentar "vision de tunel"

La retina es uno de los tejidos mas activos metabdlicamente, y esta expuesta a altos niveles
de luz y oxigenacion, un ambiente que propicia un alto grado de estrés oxidativo. Los
fotorreceptores son neuronas especializadas sensibles a la luz, localizadas en la retina
externa de los vertebrados y que se catalogan en dos subtipos: conos y bastones. Los
fotorreceptores son unos de los mayores consumidores de oxigeno del sistema nervioso
central, debido principalmente a la gran acumulacion de mitocondrias en el elipsoide. Debido
a la relacién entre el estrés oxidativo y la progresion en las enfermedades neurodegenerativas
de la retina, el uso de antioxidantes se postula como un posible tratamiento para evitar la
progresion de estas enfermedades [1]. La administracion de gran variedad de sustancias
antioxidantes, como N-acetilcisteina, N-acetilcisteina, Amida, Tioredoxina, Azafran,
Minociclina, Melatonina, Curcumina, Quercetina, Luteina (L) Zeaxantina (Z), Catequinas,
Resveratrol, Antioxidantes dietéticos, Fructus lycii, acido alfa-lipoico, (Z)-7,40-Dimetoxi-6-
hidroxi-aurona-4-O-_-glucopiranésido (DHAG), quelantes de hierro multiobjetivo, creatina,
sulforafano, inhibidores de la NOS; Ligando Sigma1R (+)-Pentazocina (PTZ); Norbixina
(bixina extraida de Bixa Orellana), (3R)-5,6,7-trihidroxi-3-isopropil-3-metilisocroman-1-ona,

Acido glicirricico/Glicirricina; Tudca, Rasagilina, Norgestrel/ Progesterona, Proinsulina,
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Antocianina Cianidina-3-glucésido (C3G) Extracto de arandano, Acido 4-fenilbutirico,
Celastrol, Salvia miltiorrhiza Bunge, Vitamina A y/o E. ha sido probada en modelos preclinicos
y ensayos clinicos [2, 3, 4].

Aunque existen compuestos como el acido tauroursodesoxicélico (TUDCA) o compuestos
naturales del azafran con propiedades antioxidantes y que aumentan la proliferacion de las
células de la retina, estos son costosos y no siempre son respetuosos con el medio ambiente.

[5]

Las algas de diversas especies se han mostrado como un reservorio de compuestos
antioxidantes. De hecho, compuestos obtenidos a partir de las algas verdes, rojas y pardas
han mostrado ser wuna terapia efectiva para prevenir y tratar enfermedades
neurodegenerativas. En el caso de las algas verdes, son numerosos los estudios que han
mostrado su capacidad de proteccion contra enfermedades neurodegenerativas. Diferentes
extractos Caulerpa racemosa [6], que contenian compuestos fendlicos y flavonoides, han
probado aumentar la viabilidad celular en la linea SH-SY5Y (linea celular de neuroblastoma
humano utilizada como modelo in vitro de funcion y diferenciacion neuronal). Extractos de
otras especies, como el de Codium fragile [7], ha mostrado capacidad de inhibicién de la
enzima ciclooxigenasa 2, y la reduccion de especies reactivas de nitrégenos y factores

relacionados con el estrés molecular.

En cuanto al género Ulva, los extractos de metanol y de metanol/agua de U. fasciata han
mostrado actividad antifungica y antibacteriana [8], y el extracto etanol actividad antioxidante
in vitro [9]. Por su parte, el extracto metandlico de U. reticulata ha mostrado capacidad para
inhibir la acetilcolinesterasa, implicada en la progresion de algunas enfermedades
neurodegenerativas [10] y el extracto de U. lactuca, ha mostrado propiedades curativas del
tejido 6seo [11]. Los polisacaridos sulfatados de U. pertusa han mostrado una reduccién de

radicales superéxidos en estudios in vitro [12].

Sin embargo, el potencial antioxidante de estos extractos no ha sido probado en células de la

retina, las cuales estan sometidas a un estrés oxidativo mucho mayor.

Ulva australis Areschoug, 1854 o U. australis es especie del género Ulva muy abundante en
el Mediterraneo, especialmente en ambientes con altos niveles de nutrientes. Aunque se ha
probado capacidad antioxidante y quelante de los extractos de U. australis sobre diversos
metales (hierro y cobre) [13], no existen estudios sobre la capacidad antioxidante de los

extractos de U. australis en cultivos celulares o tejidos biolégicos. En concreto, no se ha
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realizado ningun tipo de estudio sobre la capacidad antioxidante de extractos de esta alga

sobre células de la retina.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

Se propone el uso del extracto del alga U. australis, para proteger del dafio oxidativo las
células de la retina y aumentar su proliferacion celular, efecto no descrito en ninguno de los

otros extractos algales con efectos antioxidantes mencionados.

La presente invencion prueba la capacidad antioxidante del extracto del U. australis sobre
células de la linea celular 661W, una linea celular inmortalizada de retina derivada de
fotorreceptores murinos de tipo cono. También se demuestra la capacidad de dicho extracto

de promover su proliferacion celular.

El extracto obtenido de U. australis es un extracto con capacidad antioxidante natural,

respetuoso con el medio ambiente, de gran disponibilidad y facil obtencién.

Gracias a su capacidad antioxidante, probada sobre cultivos celulares in vitro, el uso del
extracto de U. australis permite reducir los efectos de enfermedades neurodegenerativas que
cursan con estrés oxidativo, especialmente en enfermedades degenerativas de la retina. Este
efecto se ve potenciado por su capacidad para promover proliferacion celular en células de la

retina, lo que propicia la regeneracion celular de dicho 6rgano.

Por tanto, el extracto de U. australis descrito en la presente invencion ayuda a prevenir,
retrasar el avance y tratar diversas enfermedades neurodegenerativas que cursan con estrés
oxidativo, en concreto de las enfermedades degenerativas de la retina, actuando por un lado
previniendo la muerte celular de conos y bastones, y por otro lado promoviendo su

proliferacion.

Por tanto, un primer aspecto de la invencién describe un extracto de Ulva australis para su

uso como medicamento.

El extracto obtenido de U. australis es de color verde intenso. Para su obtencién se utilizan
preferentemente solventes organicos, como el metanol o el acetato de etilo, en vez de los
solventes acuosos comunmente utilizados en el estado de la técnica anterior.
Preferiblemente, el extracto se obtiene mediante un método de coccidén-maceracion. La
coccidn permite extraer compuestos con un rendimiento medio, mientras que la maceracion
permite obtener compuestos termosensibles. Otras técnicas de extraccion, como el Soxhlet,

dafia las moléculas termosensibles al necesitar temperaturas mayores a 60 grados.
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Por tanto, el presente método permite obtener un rendimiento mayor, un mayor numero de

moléculas termosensibles, asi como una mayor integridad molecular.

Independientemente del solvente usado para su preparacion, metanol o el acetato de etilo, el
extracto de la invencion esta compuesto por lipidos de diferentes tipos, fenoles y flavonoides.
La cantidad de fenoles varia de 35 a 50 pg equivalentes de acido galico/mg peso seco
extracto, y la cantidad de flavonoides varia de 40 a 65 ug equivalentes de quercetina/mg peso
seco extracto. Los lipidos, fenoles y flavonoides del extracto son preferentemente disueltos
en dimetilsulfoxido (DMSO).

Un segundo aspecto de la invencion describe la composicion que comprende el extracto de

Ulva australis para su uso como medicamento.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la composicién de la invencion
es una composicion farmacéutica. Tal como se utiliza en la presente descripcién, el término
"composicion farmacéutica" se refiere a cualquier sustancia utilizada para el diagndstico,
prevencion, alivio, tratamiento o curacidon de una enfermedad en un ser humano o en
animales. La composiciéon farmacéutica puede incluir una composicion Unica o composiciones
separadas. La composicion farmacéutica de la invencidn puede utilizarse sola o en
combinacion con otras composiciones farmacéuticas, preferiblemente, que comprenda otro
compuesto util en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, mas preferiblemente
de enfermedades neurodegenerativas de la retina, en cuyo caso, también puede incluir una
composicion unica 0 composiciones separadas. En una realizacion particular, la composicion
farmacéutica de la invencién comprende ademas un portador o excipiente farmacéuticamente

aceptable.

El término "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sustancia que ayuda a
la absorcién de la composicion farmacéutica que comprende la composicion de la invencion,
estabiliza dicha composicion farmacéutica o ayuda en la fabricacion de esta en el sentido de
darle consistencia, forma, sabor o cualquier otra caracteristica funcional especifica. Asi, los
excipientes podrian tener la funcién de mantener unidos los ingredientes, como por ejemplo
almidones, azucares o celulosas, una funcidon edulcorante, una funcién colorante, una funcién
protectora, como por ejemplo aislarla del aire y/o de la humedad, una funcion de relleno para
un comprimido, capsula o cualquier otra forma de formulacion, como por ejemplo fosfato
calcico dibasico, una funcion desintegradora para facilitar la disolucion de los componentes y

su absorcién, sin excluir otros tipos de excipientes no mencionados en este parrafo.
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Un "soporte farmacéuticamente aceptable" (o "farmacolégicamente aceptable") se refiere a
cualquier sustancia, o combinacién de sustancias, conocida en el sector farmacéutico,
utilizada en la fabricacion de formas farmacéuticas de administracion e incluye, entre otros,
soélidos, liquidos, disolventes o tensioactivos. El portador puede ser una sustancia inerte o
tener una accion similar a cualquiera de los compuestos de la presente invencion, teniendo la
funcién de facilitar la incorporacion del farmaco, asi como de otros compuestos, permitiendo
una mejor dosificacion y administracion o proporcionando consistencia y forma a la
composicién farmacéutica. Cuando la forma farmacéutica es liquida, el portador es el
diluyente. El término "farmacoldgicamente aceptable" se refiere al hecho de que el compuesto
al que se refiere esta permitido y evaluado para que no cause dafo a los organismos a los

gue se administra.

La composicion farmacéutica de la invenciéon puede administrarse a través de cualquier via
de administracién, y como tal, dicha composicion se formulara en la forma farmacéutica
adecuada a la via de administracion elegida. Asi, la composicién farmacéutica de la invencion
puede administrarse por via oral, nasal, ocular, tépica, intradérmica, intracraneal, intravenosa

o intraperitoneal. Preferiblemente, se administra por via ocular.

La composicién de la invencion puede incluir una cantidad eficaz del extracto de Ulva australis.
El término "cantidad eficaz" utilizado en el presente documento se refiere a una cantidad
suficiente para tratar de forma efectiva de enfermedades neurodegenerativas, mas
preferiblemente de enfermedades neurodegenerativas de la retina. La cantidad eficaz puede
seleccionarse adecuadamente por un experto en la materia en funcién del individuo
seleccionado y pueden intervenir factores como la edad, las condiciones de salud, la duracion
de la administracién, la via de administracién, la tasa de excrecion y otros, incluido el uso de
un farmaco en combinacion con la composicion farmacéutica o al mismo tiempo que ésta, y
otros factores conocidos en el campo de la medicina. La terapia se considera "personalizada"
cuando el compuesto que se administra al individuo para tratar una enfermedad esta
especialmente adaptado a las caracteristicas tanto genotipicas como fenotipicas del individuo

que va a ser tratado, evitando asi la pérdida de tiempo con terapias no efectivas.

Un tercer aspecto de la invencion describe el extracto de Ulva australis y las composiciones
que lo comprenden para su uso como medicamento para la prevencion y/ o el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, preferentemente, de enfermedades neurodegenerativas
de la retina, y mas preferentemente, de enfermedades neurodegenerativas de la retina que
cursan con estrés oxidativo y/o en las que se produce pérdida de fotorreceptores. Estas

enfermedades degenerativas de la retina comprenden, pero no se limitan a, la degeneracion
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macular asociada a la edad, glaucoma, distrofias hereditarias de retina, retinopatia diabética

y la retinosis pigmentaria.

Los términos "prevenir" y "prevencion" se refieren a evitar total o parcialmente, o minimizar
los efectos adversos o la gravedad de los mismos, de una enfermedad o afeccion, en este
caso, enfermedades neurodegenerativas, y mas preferentemente, enfermedades

neurodegenerativas de la retina.

Los términos “tratar” y "tratamiento”, tal como se utiliza aqui, se refieren a evitar, disminuir o
eliminar por completo los efectos de una enfermedad o afeccion, en este caso, enfermedades

neurodegenerativas, y mas preferentemente, enfermedades neurodegenerativas de la retina.

Un cuarto aspecto de la invencion describe el uso del extracto de U. australis como
antioxidante y como potenciador de la proliferacion celular en cultivos celulares in vitro,
especialmente en cultivos de células nerviosas o neuronas, y mas concretamente, de

fotoreceptores.

Un dltimo aspecto de la invencion, refiere a un kit que comprende el extracto de U. australis
para su uso en el tratamiento y/o prevencién de enfermedades neurodegenerativas,

preferentemente, de enfermedades neurodegenerativas de la retina.

El término "paciente", “individuo” o "sujeto", tal como se utiliza en el presente documento, se
refiere a un mamifero e incluye, pero no se limita a, animales domésticos y de granja, primates
y seres humanos, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos, vacas, caballos,
cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores como ratas y ratones. En una realizacién

preferida, el sujeto es un ser humano.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento tienen el mismo significado comunmente entendido por un experto en la
materia a la que pertenece esta invencion. En la practica de la presente invencion pueden
utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos. A lo largo de la
descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus variaciones no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién resultaran evidentes para los expertos en la materia tras el
examen de la descripcion o podran conocerse mediante la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser

limitativos de la presente invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Efecto antioxidante. Viabilidad de las células de la linea 661W sometidas a estrés
oxidativo por la incubacion con NSP 0,1 mM, mantenido durante 24 h, tras incubar con A)
extracto de metanol y B) extracto de acetato de etilo a las distintas concentraciones indicadas
y evaluada mediante el ensayo de XTT. Se muestra como control la viabilidad de las células
en ausencia de NPS. C: control. NPS: nitroprusiato sédico 0,1 mM. Las concentraciones de
cada extracto estan expresadas en pg/ml. Las letras indican las diferencias estadisticamente
significativas. Valor medio del ensayo de viabilidad celular (XTT) en % con respecto al control,
células no lesionadas + DS (n = 8 pocillos en cada condicion). * p <0,05, ANOVA y test post-
hoc (TukeyHSD). Las letras a, b, y ¢ marcan condiciones donde no hay diferencias
significativas entre los resultados obtenidos. Todas ellas muestran diferencias significativas

con el resto de condiciones no marcadas con esa letra en concreto.

Figura 2: Proliferacion celular. Viabilidad celular de la linea 661W tras la incubacion con A)
extracto de metanol y B) extracto de acetato de etilo a las concentraciones indicadas. C:
control. Las concentraciones del extracto estan expresadas en pug/ml. Las letras indican las
diferencias estadisticamente significativas. Valor medio del ensayo de viabilidad celular (XTT)
en % con respecto al control, células no lesionadas + DS (n = 8 pocillos en cada condicion). *
p <0,05, ANOVA y test post-hoc (TukeyHSD). Las letras a, b, y ¢ marcan condiciones donde
no hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos. Todas ellas muestran

diferencias significativas con el resto de condiciones no marcadas con esa letra en concreto.
EXPOSICION DETALLADA DE MODOS DE REALIZACION
Obtencioén del extracto de U. australis

Para la realizacion del extracto de U. australis la biomasa algal se limpia preferiblemente con
agua de O6smosis varias veces hasta eliminar epifitos y sales. A continuacién, se liofiliza
durante 48 horas. Una vez liofilizada, se tritura con nitrogeno liquido, y se extrae en metanol
o acetato de etilo en proporcion 1:10 (peso seco/volumen). Se realiza una coccién a 40 °C
durante 2 horas, en agitacion. Posteriormente, se deja macerar durante 48 horas, a 4 °C en
continua agitacion. Transcurrida la maceracion, la mezcla se filtra con un filtro Whatman n°1.
El extracto obtenido se filtra por un diametro de poro de 0,22 um. El disolvente se evapora
con un rotavapor o speedvac, a 35°C hasta obtener un residuo sélido. Finalmente, el residuo
solido se resuspende en DMSO para obtener una concentracion final de 100 mg de residuo

seco/ml.
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La composicion de lipidos del extracto de metanol, analizados con HPLC masas-masas, en
orden decreciente de proporcion es: diacilgliceroltrimetilhomoserina (22,70 %), triacilglicerol
(17,46 %), acidos grasos (11,79 %), liso-diacilgliceroltrimetilhomoserina (8,73 %), ceramida
acido graso alfa-hidroxilado-dihidroesfingosina (5,24 %), ceramida acido graso alfa-
hidroxilado-fitoesfingosina (4,80 %), ceramida &cido graso no hidroxilado-dihidroesfingosina
(3,93 %), diacilglicerol (3,93 %), acido graso hidroxilado de acido graso (3,05 %),
sulfoquinovosil diacilglicerol (3,05 %), monogalactosildiacilglicerol (2,62 %), ceramida &cido
graso alfa-hidroxilado-esfingosina (2,18 %), ceramida acido graso no hidroxilado-
fitoesfingosina (2,18 %), digalactosildiacilglicerol (1,74 %), liso-fosfatidilglicerol (1,31 %),
fosfatidilglicerol (1,31 %), sulfoquinovosil diacilglicerol (1,31 %), ceramida acido graso no
hidroxilado-esfingosina (0,87 %), fosfatidilinositol (0,87 %), liso-fosfatidilinositol (0,43 %),
fosfatidilglicerol (0,43 %).

La composicion de lipidos del extracto de acetato de etilo, analizados con HPLC masas-
masas, en orden decreciente de proporcion es: diacilgliceroltrimetiihomoserina (21,05 %),
triacilglicerol (17,54 %), acidos grasos (15,79 %), ceramida acido graso alfa-hidroxilado-
Dihidroesfingosina (5,84 %), ceramida acido graso no hidroxilado-dihidroesfingosina (5,26 %),
ceramida acido graso alfa-hidroxilado-Fitoesfingosina (5,26 %), diacilglicerol (4,09 %),
monogalactosildiacilglicerol (4,09 %), liso-diacilgliceroltrimetilhomoserina (3,50 %), acido
graso hidroxilado acido graso (3,50 %), ceramida acido graso alfa-hidroxilado-esfingosina
2,92 %), fosfatidilinositol (2,92 %), digalactosildiacilglicerol (2,34 %), ésteres acilicos grasos
de acidos grasos (1,75 %), ceramida acido graso no hidroxilado-Esfingosina (1,75 %),
fosfatidilglicerol (0,58 %), glucosilacilglicerol acilado (0,58 %), sulfoquinovosil diacilglicerol

(0,58 %) y homologo de monogalactosildiacilglicerol (0,58 %).
Efectos del extracto de U. australis en la linea celular 661W derivada de retina

Los efectos antioxidantes del extracto y su proteccion frente a la degeneracion retiniana del
extracto se estudiaron en la linea celular 661W, derivada de fotorreceptores. La linea celular
661W se obtuvo de tumores retinales de ratones transgénicos que expresan el antigeno T de
SV40 bajo el control del promotor del gen IRBP (PBR-3). Es una linea celular homogénea que
expresa varios marcadores de los fotorreceptores de tipo cono: opsinas, transducina y X-
arrestina. Hay una gran cantidad de informacion disponible sobre las rutas que se activan en
estas células en diversos estimulos apoptéticos y se han utilizado con éxito como herramienta

para en la investigacion asociada con las distrofias retinianas.
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La linea celular 661W se cultivé en medio DMEM-glutamax suplementado con suero fetal
bovino inactivado por calor (FBS) al 10% a 37 °C en una atmésfera humidificada al 5% de
CO..

Para valorar el efecto antioxidante de los extractos de metanol y de acetato de etilo de U.
australis, la linea celular 661W fue sometida a dafo por el agente oxidante nitroprusiato sddico
(SNP), midiendo la viabilidad celular en presencia y ausencia de los extractos. Los cultivos
celulares fueron pre-incubados durante 2 h con diferentes concentraciones de los extractos
(50-800 pg/ml). Transcurrido el periodo de pre-incubacion, las células en tratamiento fueron
expuestas a estimulo toxico (nitroprusiato sédico 100 uM) y tras 24 h de incubacion con el

estimulo toxico se midié la supervivencia celular.

Para valorar la capacidad de aumentar la proliferacion celular de los extractos de metanol
y de acetato de etilo de U. australis, la linea celular 661W fue-incubada durante 2 h con
diferentes concentraciones de los extractos (50-800 pg/ml). Transcurrido el periodo de

incubacion se midid la viabilidad celular.

En ambos casos, la viabilidad celular se evalué mediante medida de la capacidad reductora
del compuesto XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino) carbonil]-2H-
tetrazolio hidroxido), que se cuantificé espectrofotométricamente segun las instrucciones del

fabricante.
Efecto antioxidante

El extracto de metanol (Figura 1A) aumentd la supervivencia celular neuronal de forma
estadisticamente significativa a la concentracion de 400 pg/ml, mientras que el extracto de

acetato de etilo (Figura 1B) lo hizo a una concentracion de 50 a 600 ug/ml.
Proliferacion celular

El extracto de metanol (Figura 2A) aumento la proliferacion celular de forma estadisticamente
significativa a la concentracién de 100-400 pg/ml, mientras que el extracto de acetato de etilo

(Figura 2B) lo hizo a la concentracion de 200 pg/ml.

Se concluye, por tanto, que el extracto de U. australis tiene actividad antioxidante in vitro en

cultivos celulares, lo que hace posible su uso como antioxidante en el campo médico.

Ademas, su efecto reductor del dafio oxidativo en la linea celular 661W apoya su uso para

prevenir y tratar enfermedades neurodegenerativas que cursan con estrés oxidativo,
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especialmente aquellas que afectan a los fotoreceptores (células neuronales especializadas),

como serian las enfermedades neurodegenerativas de la retina.

Por otro lado, su acciéon promotora de la proliferaciéon celular refuerza el interés de este
extracto para su uso en la prevencion y tratamiento de enfermedades de la retina,

especialmente en las de tipo neurodegenerativo donde se produce pérdida de fotorreceptores.
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REIVINDICACIONES
1. Extracto de Ulva australis para su uso como medicamento.

2. Composicion que comprende el extracto de Ulva australis segun la reivindicacion anterior

para su uso como medicamento.

3. Composiciéon para su uso segun la reivindicacion anterior caracterizada por que es una

composicion farmacéutica.

4. Extracto de Ulva australis segun la reivindicacion 1 y composiciones segun cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 3 para su uso como medicamento para la prevencion y/ o el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

5. Extracto de Ulva australis segun la reivindicacion 1 y composiciones segun cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 3 para su uso como medicamento para la prevencion y/ o el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas de la retina.

6. Extracto de Ulva australis segun la reivindicacion 1 y composiciones segun cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 3 para su uso como medicamento para la prevencion y/ o el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas de la retina que cursan con estrés

oxidativo.

7. Extracto de Ulva australis segun la reivindicacion 1 y composiciones segun cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 3 para su uso como medicamento para la prevencion y/ o el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas de la retina que cursan con pérdida de

fotorreceptores.

8. Extracto de Ulva australis segun la reivindicacion 1 y composiciones segun cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 3 para su uso para su uso como medicamento para la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades degenerativas de la retina caracterizado por que las
enfermedades se seleccionan de la lista que comprende: degeneracion macular asociada a
la edad, glaucoma, distrofias hereditarias de retina, retinopatia diabética y la retinosis

pigmentaria.

9. Extracto de Ulva australis para su uso segun las reivindicaciones 5 a 8 caracterizado por

gue es un extracto de metanol o de acetato de etilo.
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10. Extracto de Ulva australis para su uso segun las reivindicaciones 5 a 9 caracterizado por

qgue es obtenido por maceracidn-coccion.

11. Extracto de Ulva australis para su uso segun las reivindicaciones 5 a 10 caracterizado por

estar resuspendido en DMSO.

12. Uso no terapéutico del extracto de Ulva australis como antioxidante en cultivos celulares

in vitro.

13. Uso no terapéutico del extracto de Ulva australis como potenciador de la proliferacion

celular in vitro.
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