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Resumen
Las algas pardas constituyen una fuente de alto contenido de polisacáridos como los 
fucoidanos que poseen importantes propiedades inmunomoduladoras. El objetivo 
fue determinar la viabilidad de células mononucleares de sangre periférica humana 
(CMSPh), producción de óxido nítrico (NO), especies reactivas de oxígeno (ROS) y 
de las citoquinas proinflamatorias IL-1α, IL-6, TNF-α e IFN-γ en cultivos tratados 
con fucoidan de Lessonia trabeculata. Se empleó fucoidan de Lessonia trabeculata 
proveniente de la bahía San Nicolás de Marcona-Ica. Las CMSPh se aislaron emplean-
do Ficoll-Hypaque, se distribuyeron a una concentración de 1x105 células/pocillo 
en medio RPMI-1640 completo y se trataron con diferentes concentraciones de 
fucoidan durante 24 y 48 h. La actividad citotóxica se determinó por la reducción 
de MTT, la producción de NO por la reacción de Griess y las ROS por la reducción 
del NBT. La producción de citoquinas se cuantificó por ELISA. El fucoidan de L. 
trabeculata estimuló la proliferación de CMSPh y produjo el incremento de ROS a 
concentraciones de 100-2000 μg/mL respecto al control (p<0.001), la reacción para 
nitritos resultó negativa. El fucoidan incrementó la producción de IL-1α y TNF-α a 
concentraciones de 100 y 10 μg/mL respectivamente, mientras que la producción 
de IL-6 e IFN-γ no mostró diferencias significativas. Se concluye que el fucoidan de 
L. trabeculata estimula la proliferación de CMSPh, producción de especies reactivas 
de oxígeno y las citoquinas proinflamatorias IL-1α y TNF-α que poseen importantes 
propiedades inmunomoduladoras.

Abstract
Brown algae are a source of high content of polysaccharides such as fucoidans 
that have important immunomodulatory properties. The aim was to determine 
the viability of human peripheral blood mononuclear cells (hPBMC), production 
of nitric oxide (NO), reactive oxygen species (ROS) and the proinflammatory cyto-
kines IL-1α, IL-6, TNF-α and IFN -γ in cultures treated with fucoidan from Lessonia 
trabeculata. Fucoidan from Lessonia trabeculata from San Nicolás de Marcona-Ica 
Bay was used. The hPBMC were isolated using Ficoll-Hypaque, distributed at a 
concentration of 1x105 cells/well in complete RPMI-1640 medium and treated with 
different concentrations of fucoidan for 24 and 48 h. The cytotoxic activity was de-
termined by the reduction of MTT, NO production by the Griess reaction and ROS 
by the reduction of NBT. The production of cytokines was quantified by ELISA. The 
fucoidan of L. trabeculata stimulated the proliferation of hPBMC and produced the 
increase of ROS at concentrations of 100-2000 μg/mL with respect to the control (p 
<0.001), the reaction for nitrites was negative. Fucoidan increased the production 
of IL-1α and TNF-α at concentrations of 100 and 10 μg/mL respectively, while the 
production of IL-6 and IFN-γ did not show significant differences. It is concluded that 
the fucoidan of L. trabeculata stimulates the proliferation of hPBMC, production of 
reactive oxygen species and the proinflammatory cytokines IL-1α and TNF-α that 
possess important immunomodulatory properties.
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Introducción
Las algas pardas presentan alto contenido de polisacá-

ridos con actividad biológica, destacando la presencia de 
ácido algínico, laminarinas y fucoidanos. Estos compues-
tos presentan un amplio espectro de propiedades farma-
cológicas y baja toxicidad in vivo (Thinh et al. 2013). 

Desde el descubrimiento de la estructura molecular 
del fucoidan por Kylin en 1913, otras estructuras de fu-
canos de diferentes algas pardas han sido investigadas 
considerando su distribución en el tejido algal y la diver-
gencia estructural (Morya et al. 2012). Se ha estudiado el 
contenido de fucoidanos en las algas pardas Adenocystis 
utricularis, Analipus japonicus, Ascophyllum nodosum, Bi-
furcaria bifurcate, Chorda filum, Cladosiphon okamura-
nus, Cystoseira indica, Dictyota menstrualis, Ecklonia ku-
rome, Fucus distichus, Fucus evanescens, Fucus serratus, 
Fucus vesiculosus, Himanthalia lorea, Hizikia fusiforme, 
Kjellmaniella crassifolia, Laminaria saccharina, Lamina-
ria digitata, Fucus spiralis, Laminaria cichorioides, Lami-
naria religiosa, Laminaria japonica, Laminaria angustata, 
Lessonia vadosa, Lobophora variegate, Macrocytis pyrife-
ra, Padina pavonia, Padina gymnospora, Pelvetia canali-
culata, Pelvetia wrightii, Saccharina latissima, Sargassum 
linfolium, Sargassum sp., Sargassum stenophyllum, Spa-
toglossum schroederi, Stichopus japonicas, Stoechosper-
mum marginatum, Undaria pinnatifida entre otras (Ale 
et al. 2011, Morya et al. 2012, Rani et al. 2017, Baba et 
al. 2018). 

En los últimos 20 años, se han reportado diversas acti-
vidades biológicas de los fucoidanos de algas pardas; prin-
cipalmente en la estimulación del sistema inmune, la acti-
vidad citotóxica sobre líneas celulares tumorales y efecto 
antitumoral in vivo. La actividad biológica de los fucoida-
nos varía con la especie, peso molecular, composición, es-
tructura, método de extracción y ruta de administración. 
La bioactividad de polisacáridos como el fucoidan se atri-
buye al número y posición de los grupos sulfato (Li et al. 
2008; Rioux et al. 2010; Cho et al. 2010; Fitton 2013; Zhao 
et al. 2018). Actualmente se ha demostrado que los fucoi-
danos desempeñan un papel vital como alimento funcio-
nal en la salud humana debido a sus actividades biológicas 
y beneficios para la salud (Zhao et al. 2018).

En general, se ha señalado que los fucoidanos pro-
ducen diversos efectos inmunomoduladores como, el 
incremento de la actividad de células NK y LT citotóxi-
cos, título de anticuerpos neutralizantes y la fagocitosis 
por macrófagos (Ramberg et al. 2010). La supervivencia 
de ratones con tumor P-388 tratados con fucoidan de U. 
pinnatifida se asoció con el incremento de aproximada-
mente dos veces del IFN-γ producido por las células T y 
NK (Maruyama et al. 2003). La incubación de linfocitos 
de bazo y macrófagos con fucoidan de Fucus vesiculosus 
produjeron su activación y efecto antitumoral sobre las 
líneas celulares de YAC-1 (linfoma murino) y B16 (me-
lanoma murino) mediante la producción de radicales li-
bres (óxido nítrico y peróxido de hidrógeno) y citoquinas 
(TNF-α e IL-6) (Choi et al. 2005). Se ha determinado que 
el fucoidan de Lessonia vadosa induce la maduración de 
células dendríticas (Barahona et al. 2014). Los fucoida-

nos extraídos de Sargassum crassifolium y Padina austra-
lis estimularon la actividad en las células de las placas 
de Peyer (Yuguchi et al. 2016). El fucoidan del esporo-
fito coreano de U. pinnatifida mostró ser menos citotó-
xico para las células inmunes y poseer actividad inmu-
nomoduladora para producir citoquinas y quimiocinas 
a partir de macrófagos y esplenocitos en comparación 
con un fucoidan comercial obtenido de Fucus vesiculosus, 
considerándose U. pinnatifida como un potente agente 
inmunomodulador (Yoo et al. 2007). Estudiando mezclas 
comerciales, Vetvicka y Vetvickova (2017) determinaron 
el elevado potencial inmunoestimulante de fucoidanos, 
encontrando un significativo incremento de la actividad 
fagocítica por monocitos de sangre periférica, la produc-
ción de citoquinas, y la formación de anticuerpos contra 
ovoalbúmina. Por otro lado,  estudios realizados en Mé-
xico con harina de Lessonia trabeculata mostraron activi-
dad anticoagulante, antihipertensiva y antioxidante (Re-
sendiz et al. 2010, Ramírez et al. 2013). Qu et al. (2014) 
aislaron y caracterizaron el fucoidan de L. trabeculata 
procedente de Perú, determinando su elevada actividad 
antioxidante. 

En el Perú, las algas marinas son exportadas y utili-
zadas como materia prima en la industria de alginatos, 
carragenanos y agar siendo limitado su consumo como 
alimento en humanos. El alginato procede principalmen-
te de dos especies: Lessonia nigrescens y Lessonia trabe-
culata, durante los últimos años, se ha incrementado la 
extracción de Lessonia spp. o aracanto, debido a la cre-
ciente demanda de los productos comerciales derivados 
como abonos, también se emplean en nutrición animal, 
como nutracéuticos, cosmecéuticos y consumo humano. 
Los pobladores dedicados a la pesca artesanal aprove-
chan el recurso para mejorar su situación socio-econó-
mica (IMARPE 2012).

El objetivo fue determinar la producción de óxido 
nítrico (NO), especies reactivas de oxígeno (ROS) y ci-
toquinas proinflamatorias IL-1α, IL-6, TNF-α e IFN-γ en 
cultivos de células mononucleares de sangre periférica 
humana (CMSPh) tratadas con fucoidan de L. trabecula-
ta, para contribuir con la validación del biorecurso como 
inmunomodulador y así ampliar su aprovechamiento en 
la alimentación humana.

Material y métodos
Lessonia trabeculata Villouta & Santelices 1986 

se colectó de la Bahía de San Nicolás (15°15’21.0”S, 
75°14’31.0”W), Marcona, Nazca, Ica. La identificación 
taxonómica se realizó en el Herbario A. Weberbauer del 
Departamento de Biología de la Universidad Nacional 
Agraria La Molina (UNALM). Los especímenes fueron 
procesados por la empresa PSW S.A. hasta la obtención 
del producto (FLt).  La identificación de fucoidan y meta-
bolitos secundarios como polifenoles, taninos, cardenó-
lidos y terpenos se realizó en el Laboratorio de Fitoquí-
mica y Bioquímica Vegetal del Instituto de Investigación 
de Bioquímica y Biología Molecular de la UNALM. Como 
control positivo en los ensayos realizados se empleó el 
fucoidan de F. vesiculosus (FFv) (Sigma, F8190). Las dife-
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rentes concentraciones de fucoidan se hicieron a partir 
de una solución de 15 mg/mL en medio RPMI-1640 sin 
suero bovino fetal (medio incompleto) y se almacenó a 4 
°C hasta su utilización. 

Separación de células mononucleares de sangre 
periférica (CMSPh).- Previo consentimiento informado 
se obtuvo en tubos heparinizados la sangre venosa de 
personas voluntarias saludables del personal de nuestro 
laboratorio. La sangre se diluyó con buffer fosfato sali-
no (PBS) 0.15 M en la proporción 1:2, se depositó sobre 
una columna de Ficoll-Hypaque 1.077 g/mL (LSM Lym-
phocyte Separation Medium) y se centrifugó a 2000 rpm 
durante 25 minutos a temperatura ambiente. Se recupe-
ró el anillo de CMSPh, las células se lavaron una vez con 
PBS 0.15 M y dos veces con RPMI-1640 completo (10% 
de suero ternera fetal (STF) inactivado al calor, 2 mM 
glutamina, hepes 10 mM, 23 mM bicarbonato de sodio, 
aminoácidos no esenciales, 100 UI/mL penicilina y 100 
μg/mL estreptomicina). El conteo de células diferencial 
se realizó en cámara de Neubauer mediante microscopía 
óptica con azul de tripán al 0.4%. En cada pocillo se colo-
caron 100 μL de 1x106 células/mL. El número de CMSPh 
a emplearse en los ensayos se determinó mediante el 
rango de linealidad por el ensayo de reducción metabóli-
ca del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenil-
tetrazol (MTT) (Mosmann 1983).

Evaluación de la viabilidad celular.- La viabilidad 
celular y la capacidad citotóxica de los agentes estudia-
dos son interpretadas como un indicador de potencial 
anticancerígeno in vivo. La citotoxicidad dependerá de la 
concentración y tiempo de exposición, cuya intensidad 
originará una perturbación metabólica o integridad es-
tructural causando la muerte o inhibición de la división 
celular (Escobar et al. 2010, Kumar et al. 2018). Para eva-
luar la viabilidad celular se realizó el ensayo de reducción 
metabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) (Mosmann 1983; Alley et al. 1988). 
Las CMSPh se sembraron en medio RPMI 1640 completo 
a una concentración de 1x105 células/pocillo en placas de 
cultivo de 96 pocillos. El FLt se añadió en concentraciones 
de 2000, 1000, 500, 200, 100, 50, 25, 10 y 1 µg/mL. Como 
controles se emplearon cultivos de CMSPh con FFv y sin 
fucoidan bajo las condiciones descritas. Las placas se incu-
baron durante 48 h a 37 °C en atmósfera de 5% CO2. Luego 
se agregó a cada pocillo 20 µL de MTT (5 mg/mL disuelto 
en PBS 0.15M) y se incubó durante 4 h a 37 °C en atmós-
fera de 5% CO2 en oscuridad. Posteriormente se añadió 
100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO), se agitó suavemente 
a 60 rpm durante 30 min y se determinó la absorbancia a 
492/630 nm. Las pruebas de citotoxicidad in vitro se reali-
zaron por triplicado. El porcentaje de viabilidad se calculó 
mediante la siguiente formula:

% Viabilidad= D.O células tratadas/D.O células control X100

Producción de óxido nítrico (NO).- Se evaluó la de-
terminación de nitritos que son metabolitos estables de la 
síntesis del NO, mediante la reacción de Griess (Moshage 
et al. 1995). Se colocaron 200 µL de 1X105 de células mo-
nonucleares/pocillo en microplacas de 96 pocillos a con-
centraciones de 2000, 1000, 500, 50 y 10 µg/mL de FLt y 

FFv, y se incubaron a 37°C, 5% CO2 durante 24 y 48 h. Lue-
go 50 µL del sobrenadante se mezclaron con 50 µL del re-
activo A y 50 µL del reactivo B de Griess (Promega), se in-
cubó por 10 min a temperatura ambiente y en oscuridad, 
y se realizó la lectura de las absorbancias a 492/630 nm. 
Como controles positivo y negativo se utilizaron CMSPh 
tratadas con 10 µg/mL de lipopolisacárido de Escherichia 
coli 055:B5 (LPS, Sigma) y no tratadas respectivamente.

Determinación de especies reactivas de oxigeno 
(ROS).- El ensayo de nitroazul de tetrazolio (NBT) se 
utilizó para medir la cantidad de especies reactivas de 
oxígeno intracelular producido por las células fagocíticas 
al reducir las sales de nitroazul de tetrazolio (Choi et al. 
2006). Se colocaron 200 µL de 1X105 de células mono-
nucleares/pocillo en microplacas de 96 pocillos a con-
centraciones de 2000, 1000, 500, 50 y 10 µg/mL de FLt 
y FFv, y se incubaron a 37 °C, 5% CO2 durante 24 y 48 h. 
Posteriormente se descartaron las células no adherentes 
lavando con PBS y se agregó 15 µL de NBT (5 mg/mL, 
disuelto en solución de sales balanceadas de Hanks). Las 
microplacas se incubaron durante 3 h a 37 °C, 5% CO2, 
posteriormente se lavaron dos veces con PBS 0.15M y 
se fijaron con metanol absoluto. Para medir la reducción 
NBT espontánea, las células se incubaron en medio de 
cultivo. Para disolver el formazán producto de la reduc-
ción del NBT se agregó 120 μL de hidróxido de potasio 
2M y 140 μL de DMSO. La lectura se realizó a 630 nm. 
Como control positivo se utilizó 10 µg/mL LPS (Sigma).

Cuantificación de IL-1α, IL-6, TNF-α e IFN-γ.- Se 
emplearon kits de ELISA sándwich para IL-1α, IL-6, 
TNF-α e IFN-γ (Sigma, RAB0269, RAB0306, RAB0476 y 
RAB0222 respectivamente) y se procedió de acuerdo a 
las instrucciones de manufactura. Las citoquinas se de-
terminaron en los sobrenadantes de los cultivo de CM-
SPh tratados con las distintas concentraciones de FLt y 
FFv e incubados a 37 °C, 5% CO2 durante 48 h.

Análisis estadístico.- Los datos se analizaron me-
diante el programa GraphPad Prisma 5.0. Las diferencias 
entre los tratamientos y el grupo control se establecieron 
empleando análisis de la varianza (ANOVA). Las diferen-
cias se consideraron significativas en valores de p<0.05.

Resultados
Determinación de la viabilidad celular en células 

mononucleares sanguíneas.- En la Figura 1 se muestra 
que el tratamiento de 48 h con concentraciones de FLt 
hasta 2 mg/mL no tuvo efecto citotóxico sobre las CM-
SPh (p>0.05). Sin embargo, se evidenció el incremento 
del porcentaje de la viabilidad celular respecto al control 
(p= 0.0134). Del mismo modo, el tratamiento con FFv 
durante 48 h incrementó el porcentaje de células mono-
nucleares con relación al control (p< 0.0001) (Fig. 2).

Efecto del fucoidan de Lessonia trabeculata sobre 
la producción de óxido nítrico.- Las CMSPh tratadas 
con las concentraciones de fucoidan de L. trabeculata y F. 
vesiculosus no estimularon la producción de óxido nítri-
co (NO) luego de 24 y 48 h de cultivo, se observó que el 
reactivo de Griess provocó la precipitación del fucoidan 



294

Colona‐Vallejos et al.

Rev. peru. biol. 26(3): 294 - 300 (Septiembre 2019)

a concentraciones mayores de 1 mg/mL. 

Determinación de especies reactivas de oxígeno 
por reducción del NBT.- A las 24 h del cultivo, la actividad 
oxidativa de los monocitos a partir de las CMSPh tratadas 
con 2 mg/mL de FLt se incrementó significativamente res-
pecto al control (p< 0.0001) y LPS (p< 0.05), mientras que 
el tratamiento a concentraciones de 0.01, 0.05, 0.5 y 1 mg/
mL de FLt no produjo diferencias significativas con rela-
ción al control (p> 0.05) (Fig. 3A). En las CMSPh tratadas 
durante 48 h a concentraciones de 0.001, 0.01, 0.05, 0.5, 
1 y 2 mg/mL de FLt se incrementó significativamente la 
producción de ROS con porcentajes de reducción de NBT 
de 40.37, 37.4, 38.2, 50.7, 60.4 y 73.7 % respectivamente 
frente al control (p<0.0001). El FLt a las concentraciones 
de 0.5, 1 y 2 mg/mL produjo mayor incremento de ROS 
respecto al LPS (p<0.0001) (Fig. 3B). 

En el caso del tratamiento con FFv (24 h) se obser-
vó el aumento de ROS a la concentración de 1 mg/mL 
(p<0.05) y 2 mg/mL (p<0.0001) respecto al control (Fi-
gura 4A), mientras que a las 48 h de tratamiento se ob-
servaron diferencias desde las concentraciones de 0.5, 
1 y 2 mg/mL con relación al control (p<0.0001) (Figura 
4B). Cabe notar que el FFv a la concentración de 2 mg/
mL duplicó el porcentaje de reducción del NBT cuando 
se comparó con el FLt a la misma concentración (Figuras 
3A y 4A), mientras que el FFv (48 h) evidenció porcenta-
jes de reducción del NBT superiores al 100% respecto al 
FLt (Figs. 3B y 4B). El tratamiento con el fucoidan parece 
modular la producción de ROS dependiente de la dosis. 

Cuantificación de citoquinas por ELISA sándwich.- 
Con la finalidad de determinar el efecto inmunomodula-
dor del fucoidan sobre la síntesis de la IL-1α, IL-6, TNF-α 
e IFN-γ se cuantificó la producción de citoquinas en el so-
brenadante de los cultivos de CMSPh tratados con diferen-
tes concentraciones mediante la prueba de ELISA. En la 
Figura 5 se observa el incremento de IL-1α dependiente 
de la concentración del fucoidan, en el tratamiento de las 
CMSPh con FLt 100 μg/mL produjo diferencias respecto 
al FFv (p<0.0001) y control (p<0.05). Se determinó una 
mayor producción de IL-6 a las concentraciones de FLt 10 
y 100 μg/mL, sin embargo no se observaron diferencias 
significativas con relación al control (p>0.05) (Fig. 6). Con 
respecto al TNF-α a la concentración de FLt 10 μg/mL se 
evidenció diferencias respecto al control (p<0.05) (Fig. 7). 
Además, se encontraron diferencias significativas cuando 
se comparó el FLt 10 μg/mL respecto a las concentracio-
nes del FFv 10 μg/mL (p<0.01) y FFv 100 μg/mL respec-
tivamente (p<0.05). En los cultivos de CMSPh tratados 
con FLt no se observaron diferencias significativas en la 
producción IFN-γ respecto al control. Sin embargo, la sín-
tesis de IFN-γ se incrementó con relación al FFv 10 μg/mL 
(p<0.05) (Fig. 8). En las CMSPh tratadas con LPS 10 μg/
mL se incrementó la producción de IL-1α, TNF-α respecto 
al control (p<0.0001) (Figs. 5 y 7).

Discusión
Los fucoidanos son heteropolisacáridos de L-fucosa 

sulfatada que se encuentra en la pared celular o matriz 
extracelular de algas pardas y constituye aproxima-
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Figura 1. Viabilidad de CMSPh tratadas con diferentes concentracio-
nes de fucoidan de L. trabeculata durante 48 h. Concentraciones de 1 
y 2 mg/mL de FLt aumentan el porcentaje de células mononucleares. 
Los datos representan el promedio de medidas por triplicado ± des-
viación estándar. El asterisco (*) indica diferencias significativas con 
respecto a células sin tratamiento con fucoidan (control) (*p<0.05, 
**p=0.0134).
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Figura 2. Viabilidad de CMSPh tratadas con diferentes concentra-
ciones de fucoidan de F. vesiculosus durante 48 h. Concentraciones 
de 0.05, 0.1 y 0.2 mg/mL de FFv incrementan significativamente 
el porcentaje de células mononucleares. Los datos representan el 
promedio de medidas por triplicado ± desviación estándar. El aste-
risco (*) indica diferencias significativas con relación a células sin 
tratamiento con fucoidan (control) (*p<0.05, ***p<0.0001).
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damente el 40% de peso seco del alga (Holdt & Kraan, 
2011). 

Las concentraciones comprendidas entre 1-2000 μg/
mL (48h) de fucoidan de L. trabeculata (FLt) no produje-
ron efectos tóxicos sobre las CMSPh (Figura 1). Estos re-
sultados concuerdan con los obtenidos por Vásquez y Ra-
mos (2012) quienes demostraron que el tratamiento de 
CMSPh con el extracto de S. siliquosum a concentraciones 
entre 25-175 μg/mL (72 h), no afectó la viabilidad celular. 
Yoo et al. (2007) determinaron que el fucoidan de U. pinna-
tifida (FUp) a concentraciones superiores a 500 μg/mL no 

mostró actividad citotóxica en esplenocitos y macrófagos 
peritoneales de ratón. Asimismo, el tratamiento a concen-
traciones de 0 a 500 μg/mL de fucoidan de F. vesiculosus 
(FFv) sobre cultivos primarios de hígado humano no evi-
denció efectos citotóxicos (Min et al. 2014), sin embargo, 
el FUp y FFv produjeron toxicidad sobre el crecimiento de 
la línea celular de macrófagos leucémicos de ratón (RAW 
264.7), mientras que el FFv inhibió el crecimiento de es-
plenocitos murinos de manera dosis dependiente (Yoo et 
al. 2007). Las diferencias en los efectos citotóxicos seña-
ladas por los referidos autores están relacionadas con las 
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Figura 3. Efecto del fucoidan de L. trabeculata en la producción de 
especies reactivas de oxígeno por CMSPh durante 24 y 48 h. (A) El 
tratamiento con 2 mg/mL de FLt (24 h) incrementó la producción de 
ROS con una reducción de NBT superior al 300%. (B) En el cultivo de 
48 h se observó desde la concentración de 0.5 mg/mL el aumento de 
ROS dependiente de la dosis. Las CMSPh tratadas con LPS (0.01 mg/
mL) y sin tratamiento con fucoidan se utilizaron como control positivo 
y negativo respectivamente. Los datos representan el promedio de 
medidas por triplicado ± desviación estándar. El asterisco (*) indica 
diferencias significativas con respecto al control (***p<0.0001).

Figura 4. Efecto del fucoidan de F. vesiculosus en la producción de 
especies reactivas de oxígeno por CMSPh durante 24 y 48 h. (A) Los 
cultivos tratados por 24 y 48 h incrementaron las ROS de manera 
dosis dependiente. Los tratamientos a concentraciones de 1 y 2 mg/
mL produjeron mayor concentración de ROS respecto al control. (B) 
Las CMSPh tratadas por 48 h aumentaron significativamente la pro-
ducción de ROS a concentraciones de 0.5, 1 y 2 mg/mL. Las células 
mononucleares tratadas con LPS (0.01 mg/mL) y sin tratamiento con 
fucoidan se utilizaron como control positivo y negativo respectiva-
mente. Los datos representan el promedio de medidas por triplicado 
± desviación estándar. El asterisco (*) indica diferencias significativas 
con respecto al control (* p<0.05, ***p<0.0001).
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Figura 5. Efecto del fucoidan de L. trabeculata sobre la producción 
de IL-1α durante 48 h. En las CMSPh tratadas con FLt 100 μg/mL se 
incrementó la producción de IL-1α dependiente de la concentración 
con diferencias significativas respecto al control. La IL-1α se cuantificó 
en el sobrenadante del cultivo de CMSPh por ELISA sándwich. Los 
datos representan el promedio de medidas por triplicado ± desvia-
ción estándar. *p<0.05; ***p<0.0001.

Figura 6. Efecto del fucoidan de L. trabeculata sobre la producción 
de IL-6 durante 48 h. En el cultivo de CMSPh tratadas con FLt no se 
incrementó significativamente la producción de IL-6 con relación 
al control. La producción de IL-6 en el sobrenadante del cultivo de 
CMSPh se cuantificó por ELISA sándwich. Los datos representan el 
promedio de medidas por triplicado ± desviación estándar.
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Figura 7. Efecto del fucoidan de L. trabeculata sobre la producción 
de TNF-α durante 48 h. En las células mononucleares tratadas con 
FLt 10 μg/mL se evidenciaron diferencias significativas respecto al 
control. La producción de TNF-α se cuantificó por ELISA sándwich 
en el sobrenadante del cultivo de CMSPh. Los datos representan el 
promedio de medidas por triplicado ± desviación estándar. *p<0.05; 
***p<0.0001.

Figura 8. Efecto del fucoidan de L. trabeculata sobre producción 
de IFN-γ durante 48 h. En el cultivo de CMSPh tratadas con FLt no 
se incrementó significativamente la producción de IFN-γ con relación 
al control. La producción de IFN-γ se cuantificó por ELISA sándwich 
en el sobrenadante del cultivo de CMSPh. Los datos representan el 
promedio de medidas por triplicado ± desviación estándar.
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estructuras heterogéneas y complejas de los fucoidanos, 
y las especies de las que proceden (Nakano et al. 2012). 

En relación al incremento en el porcentaje de la via-
bilidad en CMSPh tratadas con fucoidan, se observó dife-
rencias a las concentraciones de 1000 y 2000 μg/mL de 
FLt con relación al control (p<0.0001) (Figura 1). Estos 
resultados concuerdan con los obtenidos por Vásquez & 
Ramos (2012) quienes demostraron que el fucoidan de S. 
siliquosum a concentraciones entre 25-175 μg/mL esti-
muló la actividad proliferativa sobre CMSPh. Se ha repor-
tado el efecto mitogénico del FFv (10-100 μg/mL), FUp 
(100 μg/mL) y productos comerciales a base de fucoi-
dan (10 μg/mL) sobre esplenocitos murinos estimulados 
con Concanavalina A y LPS (Choi et al. 2005, Hayashi et 
al. 2008, Vetvicka & Vetvickova, 2017). Estos resultados 
contrastan con los de Yuvaraj & Arul (2014), quienes em-
pleando concentraciones entre 0-100 μg/mL del extrac-
to de Sargassum wightii observaron la inhibición de la 
proliferación de CMSPh, por lo cual se puede inferir que 
el incremento de CMSPh obtenido en el presente estudio 
para el fucoidan de L. trabeculata es similar a los repor-
tes presentados por los referidos autores.

Las concentraciones de FLt y FFv no indujeron la 
producción de NO en cultivos de CMSPh, resultados que 
concuerdan con los de Yang et al. (2006) y Hwang et al. 
(2011) quienes determinaron que el fucoidan de Lami-
naria japónica y el extracto de polisacáridos sulfatados 
de Sargassum hemiphyllum disminuyen la producción de 
NO en células RAW 264.7 estimuladas con LPS. Así mismo, 
nuestros resultados difieren de los hallados por Choi et al. 
(2005) quienes determinaron que macrófagos peritonea-
les de ratón tratados con fucoidan de F. vesiculosus (48 h) 
producen altas concentraciones de NO. Otros autores han 
reportado que el tratamiento de células RAW 264.7 con fu-
coidanos de Laminaria angustata var. longissima, Ascophy-
llum nodosum y Fucus vesiculosus inducen la producción 
de NO de manera dosis dependiente (Teruya et al. 2010, 
Jiang et al. 2011, Nishiguchi et al. 2014). La presencia de 
NO se ha determinado principalmente en macrófagos em-
pleando LPS y/o citoquinas, sin embargo, investigadores 
como Weinberg et al. (1995) encontraron en monocitos 
humanos activados la producción disminuida de la enzi-
ma sintasa óxido nítrico inducible (iNOS) y NO. Es proba-
ble que la reacción de ROS (anión superóxido, peróxido de 
hidrógeno, radical hidroxilo y algunas veces ácido hipo-
cloroso) ocasione la inactivación del NO o la consiguiente 
conversión en peroxinitrito (ONOO-), una molécula con 
potente bioactividad (MacMicking et al. 1997).

La determinación de la actividad oxidativa se realizó 
mediante la técnica de reducción del NBT. El tratamiento 
de CMSPh con FLt y FFv (24 h) a la concentración de 2 
mg/mL produjo el incremento de ROS respecto al con-
trol (p<0.0001) (Figuras 3A y 4A). Cuando se trataron 
las CMSPh (48 h) se observaron diferencias a concen-
traciones de FLt de 0.001, 0.01, 0.05, 0.5, 1 y 2 mg/mL 
con relación al control (p<0.0001) (Figura 3B), mientras 
que el tratamiento con el FFv presentó diferencias a las 
concentraciones de 0.5, 1 y 2 mg/mL (p<0.0001) (Figura 
4B). Los resultados coinciden con los encontrados por 

Jiang et al. (2013) quienes trabajaron con polisacáridos 
sulfatados de Ascophyllum nodosum y demostraron la 
producción de especies reactivas de oxígeno en células 
RAW 264.7. La inhibición en la producción de anión su-
peróxido implica una fuerte actividad antioxidante de 
los fucoidanos sobre ROS (So et al. 2007), en ese sentido 
otros autores han demostrado que empleando el extrac-
to de Eisenia bicyclis y nanopartículas constituidas por 
quitosano y FFv se inhibe la producción de anión supe-
róxido y la actividad fagocítica en macrófagos aislados de 
ratas y células RAW 264.7 respectivamente (Namkoong 
et al. 2011, Huang & Li 2014).

La IL-1α es una potente citoquina proinflamatoria 
y pleiotrópica que es secretada por monocitos, macró-
fagos, células dendríticas, células B, fibroblastos, neu-
trófilos, células epiteliales entre otras. Esta citoquina 
estimula la expresión de genes de otras citoquinas infla-
matorias, factores de crecimiento de linfocitos, factores 
estimuladores de colonias y mesenquimales (Velez et al. 
2004; Fettelschoss et al. 2011). Con respecto a la IL-1α se 
evidenció que la mayor producción fue con 100 µg/mL 
de FLt respecto al control (p<0.05) y al FFv (p<0.01) (Fi-
gura 5), si bien no existen referencias respecto a la pro-
ducción de esta citoquina en modelos similares, Vásquez 
et al. (2014) demostraron que CMSPh estimuladas con 
LPS 10 µg/mL y coincubadas con extracto de fucoidan 
de S. siliquosum a concentraciones comprendidas entre 
25-175 μg/mL durante 48 h, inhibieron la producción de 
IL-1, IL-6 y TNF-α de manera dosis dependiente. Sin em-
bargo, en el presente estudio se determinó que cultivos 
tratados con 100 µg/mL de FLt y FFv incrementan la pro-
ducción de IL-1α respecto a 10 µg/mL (Figura 5).

La IL-6 es una citoquina bifuncional que media ac-
tividades pro y antiinflamatorias. Esta citoquina es ex-
presada por neutrófilos y eosinófilos no estimulados, 
linfocitos B y T, monocitos y células endoteliales estimu-
ladas (Garbuzova-Davis et al. 2018). En los cultivos tra-
tados con FLt y FFv se evidenció la producción de IL-6 
(p>0.05). Además, se observó que a FLt 10 y 100 µg/
mL se disminuye la producción de IL-6 frente al control 
(p<0.05) (Figura 6); resultados que evidencian la acción 
inmunomoduladora del fucoidan de L. trabeculata en la 
producción de esta citoquina. 

El TNF-α es una citoquina pluripotencial proinflama-
toria que regula una diversidad de respuestas celulares y 
es producida en primer lugar por monocitos y macrófa-
gos (Esposito & Cuzzocrea 2009). En el cultivo de CMSPh 
tratadas con FLt 10 µg/mL se incrementó la producción 
de TNF-α respecto al FFv 10 µg/mL (p<0.01), FFv 100 
µg/mL (p<0.05) y el control (p<0.05) (Figura 7). Los 
referidos resultados son similares a los reportados por 
Halling et al. (2015) quienes determinaron que en cul-
tivos de CMSPh tratadas con elevadas concentraciones 
de fucoidan ultrapurificado (10 mg/mL) de Laminaria 
hyperborea durante 24 h, se incrementó la producción 
de TNF-α, aunque la producción de IL-6 no mostró di-
ferencias significativas. Este comportamiento es distin-
to cuando se emplean cultivos de otros tipos de células 
como macrófagos J774A.1 que tratados con fucoidanos 
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puros y mezclas comerciales (10 μg/mL), produjeron 
IL-10 y TNF-α, mientras que en macrófagos THP-1 tra-
tados a la concentración de 10 y 100 μg/mL de fucoidan 
de Laminaria digitata y Laminaria hyperborea se incre-
mentaron los niveles de TNF-α, IL-6 e IL-10 (Vetvicka & 
Vetvickova 2017, Stefaniak-Vidarsson et al. 2017).

El IFN-γ es sintetizado por linfocitos Th1CD4+, linfo-
citos citotóxicos CD8+, células NK y células NKT. La secre-
ción de IFN-γ por células NK es importante en estadios 
iniciales de la infección, mientras que la producción por 
linfocitos T es importante en la respuesta inmune adap-
tativa (Razaghia et al. 2017). Respecto a la producción de 
IFN-γ no se evidenciaron diferencias significativas entre 
el FLt y FFv con relación al control (p>0.05) (Figura 8); 
resultados similares obtuvieron Iwamoto et al. (2011) al 
comprobar en cultivos de CMSPh de personas tratadas y 
no tratadas con 100 μg/mL de fucoidan durante 12 días. 
Sin embargo, se ha confirmado que en el cultivo de es-
plenocitos de ratón estimulados con fucoidan de Fucus 
evanescens se incrementan el nivel de citoquinas séri-
cas proinflamatorias TNF-α, IFN-γ e IL-2 (Kuznetsova 
et al. 2017). En ratones tratados con FUp, Mathew et al. 
(2017) determinaron el incremento de IL-6 e IFN-γ sin 
diferencias significativas.

Respecto a la síntesis de citoquinas en cultivos de 
CMSPh (48 h) se observó que el FLt provoca el aumento 
de IL-1α y TNF-α (Figuras 5 y 7), mientras que la IL-6 e 
IFN-γ no se produjeron de manera significativa respecto 
al control (Figuras 6 y 8). En los cultivos con FFv se evi-
denció la producción de las cuatro citoquinas ensayadas 
(p>0.05). 

Los efectos del fucoidan en la producción de citoqui-
nas permanecen controversiales debido a que existen 
reportes que han demostrado su inducción o inhibición, 
esta contradicción se sustentaría en las características 
estructurales, composición y diversas actividades bio-
lógicas del fucoidan según la especie del alga (Ale et al. 
2011, Li et al. 2017).

Se concluye que el fucoidan de L. trabeculata induce 
la proliferación de células mononucleares humanas, la 
producción de especies reactivas de oxígeno y citoquinas 
proinflamatorias IL-1α y TNF-α con importantes propie-
dades inmunomoduladoras. 
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