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Glosario
Antibacteriano

Biogeografia

Biosintesis

Citotoxico

Esterol

Extracto

Farmaco

Ficologia

Lipido

Metabolito

Metabolito
secundario

Producto natural

Sinérgico

Compuesto que inhibe el crecimiento de bacterias.

La biogeografia es la disciplina que estudia la distribucién de
los seres vivos, tanto en el tiempo como en el espacio.

Conjunto de procesos bioquimicos de las células para
construir, a partir de los nutrientes del medio, las sustancias
de las cuales estan constituidos los organismos.

Que es toxico para las células.

Son compuestos quimicamente relacionados con el
colesterol, todos los esteroles poseen un nucleo basico de
4 anillos; el ciclopentanoperhidrofenantreno.

Producto obtenido a partir de un organismo o parte de él, el
cual es extraido con un disolvente, ya se organico o a base
de agua.

Sustancia quimica purificada que se utiliza para el
tratamiento, la cura, la prevencién o el diagndstico de alguna
enfermedad o también para inhibir la aparicion de un
proceso fisiolégico no deseado.

La ficologia es la disciplina de la biologia que estudia las
algas.

Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas
compuestas por carbono, hidrégeno y oxigeno. Tiene como
caracteristica principal el ser insolubles en agua y soluble en
disolventes de baja polaridad como hexano, diclorometano.

Compuesto quimico producido por un organismo
Compuesto quimico producido por un organismo sin funcion
aparentemente involucrada en procesos primarios como la
reproduccién y el crecimiento, sin embargo puede darle una
ventaja competitiva al organismo que lo produce.

Sea cualquier producto o sustancia producida u obtenida a
partir de un organismo o parte de él, normalmente de
naturaleza organica.

Accion o efecto combinado de 2 o mas compuestos.
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Resumen

En este trabajo se estudiaron los extractos etandlicos de 62 especies de
algas recolectadas a lo largo de la peninsula de Baja California Sur, México, por
su potencial como fuente de compuestos bioactivos. La actividad antibacteriana,
antioxidante, citotoxica, anti-bioincrustante e inhibitoria de los mecanismo de
resistencia bacteriana a los antibiéticos fueron las actividades evaluadas en este
trabajo de tesis. La primera parte de la tesis se centra en la identificacién de las
algas mas prometedoras como fuente de compuestos con activos contra bacterias
patdgenas resistentes a antibidticos [Staphylococcus aureus (ATCC BAA-42),
Streptococcus pyogenes (ATCC BAA-946) y Escherichia coli (ATCC BAA-196)]
con mecanismos de resistencia conocido, asi mismo, contra Mycobacterium
tuberculosis, los extractos activos contra el M. tuberculosis se analizaron por su
actividad citotoxica contra la linea celular VERO. También, la primera parte
comprende un estudio de seleccion de los extractos activos frente a
microorganismos causantes de la bioincrustacion en superficies sumergidas en
agua (3 microorganismos terrestres, tres marinos y 3 microalgas). Los resultados
mas relevantes en cuanto al efecto de los extractos como inhibidores de los
mecanismo de resistencia bacteriana, de los 62 extractos etandlicos probados, 12
(20%) de ellos en combinacion con la ampicilina fueron capaces de revertir la
resistencia de S. aureus y 8 (13%) con eritromicina la de S. pyogenes. El extracto
de Sargassum horridum (04-003) fue el unico que revirtié la resistencia de S.
aureus y S. pyogenes a la ampicilina y eritromicina, respectivamente.
Adicionalmente el 80% de los extractos fueron activos contra al menos uno de los
microorganismos de prueba y el 51% contra dos microorganismos probados. En el
ensayo contra M. tuberculosis solo 5 (8%) extractos mostraron actividad:
Laurencia johnstonii (04-005) con una CMI = 12.5 ug mL™, 3.13 ug mL" para
Laurencia sp., S. horridum (04-003), Pterosiphonia bipinnata (07-003) y Laurencia

pacifica con una CMI = 6.25 ;g mL™". Las CMI de estos extractos en las pruebas
de citotoxicidad fueron 19.05 g mL" para S. horridum, < 2 ug mL" para L.
johnstonii y Laurencia sp., 26.77 pg mL™" para L. pacifica y 30.76 ugd mL™" para P.

bipinnata. En los ensayos de actividad anti-bioincrustrante, 54 extractos fueron
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evaluados por su capacidad para inhibir el crecimiento de un grupo de
microorganismos formadores de incrustraciones, entre llos: E. coli (ATCC 23176),
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), S. aureus (ATCC 25923),
Pseudoalteromonas elyakovii (ATCC 700519), Polaribacter irgensii (ATCC
700398) Vibrio aestuarianus (ATCC 35048), Fragilaria crotonensis, Scenedesmus
armatus y Cosmarium sp. La concentracion minima inhibitoria (CMI) de todos los

extractos activos se encontré en el rango de 0,1 a 50 pg mL™'. De todos los

extractos probados, 4 (7.4%) fueron activos contra E. coli, 9 (16.6%) activos contra
E. aerogenes, 3 (5.5%) activos frente a S. aureus, 5 (9.2%) frente a P. ingensii, 7
(12.9%) contra P. elyakovii y 43 (79.6%) frente a V. aestuarianus. Padina
mexicana y U. dactylifera fueron las mas activas frente a E. coli con una CMI = 1.0
ug mL™", los extractos de Gelidium robustum, Ganonema farinosum y Ulva
dactylifera mostraron CMI = 0.1 pg mL™" en contra E. aerogenes. Sélo Colpomenia
sinuosa (07-008) mostré CMI = 0.1 g ml™ frente a S. aureus. Macrocystis pyrifera
(09-019) y Cystoseira osmundacea (06-023) tuvieron CMI = 0.1 pg mL™ contra de
P. irgensii y P. elyakovii. Vibrio aestuarinus fue el microorganismo mas sensible,
habiendo sido inhibido por el 80% de los extractos, de los cuales el 56% de ellos
mostré una CMI = 0.1 ug mL™. En el caso de las microalgas, se observo un efecto
inhibitorio en algunos casos, mientras que en otros casos se observo un afecto
activador del crecimiento. Siete (12.9%) extractos mostraron actividad inhibitoria
contra Fragilaria crotonensis. Los mas activos fueron el extracto del alga 06-014
(no identificada) y el de Colpomenia tuberculata a 0.1 pg mL™. Por otra parte 8
(14. 8%) tuvieron un efecto activador sobre F. crotonensis, los extractos de S.
horridum (04-003), Codium amplivesiculatum (04-004), Rosenvingea intricata (04-
020) y Macrocystis pyrifera (06-019) fueron los mas activos (0.1 g mL™"). Sobre
Cosmarium sp., sélo 3 (5.5%) de los extractos mostraron actividad inhibitoria.
Rosenvingea intricata (06-004), Liagora californica (06-008) y Gelidium robustum
(06-033) mostraron un efecto inhibidor a 1.0, 0.1 y 0.1 ug mL™, respectivamente.
Cinco (9.2%), extractos tuvieron un efecto inductor sobre Cosmarium sp.,

Porphyra peforata (06-020) fue el extracto mas activo (0.1 ug mL™"). Scenedesmus



armatus fue inhibido por 11 (20.3%) extractos, Rosenvingea intricata (06-004),
Corallina vancouvereiencis (06-025) e Hypnea johnstonii (06-035) mostraron
actividad a 0.1 pg ml™, 7 (12.9 %) tuvieron un efecto inductor, de los cuales los
extractos de Laurencia johnstonii (04-005), Gelidium robustum (04-008), Padina

concrescens (06-018) y Macrocystis pyrifera (06-019) fueron activos a 0.1 g mL™".

La segunda parte de la tesis se centra en la obtencion de compuestos bioactivos a
partir de Padina mexicana y Sargassum horridum. El extracto etandlico de P.
mexicana y sus fracciones se evaluaron por su capacidad para reducir el radical
libre estable DPPH y su capacidad para inhibir el crecimiento de tres bacterias
patdgenas [S. aureus (ATCC BAA-42), S. pyogenes (ATCCBAA-946) y E. coli
(ATCCBAA-196)] por el método de difusion en agar con discos. Nuestros
resultados muestran una interesante actividad secuestrante en la fraccion obtenida
con EtOAc (ESL1F2) la cual mostr6 una ECsy = 45.5 pg mL"'. En el
fraccionamiento de ESL1F2 por cromatografia en columna, se obtuvieron 13
fracciones de las cuales las fracciones polares CCAF10, CCAF11, CCAF12 Y
CCAF13 mostraron una ECsy = 12.0, 200.0, 220.0, 130.0 y 23.0 ng mL""
respectivamente. Las fracciones ESL1F1, ESL1F2 y ESL1F3 mostraron actividad
inhibitoria contra S. aureus y S. pyogenes, ademas la fraccion ESL1F2 mostré
actividad frente a E. coli a una concentracién de 2 mg disco™. En este estudio se
aislaron los compuestos conocidos glicerol, manitol y (2S)-1-oleoil-2-3-palmitoil-O-
B-D-galactopiranosil-glicerol. El alga, S. horridum fue estudiada como fuente de
compuestos con actividad inhibitoria contra M. tuberculosis. El extracto de esta
alga mostr6 una CMI = 6.25 g mL" frente a M. tuberculosis. En el
fraccionamiento del extracto activo se aislaron fucosterol, acido miristico y un
compuesto cuya estructura actualmente se encuentra en proceso de elucidacion.
El acido miristico fue el unico que mostré actividad contra M. tuberculosis con una
CMI =50 g mL™.



Abstract

In this work we studied the ethanolic extracts of 62 species of algae collected along
the peninsula of Baja California Sur, Mexico, for its potential as a source of
bioactive compounds. The antibacterial, antioxidant, cytotoxic, anti-biofouling and
inhibitory mechanisms of bacterial resistance to antibiotics were the activities
evaluated in this thesis. The first part of the thesis focuses on identifying the most
promising algae as a source of compounds active against antibiotic-resistant
pathogenic bacteria [Staphylococcus aureus (ATCC BAA-42), Streptococcus
pyogenes (ATCC BAA-946) and Escherichia coli (ATCC BAA-196)] with known
resistance mechanisms, likewise, against Mycobacterium tuberculosis, the active
extracts against M. tuberculosis were analyzed for their cytotoxic activity against
Vero cell line. Also, the first part comprises a study of selection of the active
extracts against microorganisms that cause bio-fouling on surfaces submerged in
water (three terrestrial, three marine microorganisms, and three freshwater
microalgae). The most relevant results on the effect of the extracts as inhibitors of
bacterial resistance mechanism of ethanol extracts of 62 tested, 12 (20%) of them
in combination with ampicillin were able to reverse the resistance of S. aureus and
8 (13%) with erythromycin of S. pyogenes. Sargassum horridum extract (04-003)
was the only one who reversed the resistance of S. aureus and S. pyogenes to
ampicillin and erythromycin, respectively. Additionally, 80% of the extracts were
active against at least one of the test organisms and 51% against two
microorganisms tested. In the trial against M. tuberculosis only 5 (8%) extracts
showed activity: Laurencia johnstonii (04-005) with a MIC = 12.5 ug mL™", 3.13 ug
mL™" for Laurencia sp., S. horridum (04-003), Pterosiphonia bipinnata (07-003) and
Laurencia pacifica with a MIC = 6.25 ug mL". The MIC of these extracts on
cytotoxicity tests were 19.05 ug mL" for S. horridum, <2 Mg mL™" for L. johnstonii
and Laurencia sp., 26.77 yg mL™ for L. pacifica and 30. ug mL 'for P. bipinnata. In
trials of anti-biofouling 54 extracts were evaluated for their ability to inhibit the
growth of a group of fouling microorganisms, including: E. coli (ATCC 23176),
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), S. aureus (ATCC 25923),
Pseudoalteromonas elyakovii (ATCC 700519), Polaribacter irgensii (ATCC
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700398) Vibrio aestuarianus (ATCC 35048), Fragilaria crotonensis, Scenedesmus
armatus and Cosmarium sp. The minimum inhibitory concentration (MIC) of all
active extracts was in the range from 0.1 to 50 ug mL™". Of all the extracts tested, 4
(7.4%) were active against E. coli, 9 (16.6%) active against E. aerogenes, 3 (5.5%)
active against S. aureus, 5 (9.2%) against P. ingensii, 7 (12.9%) against P.
elyakovii and 43 (79.6%) compared to V. aestuarianus. Padina mexicana and U.
dactylifera were the most active against E. coli with a MIC = 1.0 yg mL™", extracts
of Gelidium robustum, and Ulva dactylifera, Ganonema farinosum showed MIC = 0.
ug mL'against E. aerogenes. Only Colpomenia sinuosa (07-008) showed MIC =
0.1 pyg mL" against S. aureus. Macrocystis pyrifera (09-019) and Cystoseira
osmundacea (06-023) had MIC = 0.1 ug mL™" against P. irgensii and P. elyakovii.
Vibrio aestuarinus was the microorganism more sensitive, being inhibited by 80%
of the extracts, of which 56% of them showed a MIC = 0.1 ug mL™". For microalgae,
the inhibitory effect was observed in some cases, while in other cases there was
growth promoter. Seven (12.9%) extracts showed inhibitory activity against
Fragilaria crotonensis. Most active were the algae extract 06-014 (unidentified) and
the Colpomenia tuberculata to 0.1 ug mL™. Moreover 8 (14. 8%) had an activating
effect on F. crotonensis, extracts of S. horridum (04-003), Codium
amplivesiculatum (04-004), Rosenvingea intricata (04-020) and Macrocystis
pyrifera (06-019) were the most active (0.1 pg mL'1). About Cosmarium sp., Only 3
(5.5%) of the extracts showed inhibitory activity. Rosenvingea intricata (06-004),
Liagora californica (06-008) and Gelidium robustum (06-033) showed an inhibitory
effect at 1.0, 0.1 and 0.1 ug mL", respectively. Five (9.2%), extracts had an
inductive effect on Cosmarium sp. Porphyra peforata (06-020) was the most active
extract (0.1 pg mL™"). Scenedesmus armatus was inhibited by 11 (20.3%) extracts,
Rosenvingea intricata (06-004), Corallina vancouvereiencis (06-025) and Hypnea
johnstonii (06-035) were active at 0.1 uyg mL™", 7 (12.9%) had an inductive effect,
which extracts of Laurencia johnstonii (04-005), Gelidium robustum (04-008),
Padina concrescens (06-018) and Macrocystis pyrifera (06-019) were active at 0.1
ug mL™. The second part of the thesis focuses on the production of bioactive

compounds from Padina mexicana and Sargassum horridum. The ethanol extract
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of P. mexicana and its fractions were evaluated for their ability to reduce the stable
free radical DPPH and its ability to inhibit the growth of three pathogenic bacteria
[S. aureus (ATCC BAA-42), S. pyogenes (ATCCBAA-946) and E. coli (ATCCBAA-
196)] by the agar diffusion method with discs. Our results show an interesting
scavenger activity in the fraction obtained with EtOAc (ESL1F2) which showed an
ECso = 45.5 pg mL™. In ESL1F2 fractionation by column chromatography, we
obtained 13 fractions of which the polar fractions CCAF10, CCAF11, CCAF12 and
CCAF13 showed an EC50 = 12.0, 200.0, 220.0, 130.0 and 23.0 ug
mL™ respectively. ESL1F1, ESL1F2 and ESL1F3 fractions, showed inhibitory
activity against S. aureus and S. pyogenes, also ESL1F2 fraction showed activity
against E. coli at a concentration of 2 mg disc™. In this study, known compounds
were isolated from glycerol, mannitol and (2S)-1-oleoyl-2-3-palmitoyl-O-3-D-
galactopyranosyl-glycerol. The alga, S. horridum was studied as a source of
compounds with inhibitory activity against M. tuberculosis. The extract of the algae
showed a MIC = 6.25 pg mL™" against M. tuberculosis. In the fractionation of active
extract was isolated fucosterol, myristic acid and a compound whose structure is
currently in the process of elucidation. Myristic acid was the only one that showed

activity against M. tuberculosis with a MIC = 50 ug mL™.
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1. INTRODUCCION

Los objetivos de este proyecto de tesis fueron el estudio de extractos de algas
marinas de Baja California Sur, con el propédsito de recabar datos de actividad
biolégica que demuestren la importancia de la diversidad algal de la peninsula como
fuente de compuestos con potencial utilizacion farmacoldgica. El estudio sobre los
productos naturales marinos es relativamente reciente en México. Por lo que el
conocimiento sobre el potencial bioactivo del recurso algal del estado permitira la

creacion y establecimiento de lineas de investigacion emergentes en nuestro centro.

1.1. Papel de los productos naturales en el descubrimiento de nuevos

farmacos.

Los productos naturales han desempefiado un papel importante a nivel
mundial en el tratamiento y la prevencién de enfermedades humanas. Estos
productos naturales derivan de fuentes tales como las plantas, los animales y los
microorganismos ya sean marinos o terrestres. La importancia de los productos
naturales ha sido ampliamente discutida en varios articulos (Faulkner, 2000; Blunt,
2006; Bernards, 2010) debido al impacto que tienen en la industria farmacéutica,
prueba de ello es que en el periodo de 1981 al 2006 de las 1010 nuevas estructuras
quimicas de interés para la industria farmacéutica, 43 fueron productos naturales y
232 sirvieron como base para la semi-sintesis de nuevos farmacos de segunda
generacion, 107 sirvieron como modelo para la sintesis de analogos moleculares y
124 fueron pequefios péptidos y enzimas (Newman y Cragg, 2007). Un ejemplo de
estos farmacos es el taxol (Paclitaxel®), un compuesto aislado a partir de plantas del
género Taxus. En la actualidad el taxol es utilizado como farmaco antitumoral. Otro
ejemplo es el antibidtico eritromicina (obtenida de Streptomyces erythreus) y sus
derivados claritromicina (Biaxin®) y la azitromicina (Zithromax®) utilizados para el
tratamiento de enfermedades provocadas por bacterias patdégenas (McCullagh,

2009). La penicilina, la morfina, la quinina, la vincristina, vinblastina y la ciclosporina
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son ejemplos de compuestos naturales que actualmente se encuentran en uso como
medicamentos de primera linea para el tratamiento de diversas enfermedades y
padecimientos (Clark, 1996). Hasta el 2006 se habian descubierto 109 nuevos
compuestos con actividad anti-cancerigena y 100 con actividad antibacteriana
(Newman y Cragg, 2007), el interés en estas dos actividades ha crecido
enormemente ya que el cancer y las enfermedades infecciosas se encuentran dentro
de las primeras causas de mortalidad y morbilidad a nivel mundial (Anénimo, 2010;
loannou et al., 2010), agravandose el problema con el desarrollo del fendbmeno de
resistencia a los antibidticos que se presenta en estos dos tipos de enfermedades
(Sharom, 1997; Daza-Pérez, 1998). Alrededor del 80% de los compuestos citotoxico
aislados tienen potencial como anticancerigenos y antitumorales. Mas del 60% de los
medicamentos actuales contra el cancer, tienen su origen de una u otra manera a
partir de fuentes naturales (Cragg et al., 1997). El papel esencial desempefiado por
los productos naturales en el descubrimiento y desarrollo de agentes anti-
cancerigenos eficaces es preponderante y en los ultimos veinte afos el
descubrimiento de farmacos se encuentra en constante crecimiento. Tan solo en la
década pasada se reportaron alrededor de 2500 compuestos con actividad
antiproliferativa, y alrededor de 70 se encuentran en pruebas clinicas como
anticancerigenos (Mayer & Gustaveson, 2003), de los cuales varios son productos
naturales de origen marino.

A partir de la década de los sesenta, el desarrollo de la tecnologia del buceo
permiti6 que el hombre tuviera acceso a muchos organismos marinos que
anteriormente eran inalcanzables (Hay & Fenical, 1996). Actualmente, existe un gran
numero de publicaciones sobre investigaciones acerca de la quimica de los
productos naturales de origen marino (Blunt et al., 2006). Aunque a la fecha son
pocos los compuestos de origen marino que han sido aprobados y se encuentran en
el mercado, los productos naturales de origen marino han tenido impacto significativo
en el desarrollo de nuevos farmacos, en la ultima década se han aislado y probado
un sinnumero de compuestos y algunos de estos compuestos se encuentran en
pruebas preclinicas y clinicas como candidatos para el tratamiento de diversos tipos

de cancer. Aplydina, bryostatina 1, didemina B, dolastatina 10, halicondrina 10 y el



kahalalido F son ejemplos de compuestos en pruebas clinicas (Bhatnagar & Se,
2010). El descubrimiento de los nucledsidos antivirales, espongotimidina y
espongouridina, a partir de la esponja marina Tethya crypta (Bergmann et al., 1955)
fue lo que dispard el gran interés en los productos naturales marinos (Figura 1). La
sintesis de los analogos Ara A (Vidarabina®) y Ara C (Citarabina®) fueron nuevas
alternativas para la cura de enfermedades virales como el herpes, debido a su
capacidad para inhibir la ADN polimerasa, implicada en los procesos de replicacion.
El Ara C se encuentra disponible y en uso hoy en dia como farmaco anti-

cancerigeno.
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Figura 1. Estructura de los nucleosidos antivirales: a) espongouridina, b)
espongotimidina, c) ara C y d) ara A.

Una particularidad de varios compuestos de origen marino, es que son
estructuras unicas no encontradas en el medio terrestre esto debido a que los
ecosistemas marinos poseen condiciones ambientales variables que permiten una
gran diversidad biologica y una variedad de compuestos novedosos (Maschek &
Baker, 2008). El hecho de tener estructuras novedosas garantiza su patentabilidad y
los hace mas atractivos para ser desarrollados por las industrias farmacéuticas,
algunos ejemplos de estos compuestos son bryostatina 1 aislado del briozooario
Bugula neritina (Varterasian et al., 2001), la dolastatina aislada de la liebre de mar
Dolabella auricularia, el halichondrin B aislados de diferentes esponjas, incluyendo

Halichondria okadai y Axinella sp., y la aplydina (dehydrodidemnin B) aislada del
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tunicado Aplidium albicans se encuentran en ensayos clinicos como agentes
antitumorales, y varios compuestos anticancerigenos naturales que actualmente se
en cuentran en fase clinica (Figura 2) (Trejos et al., 2009). En la actualidad el
compuesto ecteinascidina 743 o trabectedina se encuentra ya en circulacion
comercializado con el nombre de Yondelis® por la empresa farmacéutica PharmaMar
(Thornton, 2009), este compuesto entré en pruebas preclinicas en 1996 y sali6 a la
venta a mediados del 2007.

Figura 2. Estructura de algunos productos naturales que se encuentran en
ensayos clinicos como agentes antitumorales o comercialmente disponibles: a)
ecteinascidina 743, b) bryostatina 1, c) halicondrin B y d) dolastatina 10.



1.2. Condiciones geograficas y climaticas de la peninsula de Baja California.

La peninsula de Baja California, México, se extiende a lo largo de la costa del
Pacifico desde el cabo San Lucas, en la parte sur, hasta el norte de punta
Concepcion, California, Estados Unidos. La confluencia de la corriente de California
de aguas frias a templadas ricas en nutrientes y de las aguas calidas del sur hace del
Pacifico sudcaliforniano una compleja zona de transicidn biética, caracterizada por
una rica diversidad de especies. El Golfo de California es la cuenca evaporativa mas
grande del Pacifico (Roden, 1958) de aproximadamente 1000 km de longitud y un
ancho de 150 km en promedio, presenta un gradiente latitudinal climatico que va
desde condiciones tropicales y lluviosas (al sur) hasta templadas y aridas (en el
norte). Durante el invierno y la primavera los vientos dominantes son del noroeste; en
verano y otofio del sureste y mas débiles (Roden, 1964); este periodo es de actividad
de tormentas tropicales, ciclones y huracanes en el Pacifico tropical oriental y
algunos de ellos impactan el Golfo de California (Alvarez-Borrego, 1983). Este patrén
de vientos provoca surgencias de aguas ricas en nutrientes en ambas costas, siendo
mas intensos en la parte continental durante invierno-primavera. En la parte norte se
registran temperaturas superficiales que varian de 10° C en invierno hasta 32° C en
verano; en la zona sur en verano el promedio de las temperaturas superan los de 25°
C y en invierno promedian 20° C (Valdez-Holguin et al., 1999). De acuerdo con este
patrén de temperatura, los nutrientes presentan altas concentraciones en la region de
las islas y decrecen hacia el sur y hacia el norte (Alvarez-Borrego et al., 1978). El
Golfo de California es de los 5 ecosistemas marinos mas productivos y diversos del
mundo (Enriquez-Adrade et al., 2005) y de gran importancia para México debido a
que su alta productividad y condiciones oceanograficas sustentan una gran

biodiversidad de flora y fauna marina.

1.3. Elrecurso algal de la Peninsula de Baja California.

El inventario ficolégico de Baja California se comenzé a desarrollar de manera

paulatina a partir de la década de los 40°s con las primeras incursiones de Dawson,



sin embargo se tiene registro de estudios realizados desde 1895 en el Pacifico
mexicano (Dawson, 1944), poco a poco otros trabajos han complementado este
inventario realizando colectas en diversas zonas de la peninsula de Baja California.
En un reporte, realizado por Pedroche & Santiés donde se analiza la situacion
ficologica de México, reportan para el estado de Baja California Sur alrededor de 320
algas rojas, 73 pardas y 51 verdes registradas en las costas del lado del Pacifico
sudcaliforniano. El registro para la riviera del Golfo de California es de alrededor de
277 rojas, 62 pardas y 80 verdes. Si se considera lo anterior, se tendrian unas 669
especies registradas solo para Baja California Sur y 720 para Baja California,
haciendo un total aproximado de 1400 especies algales para la peninsula de Baja
California (Pedroche & Santiés, 2003). Entre los principales trabajos realizados en la
parte sur de la peninsula, se destacan el de Riosmena & Paul-Chavez (1997, en
Bahia de La Paz), Sanchez-Rodriguez et al., (1989, en Bahia Magdalena), Mateo-Cid
et al., (1993, en Bahia Concepcion), Mendoza-Gonzalez & Mateo-Cid (1986, 1994a,
1994b, en Bahia Tortugas, Bahia Asuncion y Todos Santos), Anaya-Reyna &
Riosmena-Rodriguez (1996, en Cabo Pulmo), Aguila-Ramirez et al., (2000, en
Laguna Ojo de Liebre) y el de Nufiez-Lopez et al., (1998, en Laguna de San Ignacio).
En los trabajos mencionados se analizé y reportd la presencia y las variaciones
estacionales de la flora marina, con lo cual han incorporado nuevos registros para
varias especies, aunque faltan algunas zonas y algas por inventariar, es clara la
riqueza en especies algales que pueden y deben ser estudiadas desde varios puntos
de vista. Pacheco-Ruiz & Zertuche-Gonzalez (1996) listan al menos 55 especies
algales que son econdmicamente explotables en términos de biomasa para el
consumo humano, animal, diversos usos medicinales o como fuente de polisacaridos
con propiedades visco-elasticas (agar, carragenanos y derivados del acido alginico)
con aplicacion en la industria alimenticia y farmacéutica. Los géneros Sargassum,
Padina, Colpomenia y Dictyota son los mas representativos de las algas pardas, los
géneros de Gracilaria, Laurencia, Hypnea y Gelidium son los mas abundantes de las
algas rojas, mientras que Caulerpa, Codium, Enteromorpha y Ulva las mas
representativas por parte de las verdes. En el mismo estudio se considera que de las

55 especies comercialmente explotables (10 pardas, 13 verdes y 32 rojas), 22



podrian ser utilizadas para el consumo humano, especificamente, especies como
Caulerpa racemosa, C. sertularoides, Codium fragile, C. cuneatum, C. simulans,
Dictyota flabellata, D. dichotoma, Padina durvillaei, Porphyra perforata, Laurencia
pacifica, P. papilosa y P. sinicola por nombrar algunas, otras como Codium fragile, C.
simulas, Enteromorpha compresa, E. prolifera, Ulva lactuca, U. rigida, Jania
adherens, Sargassum johnstonni, S. sinicola y Centroceras clavulatum son utilizadas
con propodsitos medicinales (Pacheco-Ruiz & Zertuche-Gonzalez, 1996). Es
importante notar que para especies del género Sargassum, Macrocystis, Eisenia y
Ulva ademas de haber sido determinada su abundancia en el estado (Hernandez-
Carmona et al., 1990; Casas-Valdez et al., 1993; Hernandez-Carmona et al., 1989;
Hernandez-Carmona et al., 2009; Aguila-Ramirez et al., 2005) han sido reportadas
en la literatura como fuente de compuestos biolégicamente activos (Muinoz-Ochoa et
al., 2009).



2. ANTECEDENTES

21. Estudios de actividad bioloégica realizados en algas colectadas en el

Pacifico peninsular y Golfo de California.

Encarnacion (1980), en uno de los primeros estudios realizados con
organismos terrestres y marinos demostré el gran potencial que tiene la riqueza
bioldgica del sur de la peninsula de Baja California como fuente de nuevos farmacos.
Sin embargo, el primer estudio a gran escala realizado sobre organismos marinos fue
llevado a cabo por un grupo de investigadores estadounidenses a bordo del R/V
“‘Alpha Helix” en 1974. El grupo de investigadores se dio a la tarea de evaluar la
actividad antibacteriana, antiviral y citotoxica de 831 especies de organismos marinos
colectados en la costa oeste de Baja California y en el Golfo de California. Dentro de
los organismos colectados se encontraban 181 muestras de algas, de manera in situ
fueron evaluados los extractos de 31 especies de algas verdes, 46 pardas y 104
rojas, de las cuales, 3 extractos de algas verdes mostraron actividad contra B. subtilis
y 5 mostraron actividad contra células tumorales KB (EDsy < 200 ug mL™), de las
algas pardas 1 extracto fue activo contra E. coli, 13 contra B. subtilis, 5 contra S.
cerevisiae, 3 contra P. atrovenetum y 2 extractos mostraron actividad contra las
células KB. Para el caso de las algas rojas, 1 extracto inhibié el crecimiento de E.
coli, 15 extractos exhibieron actividad contra B. subtilis, 4 contra S. cerevisiae, 4
contra P. atrovenetum, 2 extractos mostraron actividad antiviral contra el virus del
Herpes simple tipo 1 (VHS-1) (< 200 pg disco™), 3 contra células VERO (EDsy < 200
ug disco') y 4 contra la linea de células tumorales L1210 (IDsp < 10 pg mL™)
(Rinehart et al., 1981).

Algunos de los organismos mas activos fueron estudiados abordo del R/V
“‘Alpha Helix”, utilizando cromatografia de gases y espectrometria de masas. Entre
ellos, el alga roja Laurencia decidua mostrd ser fuente de laurinterol; un terpeno

bromado activo contra la linea celular L1210 y la transcriptasa reversa del VHS-1.
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Figura 3. Estructura quimica de algunos compuestos aislados durante la “Alpha Helix
Baja Expedition”: a) laurinterol aislado a partir de Laurencia decidua y b) cetonas
bromadas aisladas de Bonnemaisonia hamifera y Asparagopsis taxiformis.

A su vez las algas rojas Bonnemaisonia hamifera y Asparagopsis taxiformis
mostraron cetonas brominadas como componentes activos. En trabajos posteriores
con muestras de Dictyopteris undulata y Dictyota flabellata colectadas en la misma
expedicion, se identificaron los compuestos zonarol, yahazunol y acido zonaroico
como responsables de la actividad antimicrobiana mostrada por el extracto de D.
undulata y los compuestos dictyodial y el epdxido de pachidictyol A como los

responsables de la actividad antimicrobiana mostrada por D. flabellata.
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Figura 4. Estructura quimica de compuestos aislados a partir de Dictyota undulada y
D. flabellata: a) zonarol, b) yahazunol, c) acido zonaorico y d) epoxido de
pachydictyol A.



Sin duda alguna el trabajo realizado a partir de los organismos colectados en
la primera expedicion en aguas del Pacifico mexicano y el Golfo de California abrid
un mundo de oportunidades para el estudio de nuevas moléculas, sin embargo el
gran potencial farmacologico que posee la flora marina de los mares californianos

hasta a hora no ha sido completamente estudiado.

Desde 1974 a la fecha los trabajos de caracterizacion, aislamiento y obtencion
de compuestos quimicos bioactivos a partir de algas marinas en las costas de la
peninsula de Baja California son escasos. Entre los existentes destaca el realizado
por Fenical (1976) con el alga Laurencia pacifica donde fueron aislados compuestos
bromados derivados del chamigreno. En la actualidad la mayoria de los compuestos
halogenados estan reportados como los principales compuestos activos aislados de
organismos marinos. En otros reportes la variacion estacional de la actividad
antimicrobiana de los extractos de Sargassum sinicola y Laurencia johnstonii
colectadas en Bahia de La Paz, fue evaluada contra un panel de 2 cepas de
bacterias gram-negativas y 3 gram-positivas. Sargassum sinicola mostré actividad
estacional contra B. subtilis, S. aureus y Pseudomonas aureginosa. Por su parte, L.
johnstonii mostré actividad estacional contra B. subtilis S. aureus y S. faecalis,
algunas de las subfracciones del extracto crudo de L. johnstonii mostraron actividad
contra E. coli (Castro-Reyes, 1997). En el trabajo mas reciente que se han reportado,
se evaluaron los extractos acuosos de algas marinas de las costas de la peninsula
Baja California como fuente potencial de polisacaridos con actividad anticoagulante
(Mufoz-Ochoa et al., 2009).

Br. Cl

Br

Figura 5. Estructura quimica de derivados del chamigreno aislados a partir de
Laurencia pacifica
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3. JUSTIFICACION

A partir de la conocida era de los antibidticos (1940°s) con el descubrimiento
de la penicilina en 1918, la lucha contra las enfermedades provocadas por bacterias
parecia ganada, sin embargo, el uso indiscriminado, la automedicacion y las mal
prescripcion de antibidticos han generado un nuevo y mas preocupante problema, la
resistencia bacteriana, si bien el fendmeno de resistencia es un evento natural de los
microorganismos, las practicas humanas con el uso de antibiéticos ha acelerado y
promovido la evolucién y la seleccion de la bacterias resistentes a los mismos
farmacos utilizados para su erradicacién. Por lo que los tratamientos utilizados
actualmente tienen que ser mas drasticos y costosos, con efectos secundarios
potencialmente igual o mas peligrosos que la enfermedad. Por lo que es necesaria la
utilizacién de nuevas alternativas que permitan tratar a las enfermedades infecciosas
de una manera eficaz y sin agravar el problema de la resistencia, entre las
alternativas propuestas, la busqueda de nuevos farmacos y la eliminaciéon de los
mecanismos de resistencia, parecer ser dos de las mejores alternativas, debido a
que las bacterias no han generado resistencia a los nuevos farmacos, lo cual daria
una ventaja al tratamiento y si adicionalmente atacamos el mecanismo de
resistencia, se podrian combinar terapias en la cual se asegure la erradicacién total
del agente causal. Una de las fuentes que ha resultado ser muy prometedoras en la
busqueda de nuevos farmacos han sido los organismos marinos, de entre los cuales
las algas son un fuente abundante muy importante de nuevas moléculas con un gran
potencial de utilizacién, ya sea en la industria alimenticia o farmacéutica, y como
hemos mencionado anteriormente, México, especialmente las costas de la Peninsula
de Baja California, tienen una gran riqueza floristica marina que ha sido muy poca
estudiada desde el punto de vista farmacoldgico. Por lo que son indispensables los
estudios encaminados a catalogar e identificar dentro de este vasto recurso, a las

algas mas prometedoras como fuente de nuevos farmacos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el potencial de las algas de Baja California Sur como fuente de

compuesto bioactivos con potencial farmacoldgico.

4.2. Objetivos particulares

a)

Construir una coleccién de extractos etandlicos a partir de algas marinas

colectadas en las costas de Baja California Sur.

Evaluar la coleccion de extractos etandlicos, por su capacidad de inhibir el

crecimiento de bacterias patdégenas para humanos.

Determinar la capacidad de los extractos para suprimir el mecanismo de
resistencia a los antibidticos presentada por 3 cepas multiresistentes

patdogenas de humanos.

Evaluar el efecto citotdoxico contra la linea celular VERO de los extractos

que resultaron activos contra M. tuberculosis.
Evaluar el potencial de la coleccion de extractos como fuente de
compuestos con actividad anti-incrustante contra bacterias marinas vy

terrestres, y contra microalgas.

Seleccionar y evaluar dos especies algales como fuente de compuestos

bioactivos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Colecta del material algal e identificacién taxonémica.

El material algal utilizado en este trabajo fue recolectado en el periodo del
2004-2007 en diferentes puntos de las costas de Baja California Sur, México (Figura
6). Todo el material fue limpiado, lavado con agua dulce, secado al sol y almacenado
en recipientes de plastico en refrigeracion a -20° C hasta el momento de su
utilizacién. Un espécimen de cada alga, fue preservado en solucion de formol al 4%.
Las algas recolectadas en el periodo del 2004-2005 fueron enviadas al Laboratorio
de Ficologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del IPN, para su
identificacion taxonomica por la Dra. Luz Elena Mateo Cid y la Bidloga Catalina
Mendoza Gonzalez, el resto del material fue identificado por el Dr. Rafael Riosmena
Rodriguez del Laboratorio de Ficologia de la Universidad Autonoma de Baja
California Sur. Para obtener los extractos de cada una de las algas colectadas, se
tomaron 100 g del alga seca y molida, los cuales fueron macerados con 250 mL de
etanol destilado por 24 h. La mezcla disolvente/alga fue separada por filtracién y el
tejido recuperado fue sometido 2 veces mas al mismo proceso. Las tres soluciones
obtenidas a partir de cada alga fueron unidas y concentradas a sequedad en un
rotavapor a presion reducida a 40° C, cada extracto fue etiquetado y almacenado a
-20° C.

5.2. Pruebas de actividad biolégica

Todos los extractos obtenidos fueron sometidos a las siguientes pruebas de

actividad biologica:
a) Actividad antibacteriana por el método de difusion en agar con discos.
b) Reversidn de la resistencia a los antibioticos utilizando una modificacién

del método de difusion en agar con discos.
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Figura 6. Zonas de colecta del material algal: 1) Ensenada; 2) Punta Eugenia; 3) Isla
Natividad; 4) Bahia Tortugas; 5) Laguna San Ignacio; 6) Bahia Magdalena; 7) Playa

Los Cerritos y 8) Bahia de la Paz.
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c) Actividad antibacteriana por el método de difusiéon en agar con discos.

d) Reversion de la resistencia a los antibiéticos utilizando una modificacion

del método de difusion en agar con discos.

e) Actividad anti-mycobacterium por el ensayo de azul de Alamar en
microplaca, los extractos activos en esta prueba fueron adicionalmente
ensayados por su efecto citotoxico contra células VERO por la técnica

de exclusiéon de azul de tripano en microplaca.

f) Actividad anti-bioincrustrante por la técnica de micro-dilucién en placa.

5.3. Seleccion de microorganismos de prueba.

Para el ensayo de actividad antimicrobiana y de reversion de la resistencia a
los antibidticos por el método de difusion en agar con disco, en la seleccion de cada
microorganismo se tomd en cuenta los siguientes criterios: a) tener representado a
los dos grandes grupos de bacterias: gram-negativo y gram-positivo; b) que fueran
bacterias caracterizadas pertenecientes a una coleccion comercial es decir
confiabilidad en las cepas; c) que estuvieran involucrados entre las principales
enfermedades infecciosas y d) que el manejo de ellas fuera seguro en las

condiciones de trabajo correspondientes a la infraestructura del CICIMAR.

Tomando en cuenta estos criterios se eligieron tres cepas patdégenas de
humanos con mecanismo conocido de resistencia a los antibidticos. Las cepas
microbianas fueron adquiridas a través de la American Type Culture Collection
(ATCC): Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la
familia Enterobacteriaceae. La cepa de Escherichia coli (ATCC BAA-196) es
productor de B-lactamasas de espectro extendido, presenta multiresistencia a
antibiodticos [(-lactamicos como penicilinas y cefalosporinas, es resistente a
ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefazolina, gentamicina, piperacilina, tobramicina y
trimetropim/acido clavulanico; Staphylococcus aureus (ATCC BAA-42) [(B-lactamasa

positivo, resistente a meticilina, penicilina, oxacilina, ampicilina sulbactam vy
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cefalotina; Streptococcus pyogenes (ATCC BAA-946) caracterizada por la presencia
de una bomba de eflujo que le confiere resistencia a eritromicina. La cepa utilizada
en los ensayos de actividad antimycobanterial fue la H37Rv de Mycobacterium
tuberculosis (ATCC 27294), la cual presenta sensibilidad a isoniazida, rifampicina,

estreptomicina, etambutol y pirazinamida.

En los ensayos de las pruebas de actividad anti-bioincrustante se utilizaron
microorganismos formadores de biopelicula, la cual es considerada el primer evento
de colonizacién y lo que prepara a la superficie para la posterior incrustacion de
macroorganismos. El panel de prueba fue conformado por 3 cepas bacterianas
terrestres: Escherichia coli (ATCC 23176), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 3 marinas: Polaribacter irgensii (ATCC
700398), Psudoalteromonas elyakovii (ATCC 700519), Vibrio aestuarianus (ATCC
35048) y 3 microalgas de agua dulce: Fragilaria crotonensis, Cosmarium sp.,

Scenedesmus armatus.

5.4. Ensayo de actividad antibacteriana y reversion de la resistencia

El ensayo de actividad antimicrobiana por difusion en agar con discos fue
modificado para la deteccién de inhibidores del mecanismo de resistencia en las
bacterias elegidas como blanco en este modelo. La modificacion consistio en la
adicién de una concentracion subletal de antibidético comercial al medio de cultivo
utilizado en la fabricacion de las placas de agar Mueller-Hinton, con esta modificacion
se espera que el efecto del extracto en los discos inactive el mecanismo de
resistencia de la bacteria dejando que el antibidtico afadido al medio de cultivo

ejerza su efecto.

Discos de papel filtro Whatman No. 4 de 6.4 mm impregnados con 2 mg del
extracto de prueba fueron colocados sobre la superficie de placas de agar Mueller-
Hinton preparadas con y sin antibidtico previamente inoculadas con una suspension

del microorganismo de prueba a una concentracién de 4.5 x 10 células mL™. Las
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placas fueron incubadas a 37° C por 24 h y el halo de inhibicién fue medido al

término de la incubacion.

5.5. Evaluacién de la actividad contra M. tuberculosis y citotoxicidad.

Para las pruebas de actividad contra M. tuberculosis se utilizo la técnica de
microdilucion en placa utilizando azul de Alamar como indicador de viabilidad. M.
tuberculosis fue cultivado en caldo Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson)
suplementado con 12% de glicerol y 10% AODC (acido oleico-dextrosa-catalasa).
Una suspension celular de 6 x 10° células mL™" fue utilizada como indculo. Los
extractos fueron evaluados en el rango de concentracién de 50 a 1.25 ug mL™. La

rifampicina se utiliz6 como control positivo (Molina-Salinas et al., 2006).

La citotoxicidad fue evaluada contra células VERO cultivadas sobre medio
modificado de Dulbeco por medio del ensayo de exclusion con azul de tripano, este
tinte es mas comunmente utilizado para distinguir células viables de las no viables.
Las células viables excluyen el medio de contraste, mientras que las células no
viables absorben el tinte y aparecen de color azul. Las células deben estar en
suspension como células individuales en un buffer salino antes del recuento

(Navarrete-Vazquez et al., 2007).

5.6. Evaluacion de la actividad anti-incrustante por el método de micro-dilucién.

Se utilizé medio liquido, compuesto de 5 g de peptona diluidos en 1 L de agua
de mar filtrada y estéril para el cultivo de bacterias marinas. Las bacterias terrestres
fueron cultivadas en el caldo nutritvo CM0067 No. 2 a 25 g L™ (Oxoid). Todas las
bacterias se incubaron a 30° C durante 5 dias para permitir su crecimiento. La
densidad celular fue ajustada a 2 x 108 células mL™ por espectrofotometria a una
longitud de onda de 630 nm (Amsterdam, 1996). Los cultivos fueron incubados en
placas de microdilucién de 96 celdas a 30° C durante 48 h con los extractos de

prueba. El efecto de los extractos fue determinado a 5 concentraciones diferentes
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0.1, 1.0, 10.0, 25.0 y 50.0 ug mL™". Después de 48 h, se determiné la densidad dptica
relativa de la suspensidon de la muestra a 600 nm. Se compararon las
concentraciones minimas inhibitorias con el control mediante el método de
Tsoukatou et al., (2002).

5.7. Evaluacion de la actividad secuestrante de radicales utilizando el radical

libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

La actividad secuestrante del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) fue
determinada por medio de dos métodos: 1) el método bioautografico, donde las
muestras a evaluar son depositadas en una placa cromatografica de silica gel fase
normal, la placa es desarrollada y rociada con una solucion de DPPH al 0.4 % en
metanol, después de 30 minutos de reposo en obscuridad, las zonas decoloradas en
la placa son indicativas del efecto antioxidante. 2) método espectroscopico, en este
método se utiliza una solucién de DPPH al 0.02% en metanol y las lecturas se
realizan a 517 nm, se realizaron curvas dosis-efecto graficando el porcentaje de
reduccion contra la concentracion de extracto utilizado. El porcentaje de reduccion
del DPPH se calculd multiplicando por cien el dividendo de la diferencia entre la
absorbancia del blanco y la absorbancia de la muestra sobre la absorbancia del
blanco. La ECsp para cada fraccion ensayada fue calculada utilizando la ecuacién de
la recta de regresion de las curvas dosis-efecto para cada fraccidbn ensayada. La
ECso es la concentracion de extracto necesaria para reducir la solucion del DPPH al

50%. Se utilizd acido ascorbico y phloroglucinol como estandares de referencia.

5.8. Seleccion de Padina mexicana y Sargassum horridum.

P. mexicana y S. horridum fueron colectadas a mano a una profundidad
promedio de 1 m en la Bahia de la Paz frente al poblado de San Juan de la Costa, la
Paz, Baja California Sur, México en junio del 2004 entre los 24° 24’ 47.64" de latitud

Norte y 110° 41" 29.67” de longitud Oeste. Los extractos etandlicos de estas dos
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algas mostraron actividad en los ensayos de reversion de la resistencia. Padina
mexicana fue seleccionada porque su extracto etandlico mostré efecto inhibitorio en
combinacién con eritromicina contra S. pyogenes, ademas de mostrar interesante
actividad en el ensayo de reduccion del radical libore DPPH. Por su parte el extracto
etandlico de S. horridum mostré actividad en combinacion con ampicilina contra S.
aureus, una alta actividad contra M. tuberculosis ademas de moderada toxicidad
contra células VERO. Los extractos de P. mexicana y S. horridum fueron
seleccionados para continuar con la busqueda de los compuestos responsables de la

actividad mostrada.

5.9. Fraccionamiento y obtenciéon de compuestos a partir de P. mexicana y S.

horridum.

Inicialmente los extractos de P. mexicana y S. horridum fueron sometidos a
una extraccidon solido-liquido con el propdsito de separar el extracto en grupos de
compuestos, las fracciones asi obtenidas [ESL1F1 a la ESL1F4 para P. mexicana
(Figura 7) y ESL2F1 a la ESL2F5 y ESL2FI| para S. horridum (Figura 10)], fueron
sometidas nuevamente a los ensayos de actividad. Las fracciones ESL1F2, ESL1F3
de P. mexicana; ESL2F1, ESL2F3 de S. horridum fueron elegidas por su actividad
para ser fraccionadas por medio de diferentes técnicas cromatograficas incluyendo
cromatografia en columna de fase norma y reversa, y cromatografia en capa fina,

hasta la obtencion de 5 compuestos puros; 3 de P. mexicana y 2 de S. horridum.
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Padina mexicana
840 g

Extraccion | 2.5L
etandlica | 72h
3 veces

04-002-41
53 g (6.3 %)

51g en 250 g| Sdlido-Liquido

silica gel extraccién (ESL1)
l1 5L CHLCI, 1.5 L EtOAc 09L EtOHl 09LH,0 l
v
ESL1F1 ESL1F2 ESL1F3 ESL1F4
L
¥ v v
¥ Cristalizacion ESL1F3Am
v
ESL1F2DD1 NP \ %
galacto-lipido ,
Compuesto 3 \ \ 7
v ¥
ESL1F3CR3F1 —> CC7F2
manitol Y manitol
v Compuesto 1
CC10F1
glicerol

Compuesto 2

Figura 7. Fraccionamiento general del extracto de Padina mexicana y aislamiento de
manitol, glicerol y el galactolipido
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5.10. Aislamiento de manitol, glicerol y el galactodiacilglicerol a partir de P.

mexicana.

De la fraccion ESL1F3 (etandlica) por cristalizacion espontanea, fueron
obtenidas dos subfracciones: la fraccion ESL1F3Am (aguas madres) y la fraccion
cristalizada ESL1F3Cr. Quinientos miligramos de ESL1F3Cr fueron sometidos a tres
pasos sucesivos de re-cristalizacion en etanol, de donde se obtuvo un sélido
cristalino (Figura 8) posteriormente identificado como manitol. Por otra parte, a partir
del fraccionamiento cromatografico de la fraccion ESL1F3Am utilizando un gradiente
de elucion elaborado con mezclas de MeCN y metanol, se obtuvo el compuesto
denominado ESL1F3AMCCT7F1 el cual fue identificado posteriormente como manitol.
En el mismo proceso de fraccionamiento de ESL1F3Am utilizando cromatografia de
fase reversa con un sistema de elucion basado en mezclas de agua y etanol fue

obtenida la fraccion ESL1F3AMCC10F1, que posteriormente se identific6 como

glicerol.
U-Am Cra Estructura
/ ESL1F3Cr
Amd <——> Cr3 500 mg
70°C | 5 mL H20 70°C | 10 mL H20
12 hrs 50 mL EtOH 12 hrs 70 mL EtOH
Cr3 l
—— Cr1 Am1
70°C
/12 hrs Refrigeracion
~ 18 hrs
5 mL H20
50mLEtOH L (50
Centrifugacion \L
Am3 Am2

Unién

Figura 8. Purificacion de manitol por cristalizacion a partir de la fraccion ESL1F3Cr:
Am = aguas madres, U-Am = unién de aguas madres, Cr = cristales
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La fraccion ESL1F2, obtenida con EtOAc, fue fraccionada por columna
cromatografica y por posterior purificacion por columna en fase reversa (Figura 9), se
logré aislar la fraccion DDF1 que fue identificada posteriormente como un

galactoglicerolipido.

ESL1F2
20g

Columna lobar | CCA
de C18 | CHyCI,: EtOH (9:1)

U T

CCAF1 — > CCAF8 —— > CCAF15
F2-F7 330.6mg FO-F154

Columna lobar| CCB
de C18| EtOH:H,0O (9:1)

VT

CCBF1 CCBF17
52.4 mg

Columna lobar cce
de C18 | EtOH:H,0 (9:1)

L

CCCF1 CCCF2
32.3mg 9.6 mg

Columna lobar | CCD
de C18 | EtOH:H,0 (9:1)

| ;l

DDF1 DDF2 F3aF8 DDF9
17.9mg

Figura 9. Diagrama de fraccionamiento de ESL1F2 y aislamiento del compuesto 3
(DDF1) a partir de P. mexicana.
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5.11. Aislamiento de acido miristico, fucosterol y CC13F9Cr1 a partir de

Sargassum horridum

El acido miristico fue aislado a partir del fraccionamiento en columna
cromatografica de 0.520 mg de ESL2F1 de las 13 fracciones (CC25F1 a CC25F13,
Figura 10) obtenidas en este primer fraccionamiento, la fraccion ESL2F1CC25F7695
eluida con 100% CH.Cl,, mostré6 dos manchas principales con Rr de 0.33 y 0.63
sobre placas de fase reversa C18 en un sistema de 100% etanol, esta fraccién fue
re-fraccionada en una columna de fase reversa C18 (Lobar) y eluida con un sistema
isocratico de EtOH: H,O (9:1). Las fracciones obtenidas fueron comparadas entre si
utilizando cromatografia en placa fina (TLC) y unidas por similitud en 3 fracciones
identificadas como CC26F1, CC26F2 (cristales) y CC26F3, el analisis de TLC de los
cristales de la fraccion CC26F2 mostré un compuesto aparentemente puro (acido
miristico). El fucosterol fue obtenido a partir de la fraccion CC26F3 por columna
cromatografica de fase reversa C18 y eluida con un sistema isocratico de EtOH: H,O
(98:2), las fracciones obtenidas fueron unidas por similitud en 3 grandes fracciones
CC27F1 a CC27F3, la fraccion CC27F3 mostré ser un compuesto aparentemente
puro (fucosterol). La fraccion denominada como ESL2F3CC13F9Cr1 (CC13F9Cr1)
fueron aislados por medio de cromatografia en columna a partir de 3.25 g de la
fraccion ESL2F3 obtenida del extracto etandlico de S. horridum, el fraccionamiento
se llevo a cabo usando silica-gel fase normal y un gradiente de elucién utilizando
mezclas de CHCl,, MeOH. En la fraccion eluida con CH,Cl,: MeOH (8:2) se observé
la formacién de cristales, los cuales fueron separados por decantacién y lavados con
mezcla de CH,Cl,: MeOH (1:1).

La estructura molecular de las fracciones ESL1F3AMCC7F2,
ESL1F3AmCC10F1, ESL2F2CCDDF1, ESL2F1CC26F2 y CC27F3 fueron
determinadas por comparacién de sus datos espectrales de 'H-RMN, contra lo

reportado en la literatura.
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Sargassum horridum
(590 g)

Etanol 100%
1.5L x 24 h x 3 veces

Extracto crudo
26.8¢g

Maceracion

60 g Si-gel fase Extraccion solido
normal liquido (ESL2)
1 2 3 4 5 6

ol

ESL2F1 ESL2F2 ESL2F3 ESL2F4 ESL2F5 ESL2FI
(Z.jfig) (0.60g) (325g) (2.60g) (0.83g) (13.339)

Si-gel fase normal,
CH,CI,, MeOH en
@ cC13 graéieﬁte , EtOH y
H,O lavados
CC13F1 CC13F2 CC13F3 CC13F4 CC13F5 CC13F6 CC13F7 CC13F8 CC13F9 CC13F10
16.3mg 328mg 398mg 645mg 526mg 180mg 2743mg 1.628g 955 mg 39.8 mg

|

. .. Cristalizacion
Disolvente de extraccion

espontane CC13F9AmM

1) 0.4 L CH,CI, @ 775 mg
2) 0.4 L CH,CI, : EtOH (9:1) , _
3) 0.4 L CH,Cl,: EtOH (1:1) Decantacion y lavados
4) 0.4 L EtOH 100%
5) 0.4 L H,0
6) Fraccion insoluble en EtOH Sl CC13F10Cr2Am

60 mg 85 mg

Compuesto 6
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Si-gel fase normal, Hex,
0.530 mg | CH,CI,, EtOH en
CC25 | gradiente, H,O lavados
CC25F1 CC25F2 CC25F3 CC25F4 CC25F5 CC25F6 CC25F7 CC25F7695 CC25F8 CC25F9 CC25F10 CC25F11 CC25F10
09mg 125mg 22mg  58mg  20mg 27mg 112mg  159mg  439mg 89.1mg 131.6mg 37mg 334Mg

Si-gel fase reversa
EtOH:H,O (9:1)

\l/ v \l/
CC26F1 CC26F2 CC26F3

5.7 mg 70 mg 74 mg
Compuesto 5

CC26

Si-gel fase reversa
gCZ EtOH:H,O (98:2)

CC27F1 CC27F2 CC27F3

30 mg 7 mg 115.5 mg
Compuesto 4

Figura 10. Fraccionamiento general del extracto de Sargassum horridum y aislamiento del acido miristico (compuesto 5) y
fucosterol (compuesto 4).
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6. RESULTADO Y DISCUSION

6.1. Reversion de la resistencia bacteriana a los antibiéticos (Articulo 1)

El ensayo de reversion de la resistencia por el método de difusién en agar
modificado nos permitié observar varias respuestas, las cuales se interpretaron de

acuerdo a la Tabla 1.

Tabla 1. Interpretacion de los resultados de actividad antibacteriana con
respecto al halo de inhibicién.

Efecto Extracto + antibiético Solo extracto

Inhibitorio Presencia de halo Presencia de halo
Sinérgico Presencia de halo Ausencia de halo
Inactivo Ausencia de halo Ausencia de halo

Sélo los extractos que mostraron inhibicién contra las bacterias cultivadas en
el medio con antibidtico, fueron considerados como los inhibidores de los
mecanismos de resistencia bacteriana. Esta interpretacion fue basada bajo el
supuesto de que algunos compuestos presentes en los extractos fueron capaces de
inhibir la actividad de la enzima [B-lactamasa de S. aureus y/o la bomba de eflujo
presente en S. pyogenes permitiendo al antibiotico afiadido (ampicilina o eritromicina)
inhibir el crecimiento bacteriano, el cual fue evidenciado por las zonas de inhibicidon

alrededor de los discos.

Los extractos de P. mexicana (04-002), H. valentiae (04-011), C. tuberculata
(06-030), S. horridum (04-003), R. intricata (04-015), S. filamentosa (04-025), L.
californica (06-008), C. canaliculatus (07-010), C. amplivesiculatum (04-004), A.
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spicifera (07-004), L. pacifica (06-007), y C. cuneatum (06-011) en combinacién con

ampicilina fueron capaces de revertir la resistencia de S. aureus.

Los extractos de S. horridum (04-003), C. osmundacea (06-023), C.
canaliculatus (06-026), H. johnstonii (06-035), P. bipinnata (07-003), S. filamentosa
(07-006), G. marcialana (07-007) y C. sinuosa (07-008) mostraron el mismo efecto
sobre la resistencia de S. pyogenes a la eritromicina. De los 3 extractos de S.
horridum recolectados en diferentes afos, so6lo el extracto de la muestra 04-003
resulté activo. Ademas, S. horridum (04-003) fue el que mostro un efecto reversor de
la resistencia a los antibidticos de S. aureus y S. pyogenes contra la ampicilina y
eritromicina respectivamente. Ninguno de los extractos probados fue capaz de

afectar el crecimiento de E. coli.

Entre los reportes bibliograficos referentes a la busqueda de inhibidores de los
mecanismos de resistencia bacteriana, se mencionan como fuentes principales a las
bacterias, en algunos casos son desarrollados por sintesis quimica. Un ejemplo de
inhibidor de origen bacteriano es el acido clavulanico producido por Streptomyces
clavuligerus. Este acido, actua como un inhibidor de 3-lactamasas (Hall et al., 2003)
mediante inhibicion competitiva, la cual es causada por la union irreversible de una
estructura idéntica (un anillo lactamico de 4 miembros) a la del sustrato natural de las
B-lactamasas. Creemos que inhibidores competitivos de B-lactamasas se pueden
encontrar en las macroalgas, lo cual explicaria el efecto del extracto de S. horridum
(04-003) y la ampicilina sobre la resistencia de S. aureus. Esta idea es apoyada por
el aislamiento de sargassumlactam de S. kjellmanianum (Nozaki et al., 1980), este
compuesto integra en su estructura un anillo lactamico de 5 miembros el cual pudiera
tener propiedades similares al anillo lactdmico de 4 miembros de las penicilinas y
cefalosporinas comunes. Teniendo en cuenta que compuestos similares pueden ser
sintetizados por algas cafés, el efecto demostrado por P. mexicana (04-002), R.
intricata (04-015), C. osmundacea (06-023) y C. sinuosa (07-008) sobre la resistencia
de S. aureus puede explicarse por la presencia de estructuras similares a la
sargassumlactam. Se han aislado otras estructuras lactamicas de algas rojas como

los compuestos martensin A y B aislados de Martensia fragilis, el martensin A exhibio
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actividad farmacoldgica contra B. subtilis, S. aureus y contra M. smegmatis (Cemal et
al., 2010). Compuestos alcaloides de estructura similar al martensin pueden estar
presentes en los extractos de S. filamentosa (04-025), L. californica (06-008), L.
pacifica (06-007) y C. canaliculatus (07-010) y ser causantes de la actividad

mostrada.

Para el caso de las bombas de eflujo bacteriano se ha investigado el efecto de
algunos inhibidores sobre la actividad de la bomba NorA expresada por algunas
especies del género Staphylococcus y Streptococcus (Kaatz & Seo, 1995; Markham
et al., 1999). Entre los compuestos que se han evaluado, se encuentra el alcaloide
inddlico reserpin y algunos derivados de la tirosina como el INF240 y MC207110.
Otros compuestos con grupos estructurales como el bromofenol han sido
investigados (Gibbon et al., 2003; Markham et al., 1999). La literatura muestra que
compuestos relacionados estructuralmente con algunos de los inhibidores de la
bomba de NorA, estan presentes en los extractos de las algas H. johnstonii (06-035),
C. canaliculatus (06-026), G. marcialana (07-007), P. bipinnata (07 -003), C.
osmundacea (06-023), S. horridum (04-003), C. sinuosa (07-008) y S. filamentosa
(07-006) (Blunt et al., 2007) lo cual puede explicar el efecto de los extractos antes

mencionados sobre la resistencia de S. pyogenes.

En la literatura existen numerosos informes sobre una amplia gama de
actividad antimicrobiana de extractos de algas de todo el mundo (Naqvi et al., 1980;
Cacamese et al., 1985; Hodgson, 1984; Ballantine et al., 1987; De Campos-Takaki et
al., 1988; Ballesteros et al., 1992; Kumar & Rengamasy, 2000; Bhosale et al., 2002;
Rodrigues et al., 2004; Bansemir et al., 2006), incluyendo las algas de las costas
mexicanas (De Lara-lsassi & Alvarez-Hernandez, 1994; Oranday, 1998; De Lara-
Isassi et al.,, 1999; Freile-Pelegrin & Morales, 2004). Una serie de productos
naturales obtenidos a partir de algas con actividad antimicrobiana se han descrito en
las ultimas décadas (Blunt et al.,, 2007). Después de una extensa revision
bibliografica a través de bases de datos electronicas, no se encontraron informes
sobre la reversion de la resistencia bacteriana a los antibiéticos por efecto del uso de

extractos algales, por lo que probablemente, nuestro estudio sea pionero en este
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ambito. Esto abre una ventana de oportunidad para el estudio de nuevas moléculas
con potencial farmacologico sobre el tratamiento de enfermedades provocadas por
bacterias farmacoresistentes, lo cual tendria a su vez dos implicaciones importantes.
La primera seria una reduccion en el costo y tiempo de los tratamientos; esto debido
a que muchos farmacos para los cuales ya existe toda la tecnologia y han sido
aprobados para su aplicacion clinica y que actualmente son obsoletos contra
bacterias resistentes a los mismos, podrian nuevamente entrar en circulacién en
combinacion con estos nuevos inhibidores y la segunda implicacién se veria
directamente sobre la disminucién en la generacion e induccidén de resistencia por
parte de los microorganismos a los antibidticos, puesto que ya estos presentan dicha

resistencia.

6.2. Estudio de seleccion de actividad antibacteriana y citotéxica

De todos los extractos probados el 53% (33) fueron activos contra S. aureus y
S. pyogenes, el 21% (13) activos solo contra S. pyogenes y 6% (4) activos solo
contra S. aureus, el 16% (10) de los extractos fueron inactivos contra todos los
microorganismos y ningun extracto mostré actividad contra E. coli.

En el ensayo contra Mycobacterium sélo 5 (8%) extractos fueron activos
(Tabla 2; S. horridum, Laurencia johnstonii, L. pacifica, Pterosiphonia bipinnata y
Laurencia sp. El resto de los extractos no mostré actividad a la maxima
concentracién de prueba (100 ug mL™).

En el ensayo de citotoxicidad, los extractos de L. johnstonni y Laurencia sp.,
mostraron una fuerte actividad con una ICsp < 2 pg mL™". P. bipinnata mostr6 la

menor actividad, con un ICso = 30.76 pg mL™.
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Tabla 2. Extractos con actividad antimycobacteriana y citotéxica (ug mL™)

No. ID Especie autoridad Anti—énl\%/lcEZarﬁtﬂiana (glt;t‘:gcr‘:f‘.ﬁj
04-003 Sargassum horridum 6.25 19.05
04-005 Laurencia johnstonii 12.5 <2
06-007 Laurencia pacifica 6.25 26.77
07-003 Pterosiphonia bipinnata 6.25 30.76
07-005 Laurencia sp. 3.13 <2

No. ID. = Numero de identificacion, CMI= Concentracién minima inhibitoria, Clsp= Concentracion
inhibitoria media.

En el método de difusion en agar, S. pyogenes fue el microorganismo mas
susceptible. Los extractos mas activos contra de S. pyogenes fueron Cladophora sp.,
Amphiroa valonioides, Dictyopteris undulata, Gelidium robustum, Macrocystis
pyrifera, Ganonema farinosum, Laurencia sp., L. johnstonii y L. pacifica. En el caso
de S. aureus, los extractos mas activos fueron Dictyota flabellata, Laurencia sp. y L.
johnstonii. A pesar de que se obtuvo un alto porcentaje de extractos activos contra S.
aureus, S. pyogenes y muy bajo porcentaje de extractos activos frente a M.
tuberculosis, la actividad de los extractos contra la M. tuberculosis es muy alta, es
decir, las concentraciones inhibitorias minimas son bajas para ser extractos crudos,
lo que implica que el compuesto puro responsable de la actividad mostrada podria
ser incluso mas poderoso, sin embargo, las ICsy de citotoxicidad son altas en los
extractos de Laurencia sp. y L. johnstonii pero inferior a la concentracién minima
inhibitoria contra Mycobacterium, lo que sugiere que los compuestos responsables
de la actividad citotoxica son diferentes de los responsables de la actividad

antimycobacteriana.
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En los resultados de la actividad antibacteriana, podemos observar que la
respuesta de la actividad de los extractos de la misma especie recolectados en
diferente fecha y localidad no fue la misma. Por ejemplo, L. californica (06-008)
recolectada en la bahia de La Paz, fue activo contra S. pyogenes y L. californica (06-
013), colectadas en la Isla de Margarita en junio 2006, fue inactivo contra este mismo
microorganismo, otros casos similares fueron observados en especies como L.
pacifica, S. horridum, Rosenvingea intricata, Colpomenia tuberculata, Spyridia
filamentosa y P. mexicana. Muchos autores mencionan que la actividad biologica
mostrada por extractos de los organismos depende tanto de factores bidticos como
abidticos, entre los que se encuentran la temperatura, la salinidad, la localizacion
geografica, y la presion de herbivoria, entre otros.

Entre los compuestos aislados de algas marinas que han mostrado actividad
antimycobacterial se encuentran una amplia gama de acidos grasos, por ejemplo; los
aislados del alga Polysiphonia virgata entre los que se encuentran el acido linoléico,
acido oléico, acido miristico y acido laurico (Saravanakumar et al., 2008). Las algas
en general bio-sintetizan acidos grasos como parte de su metabolismo primario, sin
embargo, se han aislado compuestos activos que integran en su molécula uno a mas
acidos grasos tal es el caso de los glucolipidos, sulfoglicerolipidos y fosfolipidos,
aunque estos compuestos se consideran primarios ya que forman parte de las
membranas de los organismos, algunos han mostrado actividad contra bacterias y
hongos (Al-Fadhli et al., 2006), lo cual puede explicar parte de la actividad mostrada
por los extractos algales evaluados en este trabajo. Para el caso de los extractos del
género Laurencia, la actividad observada puede ser debida a compuestos como el
laurinterol, cicloeudesmol (Sims et al., 1975), martensin A y B extraidos de Martensia
fragilis (Guven et al., 2010) compuestos que han sido reportados como activos
contra cepas de M. smegmatis. En algas cafés se han reportado compuestos
esteroidales como el fucosterol y su derivado el saringosterol, obtenidos a partir de
algas del género Lessonia (Wachter et al.,, 2001), estos compuestos estan
ampliamente distribuidos entre las feofitas por lo que podrian ser los responsables de

la actividad mostrada por S. horridum.
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6.3. Estudio seleccion de actividad anti-bioincrustante.

El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad de 54 extractos algales sobre
el crecimiento de microorganismos formadores de biopelicula y bioincrustantes, los
resultados obtenidos del estudio arrojaron datos importantes sobre el
comportamiento de los extractos algales. A continuacion se presentan los resultados

mas relevantes del estudio (Tablas 3 y 4).

6.3.1. Sobre el ensayo de la actividad antibacteriana contra bacterias terrestres.

De los 54 extractos probados solo 4 (7.4%) resultaron activos contra E. coli,
los extractos de P. mexicana y Ulva dactylifera fueron activos con una concentracion
minima inhibitoria (CMI) muy baja de 1 pug mL™", los extractos de Hydroclathrus
clathratus y Chondracanthus canaliculatus tuvieron una CMI de 50 ug mL™". Para el
caso de Enterobacter aerogenes 9 extractos (16.6%) mostraron actividad inhibitoria
contra este microorganismo, los extractos de Ulva rigida, Rhodymenia californica y
Rosenvingea intricata tuvieron una CMI de 50 ug mL™", el extracto de P. mexicana
una CMI de 25 ug mL™", los extractos de S. horridum y Ulva dactylifera (06-002)
mostraron una CMI de 1 pg mL™" y los extractos de Gelidium robustum, Ganonema
farinosum y Ulva dactylifera (07-010) tuvieron una CMI = 0.1 ug mL™". En el ensayo
con S. aureus solo 3 extractos (5.5%) mostraron actividad, los extractos de Laurencia
sp. (CMI = 50 ug mL™), Spyridia filamentosa (CMI = 1 uyg mL™) y Colpomenia sinuosa
(0.1 ug mL™).

De los 54 extractos probados, 20 (37%) mostraron actividad contra las tres
bacterias de prueba. Tres extractos [P. mexicana (04-021), Chondracanthus
canaliculatus (07-010) y Ulva dactylifera (06-002)] mostraron actividad contra las
bacterias gran negativas E. coli y E. aurogenes, de manera general se puede asumir
que las bacterias gran negativas son mas dificil de inhibir, por lo que estos resultados
muestran el potencial de las algas en el combate de este tipo de microorganismos y
mas aun que las concentraciones utilizadas son relativamente bajas ya que se trata

de extractos crudos.
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6.3.2. Sobre el ensayo de la actividad antibacteriana contra bacterias marinas.

La bacteria Polaribacter irgensii fue inhibida por solo 5 (9.2 %) de los 54
extractos probados Cystoseira osmundacea y M. pyrifera mostraron interesante
actividad a una CMI = 0.1 ug mL™, Porphyra perforata y Eisenia arborea mostraron
actividad con una CMI = 25 pg mL™ y Padina concrescens mostré una CMI = 10 ug
mL". Los extractos que mostraron actividad contra Pseudoalteromonas elyakovii,
fueron Amphiroa valonoides y P. perforata con una CMI de 50 pg mL™", Laurencia
gardneri con una CMI de 25 ug mL™", P. concrescens y Eisenia arborea con una CMI
de 1 ug mL™", M. pyrifera y Cystoseira osmundacea con una CMI de 0.1 pg mL™".
Para el caso de Vibrio aesturianus, 43 (80%) extractos tuvieron actividad contra este
microorganismo de los cuales, 31 (72%) mostraron una CMI de 0.1 pg/mL, 9 (21%)
extractos mostraron una CMI de 1.0 ng mL™", 3 (7 %) una CMI de 10 ug mL™, 4 (9%)
una CMI de 25 pg mL™" y 4 (9%) una CMI de 50 pg mL™.

Es importante hacer notar que las bacterias del género Vibrio son de
importancia debido a que causan enfermedades mortales (vibriosis) en camarones y
humanos (cdlera), por lo tanto y debido a que especies como M. pyrifera, C.
osmundacea, P. concrescens, E. arborea y P. perforata muestran concentraciones
minimas inhibitorias muy bajas (0.1 ug mL™") para ser un extracto crudo. Lo que hace
suponer que los compuestos responsables de la actividad mostrada pueden ser mas
activos una vez purificados. Por lo que ademas de su utilidad en el control de
microorganismo bioincrustantes, también pueden ser de potencial utilizacion en

acuicultura para el control de bacterias marinas patogenas.

6.3.3. Sobre el ensayo de actividad anti-microalgal.

En el caso de las microalgas, los resultados obtenidos fueron completamente
diferentes al de las bacterias. Fue observado un aumento en el desarrollo de la
microalga por efecto de los extractos, de manera general se puede decir que los
extractos algales probados fungieron como promotores de crecimiento de

microalgas, lo cual es posible debido a que las algas marinas sintetizan metabolitos
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secundarios que regulan su crecimiento, entre tales metabolitos se encuentran las
auxinas, citocininas y giberelinas conocidas como hormonas de crecimiento vegetal
(Tarakhovskaya et al., 2007).

En el ensayo con la microalga Fragilaria crotonensis, 9 (16.6%) extractos
tuvieron un efecto positivo en el crecimiento de esta microalga, y solo 3 (5.5%)
tuvieron un efecto inhibitorio contra F. crotonensis, S. horridum, Codium
amplivesiculatum, Rosenvingea intricata y M. pyrifera, tuvieron un efecto positivo
sobre el desarrollo de F. crotonensis a una concentracién de 0.1 ug mL™, los
extractos de Rhodymenia californica, Colpomenia tuberculata, mostraron un efecto
inhibitorio sobre F. crotonensis a una concentracion de 0.1 yg mL™" y Gelidium
robustum tuvo el mismo efecto a una concentracién de 1.0 ug mL™. El resto de los
extracto (43) no mostraron ningun efecto sobre el crecimiento de esta microalga.

En el ensayo con la microalga Cosmarium sp., solo 5 (9%) extractos
mostraron actividad positiva sobre el desarrollo de esta microalga. El extracto de
Rosenvingea intricata mostro un efecto inductor del crecimiento de Cosmarium sp a
una concentracion de 0.1 pg mL”, Rhodymenia californica, Eisenia arborea,
Cystoseira osmundacea y Colpomenia sinuosa mostraron actividad inductora del
crecimiento de Cosmarium sp a concentraciones de 10, 25, 50 y 50 pg mL™’
respectivamente. Liagora californica (06-008) y Chondracanthus canaliculatus (07-
010) mostraron un efecto inhibidor del crecimiento de Cosmarium sp. a
concentraciones de 0.1 y 10 ug mL™" respectivamente, el resto de los extractos
probados no mostrd ningun efecto.

En el ensayo con Scenedesmus armatus, solo 7 (13%) extractos mostraron
actividad inductora del crecimiento de esta microalga, Los extractos de Laurencia
johnstonii, Gelidium robustum, P. concrescens y M. pyrifera mostraron efecto inductor
a una concentracion de 0.1 ug mL™", Hypnea valentiae y Sargassum horridum (04-
003) a una concentracién de 1.0 ug mL™" y Colpomenia tuberculata (06-017) mostré
actividad inductora de crecimiento a 50 yg mL™. El nimero de extractos con efecto
inhibidor del crecimiento de S. armatus fue mayor que con las otras 2 cepas de
microalgas, 8 (15%) extractos resultaron activos. Los extractos de Spyridia

filamentosa (07-006) vy L. pacifica (06-015) mostraron actividad inhibitoria a una
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concentracion de 1.0 ug mL™", Laurencia sp., (07-005), L. pacifica (06-007), Corallina
sp., inhibieron el crecimiento de S. armatus a una concentracién de 10.0 ug mL™,
Dictyopteris undulata (06-028) tuvo efecto inhibitorio a 25 ug mL™, Corallina
vacouveriensis (06-025) y Sargassum horridum (06-005) tuvieron efecto inhibitorio a
una concentracién de 0.1 ug mL™.

Las algas cafés son consideradas como fuente importante de phlorotaninos
(Nakai et al., 2006; Moon et al., 2006; Chkhikvishvili & Ramazanov , 2000) los cuales
se cree estan involucrados en la regulacién y el control de epifitos en este tipo de
macroalgas, sin embargo, los extractos de P. concrescens, M. pyrifera, S. horridum y
Eisenia arborea resultaron inductores del crecimiento de S. armatus y F. crotonensis,
esto puede deberse a que la concentracibn de compuestos promotores de
crecimiento sea mayor a la del contenido de phlorotaninos. Es sabido que la
concentracion y la produccion de metabolitos secundarios esta determinada por
muchos factores, entre los que se encuentran la disponibilidad de nutrientes, la
exposicion a la radiacion solar, la desecacion, geografia y la presion por herbivoria
entre otros (Marechal et al., 2004), por lo que no es sorpresa encontrar
comportamientos duales en la actividad mostrada por los extractos algales. El efecto
inhibitorio mostrado por los extractos de algas rojas, principalmente el caso de S.
armatus puede deberse a una variedad de compuestos producidos por las algas. En
la literatura podemos encontrar reportes de compuestos con actividad antifouling,
tales como terpenoides, esteroides, carotenoides, compuestos polifendlicos,
furanonas, péptidos y lactonas entre otros (Raveendran & Limna, 2009).

Como se puede observar en nuestros resultados los extractos algales pueden
ser fuente potencial de reguladores de crecimiento vegetal o de compuestos capaces
de inducir el desarrollo de plantas, tomando en consideracion que las microalgas son
consideradas plantas. Ademas existe evidencia sdélida que soporta que las algas
marinas son fuente de compuestos derivados del acido indol-acético, de auxinas y
citocininas, las cuales son consideradas como una de las principales fitohormonas
(Tarakhovskaya et al., 2007). Por otra parte también podemos observar aunque en
menor numero, que varios de los extractos tuvieron un efecto inhibidor del

crecimiento de microalgas, estos extractos pueden ser fuente potencial de

35



compuestos anti incrustantes con potencial aplicaciéon en pinturas para superficies en
contacto con el agua de mar como plataformas y embarcaciones. Ademas de la

potencial aplicacion como fuente de compuestos con actividad antimicrobiana.
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Tabla 3. Concentraciéon minima inhibitoria expresada en ng mL™" de extractos algales contra bacterias marinas y
terrestres implicadas en procesos de bioincrustacién.

No. ID especie (autoridad) E.coli | S.aureus | E. aerogenes | P.irgensii | P.elyakovii | V.aestuarinus
04-001 Ulva rigida (C Agardh) NA NA 50.0 NA NA 0.1
04-003 Sargassum horridum (Setchell y Gardner) NA NA 1.0 NA NA 0.1
04-004 Codium amplivisiculatum (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA 50.0
04-005 Laurencia johnstonii (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA 10.0
04-008 Gelidium robustum (Gardner) NA NA 0.1 NA NA NA
04-011 Hypnea valentiae (Turner) Montagne NA NA NA NA NA NA
04-015 Rosenvingea intricata (Agardh) Bargensen NA NA NA NA NA 25.0
04-017 Hydroclathrus clathratus (C. Agardh) M. A. 50.0 NA NA NA NA NA
Howe

04-018 Chnoospora implexa (J. Agardh) NA NA NA NA NA 10.0
04-020 Rosenvingea intricata (Agardh) Bagrgensen NA NA NA NA NA 0.1
04-021 Padina crispata (Thivy) 1.0 NA 25.0 NA NA 50.0
04-022 Ganonema farinosum (J. V. Lamouroux) NA NA 0.1 NA NA 0.1
04-024 Codium cuneatum (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA 25.0
06-002 Ulva dactylifera (Setchell y Gardner) 1.0 NA 1.0 NA NA 0.1
06-003 Rhodymenia californica (Kylin) NA NA 50.0 NA NA 0.1
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06-004 Rosenvingea intricata (J. Agardh) Bagrgensen NA NA 50.0 NA NA 25.0
06-005 Sargassum horridum (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA 0.1
06-006 Hydroclathrus clathratus (J. Agardh) Howe NA NA NA NA NA NA
06-007 Laurencia pacifica (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA 0.1
06-008 Liagora californica (Zeh) NA NA NA NA NA NA
06-009 Sargassum horridum (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA NA
06-010 Codium simulans (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA NA
06-011 Codium cuneatum (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA NA
06-012 Codium amplivisiculatum (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA NA
06-014 no identificada NA NA NA NA NA NA
06-015 Laurencia pacifica (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA 0.1
06-016 Dictyota flabellata (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA NA
06-017 Colpomenia tuberculata (Saunders) NA NA NA NA NA 1.0
06-018 Padina concrescens (Thivy) NA NA NA 10.0 1.0 0.1
06-019 Macrocystis pyrifera (C. Agardh) NA NA NA 0.1 0.1 0.1
06-020 Porphyra perforata (J. Agardh) NA NA NA 25.0 50.0 0.1
06-022 Eisenia arborea J.E Areschoug NA NA NA 25.0 1.0 0.1
06-023 Cystoseira osmundacea (Turner) C Agardh NA NA NA 0.1 0.1 0.1
06-024 Gelidium robustum (N. L. Gardner) NA NA NA NA NA 0.1
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06-025 Corallina vancouveriensis (Yendo) NA NA NA NA NA 1.0
06-026 Chondracanthus canaliculatus (Harvey, Guiry) NA NA NA NA NA 0.1
06-027 Corallina sp. NA NA NA NA NA 1.0
06-028 Dictyopteris undulata (Holmes) NA NA NA NA NA 0.1
06-029 Dictyopteris delicatula (J. V. Lamouroux) NA NA NA NA NA 0.1
06-030 Colpomenia tuberculata (Squanders) NA NA NA NA NA 0.1
06-031 Neorhodomela larix (Turner) Masuda NA NA NA NA NA 0.1
06-032 Rhodymenia californica (Kylin) NA NA NA NA NA 0.1
06-033 Gelidium robustum (N. L. Gardner) NA NA NA NA NA 1.0
06-034 Phyllospadix NA NA NA NA NA 1.0
06-035 Hypnea johnstonii (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA 1.0
07-001 Amphiroa valonioides (Yendo) NA NA NA NA 50.0 50.0
07-002 Laurencia gardneri (Hollemberg) NA NA NA NA 25.0 0.1
07-003 Pterosiphonia bipinnata (Falkenberg) NA NA NA NA NA 25.0
07-004 Acanthophora spicifera (M. Vahl) Bgrgensen NA NA NA NA NA 0.1
07-005 Laurencia sp. NA 50 NA NA NA 0.1
07-006 Spyridia filamentosa (Wulfen) Harvey NA 1.0 NA NA NA 1.0
07-008 Colpomenia sinuosa (Derbés y Solier) NA 0.1 NA NA NA 50.0
07-009 Laurencia johnstonii (Setchell y Gardner) NA NA NA NA NA 10.0

39



07-010 Chondracanthus canaliculatus (Harvey, Guiry)

50.0

NA

0.1

NA

NA

0.1

NA = No activo
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Tabla 4. Efecto de extractos algales sobre microalgas implicadas en procesos de bioincrustacidones. Se reporta
la minima concentraciéon expresada en ug mL™" a la cual los extractos mostraron un efecto inhibitorio (-) o

inductor (+).

No. ID especie autoridad F. crotonensi Cosmarium sp S. armatus
04-001 Ulva rigida (C Agardh) NA NA NA
04-003 Sargassum horridum (Setchell y Gardner) NA NA (+),1.0
04-004 Codium cuneatum (Setchell y Gardner) (+), 0.1 NA NA
04-005 Laurencia johnstonii (Setchell y Gardner) NA NA (+), 0.1
04-008 Gelidium robustum (Gardner) NA NA (+), 0.1
04-011 Hypnea valentiae (Turner) Montagne NA NA (+),1.0
04-015 Rosenvingea intricata (Agardh) Bargensen NA NA NA
04-017 Hydroclathrus clathratus (C. Agardh) M. A. Howe NA NA NA
04-018 Chnoospora implexa (J. Agardh) NA NA NA
04-020 Rosenvingea intricata (Agardh) Bargensen (+) 0.1 NA NA
04-021 Padina crispata (Thivy) NA NA NA
04-022 Ganonema farinosum (J. V. Lamouroux) NA NA NA
04-024 Codium cuneatum (Setchell y Gardner) NA NA NA
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06-002 Ulva dactylifera (Setchell y Gardner) NA NA NA
06-003 Rhodymenia californica (Kylin) (+), 10 (+), 10 NA
06-004 Rosenvingea intricata (J. Agardh) Bargensen (+), 10 (<), 1 (-), 0.1
06-005 Sargassum horridum (Setchell y Gardner) NA NA NA
06-006 Hydroclathrus clathratus (J. Agardh) Howe NA NA NA
06-007 Laurencia pacifica (Setchell y Gardner) NA NA (-), 10
06-008 Liagora californica (Zeh) NA (-), 0.1 NA
06-009 Sargassum horridum (Setchell y Gardner) NA NA NA
06-010 Codium simulans (Setchell y Gardner) NA NA NA
06-011 Codium cuneatum (Setchell y Gardner) (-), 25.0 NA NA
06-012 Codium amplivesiculatum (Setchell y Gardner) NA NA NA
06-014 no identificada (-), 0.1 NA NA
06-015 Laurencia pacifica (Setchell y Gardner) (-), 50.0 NA (-), 1.0
06-016 Dictyota flabellata (Setchell y Gardner) NA NA NA
06-017 Colpomenia tuberculata (Saunders) (-), 0.1 NA (+), 50.0
06-018 Padina concrescens (Thivy) NA NA (+), 0.1
06-019 Macrocystis pyrifera (C. Agardh) (+), 0.1 NA (+), 01
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06-020 Porphyra perforata (J. Agardh) NA (+), 0.1 NA
06-022 Eisenia arborea J.E Areschoug NA (+), 25.0 NA
06-023 Cystoseira osmundacea (Turner) C Agardh NA (+), 25.0 NA
06-024 Gelidium robustum (N. L. Gardner) NA NA NA
06-025 Corallina vancouveriensis (Yendo) NA NA (-), 0.1
06-026 Chondracanthus canaliculatus (Harvey, Guiry) NA NA NA
06-027 Corallina sp. NA NA (-), 10.0
06-028 Dictyopteris undulata (Holmes) NA NA (-), 25.0
06-029 Dictyopteris delicatula (J. V. Lamouroux) NA NA NA
06-030 Colpomenia tuberculata (Squanders) (+), 25.0 NA NA
06-031 Neorhodomela larix (Turner) Masuda NA NA NA
06-032 Rhodymenia californica (Kylin) (-), 1.0 (-), 50.0 NA
06-033 Gelidium robustum (N. L. Gardner) (-), 10 (-), 0.1 NA
06-034 Phyllospadix (+), 1.0 (+), 50.0 NA
06-035 Hypnea johnstonii (Setchell y Gardner) NA NA (-), 0.1
07-001 Amphiroa valonioides (Yendo) NA NA NA
07-002 Laurencia gardneri (Hollemberg) NA NA NA
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07-003 Pterosiphonia bipinnata (Falkenberg) NA NA (-), 50.0
07-004 Acanthophora spicifera (M. Vahl) Bgrgensen NA NA

07-005 Laurencia sp. NA NA (-), 10.0
07-006 Spyridia filamentosa (Wulfen) Harvey NA NA (-), 1.0
07-008 Colpomenia sinuosa (Derbés y Solier) (+), 50.0 (+), 50.0 NA
07-009 Laurencia johnstonii (Setchell y Gardner) NA NA NA
07-010 Chondracanthus canaliculatus (Harvey, Guiry) NA (-), 10.0 NA

NA = No activo
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6.4. Padina mexicana como fuente de compuestos con actividad antibacteriana

y secuestrante de radicales libres.
6.4.1 Actividad antimicrobiana

De 51 g del extracto etandlico de Padina mexicana, fueron obtenidas mas de

90 fracciones y 3 compuestos puros.

Las fracciones ESL1F1, ESL1F2, ESL1F3Am y ESL1F3Cr mostraron actividad
contra S. aureus y ESL1F1 Y ESL1F2 contra S. pyogenes, la fraccion ESL1F3Am
tuvo actividad sinérgica contra S. aureus y S. pyogenes y ESL1F3Cr tuvo actividad
sinérgica contra S. aureus. La fraccion ESL1F2 fue la unica que mostré ligera

actividad contra E. coli (Tabla 3).

Tabla 5. Actividad antibacteriana y efecto sinérgico de agentes comerciales y
las fracciones obtenidas del extracto etandlico de Padina mexicana. Se reporta
el promedio del diametro del halo de inhibicién en milimetros (n=2).

Escherichia coli Staphylococcus Streptococcus pyogenes
aureus
Fraccion e iy
Xt. + xt. +
Amp. Solo Amp. 75% Solo EXt;, *Ery. Solo extracto
75% CMI extracto CMI extracto 25% CMI

ESL1F1 - --- 9.0 8.5 22.0 11.0
ESL1F2 7.5 7.5 11.0 10.5 13.5 12.0
ESL1F3AM - - 9.5 7.0 10.0 -
ESL1F4 --- —— - -— — —
ESL1F3Cr - - 7.0 -—- -— —

Amp.= ampicilina, Ery.= eritromicina, Ext.= extracto

Como podemos observar en la Tabla 5 la actividad antibacteriana de P.

mexicana se concentra en las fracciones no polares ESL1F1 y ESL1F2 y la fraccion
medianamente polar ESL1F3Am, las fracciones muy polares no mostraron actividad,

existen reportes en la literatura que compuestos lipofilicos como los acidos grasos,
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esteroles y algunos aceites muestran actividad antibacteriana y antifungica
(Saravanakumar et al., 2008, Padmini, 1998). ESL1F3Am resultd ser la fraccion mas
abundante ademas de mostrar actividad contra S. aureus y S. pyogenes. El
fraccionamiento sucesivo de ESL1F3Am permitié aislar 3 compuesto puros y varias
fracciones con actividad sinérgica en combinacidon con ampicilina y eritromicina
contra S. aureus y S pyogenes respectivamente (Tabla 6). Compuestos activos
extraidos de algas del género Padina son muy escasos. Sin embargo, se ha
reportado el aislamiento del hidroperoxi-vinil-24-colesterol un oxiesterol con actividad
citotoxica obtenido de Padina pavonica (Ktari & Guyot, 1999). De Padina
tetrastromatica fueron aislados cinco acidos grasos saturados: isomiristico, palmitico,
margarico, estearico y araquidico, 3 insaturados: palmitoléico, oléico y
tetradecatrienoico; 2 esteroles: el 24-metilcolesterol y el 24-metilonacolesterol
(Shaikh et al., 1991). Loliolido, otros dos terpenoides y galactitol también fueron
reportados, el loliolido es un compuesto con actividad antitumoral, previene la
germinacion de semillas y previene la depredacion (Parameswaran et al., 1996).
Existen reportes en otras especies de Padina, pero solo se ha reportado actividad a
nivel de extractos crudo, por ejemplo el extracto de cloroformo:MeOH (2:1) de Padina
gymnospora mostrd actividad ligera contra E. coli, Bacilus subtilis, Pseudomonas
aureginosa y contra S. aureus mostré actividad similar a la de la ampicilina.

(Vallinayagam et al., 2009).
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Tabla 6. Efecto sinérgico de antibioéticos comerciales y las fracciones obtenidas
de ESL1F3AM. Se reporta el promedio del diametro del halo de inhibiciéon en
milimetros (n=2). El ensayo fue realizado de acuerdo al método de difusién en
agar.

Escherichia coli | Staphylococcus aureus | Streptococcus pyogenes
Fraccion Ext—A Ext—Amp 75% Ext-E

swmom | B[ om | B 25% OMI Ext.
CC3F4 --- --- 11.5 9.5 --- ---
CC3F5 --- --- --- --- --- ---
CC3F6 --- --- 16.5 --- 18.5 14.5
CC3F8 --- --- 7.0 --- --- ---
CC3F9 --- --- 13.2 --- 13.5 10.5
CC3F10 --- --- --- --- --- ---
CC3F11 --- --- --- --- 12.5 ---
CC3F12 --- --- 15.5 --- 13.5 ---
CC3F13 --- --- 13.0 --- --- ---
CC3F14 --- --- --- --- --- ---
CC4F1 --- --- 11.5 9.0 --- ---
CC4F2 --- --- 13.0 --- --- ---
CC4F3 - --- 10.5 --- --- ---
CC4F4 --- --- 9.0 --- --- ---
CC4F5 --- --- 12.5 --- --- ---
CC4F6 --- --- 11.5 --- --- ---
CC5F1 --- --- --- --- --- ---
CC5F2 --- --- --- --- --- ---
CC5F3 - - --—- -—- -—- 10.0
CC5F4 --- --- 10.0 --- --- ---
CC7F1 --- --- --- --- --- ---
CC7F2 --- --- --- --- --- ---
CC7F3 --- --- --- --- --- ---
CC7F4 --- --- --- --- --- ---
CC11F1 --- --- --- --- --- ---
CC11F2 --- --- --- --- --- ---
Ext.= Extracto, Amp = ampicilina, Ery = eritromicina; --- = sin actividad.

Los extractos acuosos de P. pavonica, mostraron actividad contra los hongos:
Fusarium graminearum, Penicillium expansum y Alternaria alternata (Omezzine et al.,
2009).
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Sin embargo aunque han sido muy pocos los compuestos con actividad
antibacteriana aislados del género Padina, la familia Dictyotaceae a la que
pertenece, ha sido la mas estudiada y ha contribuido en numero importante de
compuestos activos, alrededor del 30% de los compuestos obtenidos de algas
pardas (Maschek & Baker, 2008). Por esta razon el estudio de P. mexicana brinda
una oportunidad para contribuir al conocimiento de la quimica del género Padina que
hasta la fecha ha sido pobremente estudiado.

6.4.2. Actividad secuestrante de radicales libres.

Las fracciones ESL1F2, ESL1F3 y ESL1F4 resultaron activas en el ensayo
bioautografico, en la Figura 11 se muestra claramente la decoloracion del DPPH

provocada por el efecto reductor de las fracciones antes mencionadas.

Figura 11. Actividad secuestrante por el método bioautografico de las fracciones del
extracto crudo de P. mexicana. Placa cromatografica de fase normal desarrollada
con CHCl,: MeOH (95:5), rociada con una solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) al 0.2%.
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Las algas cafés son conocidas por producir una variedad de entidades
quimicas con actividad antioxidante principalmente de tipo polifenoles, entre los que
se encuentran los phlorotaninos y los flavonoides (Yoshie et al., 2003), este tipo de
compuestos le provee proteccion a las algas contra dafios por radiacién solar, estrés
oxidativo y la depredacion (Jormalainen et al., 2003). Sin lugar a dudas la propiedad
secuestrante de radicales libres es una de las cualidades que presentan los
compuestos obtenidos de la algas que mas atencion ha tenido por parte de los
investigadores, esto debido a que varias enfermedades degenerativas como el
cancer y diversos tumores son originados entre otras cosas por la generacion de
radicales libres. En este trabajo los resultados muestran claramente el potencial de
los extractos de P. mexicana como secuestrantes del radical libre estable DPPH, la
fraccion ESL1F1 fue la unica que no mostré actividad secuestrante, en la fraccion
ESL1F2 se observan varias manchas amarillas indicando una mayor cantidad de
compuestos secuestrantes, ademas también se observa una mayor actividad
evidenciada por la fuerte decoloracion del DPPH. La ECs del extracto crudo de P.
mexicana y sus fracciones se muestra en la tabla 7, donde se puede observar que la
fraccion ESL1F2 es la mas activa, mostrando un ECsy de 45.5 ug mL™, el extracto
crudo (04-002-41) y ESL1F3AM mostraron similar actividad, sus ECs, fueron de
272.4.5 yg mL™y 227.2 yg mL™. La actividad mostrada por ESL1F2 (obtenida con
acetato de etilo) podria atribuirse a los lipidos solubles, clorofilas (especialmente
clorofila a) y compuestos relacionados (Le Tutour et al., 1998; Stajner et al., 1999;
Nakayama et al., 1999), al contenido de carotenoides (Krinsky, 1989; Yan et al.,
1998) y compuestos de tipo flavonoides, los cuales son conocidos por su capacidad
secuestrante de radicales libres y foto-proteccion contra rayos UV. Para el caso del
género Padina se ha reportado la presencia de flavonoides como catecol, quercetrin

y morin conocidos por su actividad antioxidante (Yoshie et al., 2003).
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Tabla 7. Actividad antioxidante del extracto etandlico crudo y fracciones
de Padina mexicana. Se reportan la EAAA y ECs, calculados por método

grafico de correlacion lineal.

Fraccién ECso pg/mL EAAA (mg aa/100 g )
04-002-41 272 1801.5
ESL1F1 1303 376.0
ESL1F2 46 10652.0
ESL1F3Am 227 2158.6
ESL1F4 -- -

EAAA = equivalente de actividad antioxidante al ascorbato
ECso = Cantidad de extracto necesaria para reducir el DPPH al 50%
ECso del acido ascérbico = ECsp aa= 4.9 pyg mL”’

En la tabla 7 se puede observar que la actividad de la fraccion ESL1F2 es 10
veces menor a la del acido ascoérbico, el fraccionamiento de ESL1F2 por
cromatografia en columna permitié la obtencién de 15 fracciones de las cuales las
fracciones CCAF10, CCAF11, CCAF12 Y CCAF13 fueron las mas activas (Tabla 8)
mostrando para el caso de las fracciones 10 y 11 una actividad similar a ESL1F2,
pero mucho menor que la del phloroglucinol con una ECsy de 200 y 220 ug mL™
respectivamente. Las fraccion 12 mostré una actividad 10 veces menor a la del
phoroglucinol 130.0 pg/mL vy la fraccion 13 mostro actividad 2 veces menor a la del
phloroglucinol con una ECsy de 23.0 ug mL™" y casi 5 veces la del acido ascérbico.
El proceso de purificacion de la fraccion ESL1F2 permitié incrementar al doble la
actividad secuestrante tomando en consideracion que la ECso de ESL1F2 fue de 46
ug mL™y la fraccién mas activa resultante del fraccionamiento de ESL1F2 mostré un
ECso de 23 ug mL™".
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Tabla 8. Actividad antioxidante de las fracciones activas de ESL1F2. Se
reportan la EAAA y ECs calculados por método grafico de correlacion
lineal.

Fraccion ECso pg mL™ EAAA (mg aa/100 g )
Phloroglucinol 12.0 40833.3
CCAF10 200.0 2450.0
CCAF11 220.0 2227.3
CCAF12 130.0 3769.2
CCAF13 23.0 21304.3

EAAA = equivalente de actividad antioxidante al ascorbato (100,000.0)
ECso = Cantidad de extracto necesaria para reducir el DPPH al 50%
ECso del acido ascorbico = ECsy aa= 4.9 pg mL™

Con respecto al acido ascorbico, todas las fracciones resultaron menos
activas. Sin embargo hay que recordar que se trata de fracciones que estan en fase
de purificacién, por lo que el o los compuestos responsables de la actividad
mostrada, todavia pudieran ser mas potentes una vez purificados. Por otro lado, no
podemos descartar la posibilidad de que alguno de los compuestos relacionados a la
actividad secuestrante sea el propio acido ascorbico ya que el contenido de este
compuesto en las algas marinas varia de 500 a 3000 mg kg™ de peso seco (Burtin,
2003). Por otra parte, entre los responsables de la actividad secuestrante de
radicales libres se encuentran los phlorotanninos estos compuestos se encuentran
presentes en la algas Dictyotales en concentraciones que varian desde 3 a 100 mg
g’ (Stern et al., 1996) y debido a su naturaleza polar es muy probable que sean los
responsables de la actividad mostrada por las fracciones polares CCAF10 a la
CCAF13. Nuestros resultados son comparables a los obtenidos en otros estudios con
compuestos aislados de diferentes especies algales, compuestos derivados del
phloroglucinol tales como trifucodiphlorethol A, trifucotriphlorethol A, fucotriphlorethol
Ay eckol, que muestran actividad secuestrante en el rango de 10-14.4 pg mL™
(Parys et al., 2010, Gin et al., 2007, Kang et al., 2004).
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6.4.3. Determinacion estructural de los compuestos aislados a partir de P.

mexicana.
6.4.3.1. Elucidacion estructural del compuesto 1.

La determinacién de la estructura del compuesto 1 fue realizada por
comparacion de los datos de resonancia magnética nuclear de proton reportados en
la literatura. El espectro de "H-RMN del compuesto 1 muestra 3 grupos de sefiales
(Figura 12). El primer grupo entre 3.88 y 3.93 ppm es una sefal de dos dobletes
consistente para los protones de los carbonos 1 y 6, el grupo de sefales que se
encuentra entre 3.86 y 3.77 ppm son caracteristicas de los protones de —OH, en ese
mismo grupo la sefiales a 3.85 y 3.83 son atribuidas a los protones de los grupos
—OH de los carbonos 1 y 6, el resto de las sefales de este grupo pertenecen a los
protones de —OH de los carbones 2, 3, 4 y 5. El ultimo grupo de sefales entre 3.74 y
3.69 ppm, pertenecen a los protones de los grupos —CHy— de los carbonoes 2, 3, 4 y
5. Estos datos son consistentes con la molécula de manitol reportado por Hawkes
(1984).

D-manitol

L B e e e e L e B A e e e e LA e e B A e e LA e e e e B
3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65
ppm

Figura 12. Espectro de '"H-RMN del compuesto 1 y estructura del manitol
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6.4.3.2. Elucidacion estructural del compuesto 2.

El espectro de "H-RMN del compuesto 2 muestra tres grupos de sefales un
primer grupos de multiples entre los 3.78 y 3.73 ppm. Este grupo es atribuido al
protén (H?) unido al carbén 2, el grupo de sefiales entre 3.66 y 3.60 ppm es atribuido
a los protones de los carbonos 1y 2 (H' Y H®) y el tercer grupo entre 3.57 y 3.51
ppm es atribuida a los protones H" y H* de los carbones 1 y 3. Esto resultados son
consistentes con lo reportado para la molécula de glicerol por Garrett y Serianni,
(1990).

375 370 365 360 355 350 rpm

Figura 13. Espectro de "H-RMN del compuesto 2 obtenido de P. mexicana y

estructura del glicerol

6.4.3.3. Elucidacion estructural del compuesto 3.

La determinacién de la estructura del compuesto 3 fue realizada mediante la
comparacion de los datos espectrales de 'H- RMN con lo reportado en la literatura
por Reshef et al., 1997. En el espectro de proton, se pueden observar varios grupos
de senales, el grupo entre 1 y 0.5 ppm, corresponden a los grupos metilo (-CHs), la
sefal entre 1.5 y 1.0 ppm corresponde a cadenas largas de grupos metilenos

(-CH2-)n, la sefal entre 1.7 y 1.5 ppm corresponde a protones de carbon 3 -CH»-C=0,
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las senales entre 2.1 y 1.8 ppm corresponden a protones a de —CHy— unidos a
carbonilos (-C=0), las sefales alrededor de los 2.3 ppm son asignadas a protones
de grupos metilenos unidos a —-CH,— unidos a grupos —C=C—, el grupo de sefales
entre 4.5y 3.5 corresponden a los protones de azucar (galactosa) y a los protones de
la molécula de glicerol, el ultimo grupo de seinales corresponden al protbn anomérico
de la galactosa y a los dos protones que se encuentran a cada lado de un doble
enlace carbdén-carbén (—HC=CH-). El espectro de protdn es consistente para la
molécula de (2S)-1-oleoil-2-palmitolil-3-O-3-D-galactopiranosilglicerol previamente
aislada de la Cianobacteria Fischerella ambigua (Falch et al., 1995). Este compuesto
esta reportado como un inhibidor de la enzima transcriptasa reversa del virus VHI-1
(Reshef et al., 1997).

OMCHZ
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ppm

Figura 14. Espectro de 'H-RMN del compuesto 3 y estructura del (2S)-1-oleoil-2-
palmitoil-3-O-B-D-galactopiranosilglicerol.
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6.5. Sargassum horridum como fuente de compuestos con actividad

antituberculosis
6.5.1. Actividad antimycobacteriana.

El extracto 04-003-41 de S. horridum fue evaluado por su capacidad de inhibir
el crecimiento de la cepa H37Rv de M. tuberculosis dando como resultado una
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de 6.25 pg mL™. Adicionalmente este mismo
extracto mostré mediana citotoxicidad con una ICsy de 19.25 ug mL™" contra células
VERO. Por lo que fue fraccionado con el propdsito de aislar los compuestos
responsables de la actividad mostrada. El fraccionamiento por medio de una
extraccion soélido-liquido permitid obtener 6 fracciones. Las fracciones ESL2FA1,
ESL2F2 y ESL2F3 mostraron actividad contra S. pyogenes, la ESL2F1
adicionalmente mostré ligera actividad contra S. aureus, ninguna de las fracciones
fue activa contra E. coli.

A pesar de que el extracto crudo mostré actividad contra MT con una CMI muy
pequefa, sorprendentemente ninguna de las fracciones gruesas obtenidas del
extracto presenté actividad contra M. tuberculosis. Esto sugiere que la actividad
mostrada por el extracto crudo de S. horridum se deba a un efecto sinérgico de sus
componentes sobre M. tuberculosis. Sin embargo, existen reportes en la literatura de
compuestos aislados del género Sargassum que han mostrado actividad contra
cepas de M. tuberculosis, entre los compuestos activos se encuentran, el
saringosterol, la saringosterona, fucosterol y diversos acidos grasos. Por otra parte la
citotoxicidad del extracto es alta con respecto a la actividad antimycobacteriana por
lo que sugiere que los compuestos activos contra M. tuberculosis son diferentes a los
responsables de la actividad citotdxica.

Como resultado del fraccionamiento de ESL2F1 se logrd aislar 3 compuestos
(4, 5 y 6) figura 7, los cuales fueron identificados por comparacién de sus datos
espectrales con lo reportado en la literatura.

En el ensayo de actividad antiTB de los compuestos 4, 5 y 6, solo el
compuesto 4 (acido miristico) mostrd actividad inhibitoria contra M. tuberculosis con

una CMI de 50 ug mL™, los compuestos 5 (fucosterol) y 6 (posible galactitol por
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comprobar) mostraron una CMI > 100 pug mL™". El &acido miristico ya habia sido
reportado con anterioridad en un trabajo realizado con el alga Polysiphonia virgata,
en ese trabajo aislaron diversos acidos grasos y es acido miristico aparece como uno
de los responsables de la actividad mostrada contra M. smegmatis y M. tuberculosis
con una CMI = 50 pug mL™". Nuestros resultados son consistentes al 100% con este
reporte (Saravanakumar et al., 2008). En otro trabajo se evalué la actividad de
diversos acidos grasos contra 16 especies de Mycobacterium, el acido miristico
mostré una concentracién minima inhibitoria del 40% (CMlyo) de 25 ug mL"contra la
cepa de M. aurum, contra el resto de las cepas la CMI fue superior a los 400 ug/mL
(Saito et al., 1984), sin embargo aunque el acido miristico obtenido de S. horridum
mostré una actividad antimycobacteriana interesante creemos que no es el unico
compuesto activo ya que el extracto etandlico crudo de S. horridum mostré una CMI
de 6.25 uyg mL" una actividad 7 veces mayor al acido miristico, compuestos
obtenidos de otras especies de algas cafés como el caso de Lessonia nigrescens de
la que se obtuvo saringosterol y sus epimeros 24S y 24R mostraron CMI de 0.25, 1.0
y 0.125 pg mL" respectivamente (Wachter et al., 2001), muy probablemente este tipo

de compuestos sean los responsables de la alta actividad mostrada por S. horridum.

6.5.2. Determinacion estructural de los compuestos aislados de S. horridum.
6.5.2.1. Elucidacion estructural del compuesto 4.

El compuesto 4 fue identificado por medio de "H-RMN como acido miristico
(Figura 15), el espectro de este compuesto mostré desplazamientos quimicos en el
rango de 0.5 a 2.0 ppm consistente con lo reportado para el acido miristico (Catalan
et al, 1988), la pequena senal alrededor de 0.67 ppm corresponde a los protones del
grupo metilo terminal (-CHs3) de la cadena de carbonos del acido graso, el grupo de
sefales alrededor de 0.7 y 1.0 ppm corresponde a protones de grupos metilenos
unidos a metilo (-CH,-CHs), la sefial intensa alrededor de 1.1 y 1.3 ppm corresponde
a los protones de cadena de grupos metileno [ (-CHz-),], la senal alrededor de 1.5-1.6

ppm corresponde a protones de grupos unidos a carbonos  del grupo carboxilo
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(—~CPH,—C®H,-COOH), por ultimo la sefal alrededor de 1.95 ppm corresponde a los

protones a del grupo metileno unido al grupo carbonilo (-CH2-COOH).

o N

9
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Figura 15. Espectro de 'H-RMN del compuesto 4 obtenido de Sargassum horridum y
estructura del acido miristico.

6.5.2.2. Elucidacion estructural del compuesto 5.

El compuesto 5 (CC27F3) dio un espectro de proton complejo con multiples
sefales, sin embargo los desplazamientos caracteristicos de los esteroles pueden
ser facilmente identificados. En el espectro 'H-RMN (Figura 16), las sefales de los
protones de los carbonos 18 y 19, las podemos observar a las 0.67 y 01.2 ppm
respectivamente, las sefiales dobles de los metilos 21, 26, 27 y 29 las observamos a
0.96, 0.97, 0.98 y 1.24 ppm respectivamente. Los desplazamientos quimicos
mostrados por el compuesto 5 son consistentes con los reportados para la molécula
de fucosterol. La Tabla 9 muestra la comparacié de los desplazamientos quimicos

del compuesto 5, el fucosterol y el isofucosterol.
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Tabla 9. Comparacion de los desplazamientos quimicos de a) fucosterol*,
b) CC27F3 c) isofucosterol*. 5 en ppm.

C18 [ C19 | C21 | C26 | C27 | C28 | C29 C25
Fucosterol 0.68 |1.01 |098 (098 |098 |507 (198 |22
CC27F3 068 |1.02 |096 (097 1098 (515 |1.24 |2.27
Isofucosterol 068 |1.01 |094 (097 |097 (510 |1.6 2.8
*Rohmer et al., 1980. |
N
HO
H
M A A, MMM
‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\
7 6 5 4 3 2 1 0

ppm

Figura16. Estructura y espectro 'H-RMN del fucosterol obtenido de Sargassum
horridum.

6.5.2.2. Elucidacion estructural del compuesto 6.

La estructura del compuesto 6 se encuentra actualmente en proceso de
elucidacién, a la fecha se ha obtenido el espectro de infrarrojo de este compuesto, de
acuerdo a sus bandas de absorcion el compuesto 6 tiene un estructura similar a la

del manitol previamente aislado de Padina, sin embargo existan algunas pequefas
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diferencias que hacen suponer que el compuesto 6 podria tratarse de galactitol, sin

embargo falta confirmarlo.
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7. CONCLUSIONES

1. 80% de las algas en este estudio son fuente de compuestos con potencial uso
farmacolégico como antibacterianos, por lo menos contra un microorganismo

del panel de prueba.

2. Que las algas marinas del estado, son fuente de compuestos inhibidores de
los mecanismos de resistencia a la ampicilina y/o a la eritromicina
presentada por Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes

respectivamente.

3. Que las algas contienen compuestos inhibidores del crecimiento de
microorganismos terrestres y acuaticos involucrados en los procesos de

colonizacion e incrustaciones en superficies sumergidas.

4. Que es posible encontrar compuestos con actividad inhibitoria del crecimiento
de microalgas algunas especies de algas y compuestos con actividad

estimuladora del crecimiento en otras especies de algas.

5. Que Padina mexicana es fuente de compuestos antibacterianos vy

antioxidantes con potencial farmacoldgico.

6. Que Sargassum horridum es fuente de compuestos con potencial

farmacolégico para combatir enfermedades infecciosas como la tuberculosis.

7. Que en enfermedades degenerativas como el cancer y el sindrome metabdlico
en las que el estrés oxidativo es uno de los agentes causales, las algas
marinas mexicanas pueden tener un papel preponderante para su
tratamiento, lo cual queda de manifiesto con los resultados de actividad
antioxidante mostrada por el extracto etandlico de Padina mexicana y la
actividad citotoxica mostrada por varios extractos del género Laurencia, asi

como la actividad antimycobacterial de Sargassum horridum.
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