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Resumen

El presente informe cubre el periodo de enero a diciembre de 2011. En la primera parte de
este proyecto recurrente (con registro SIP 20111014) se estudi6 el potencial de aplicacion
biomédica del alga parda Sargassum horridum, la cual es de importancia mayor en varios
ecosistemas del Golfo de California. En el presente estudio se logrd determinar que el
extracto crudo etandlico de Sargassum horridum (espécimen 04-003) fue capaz de revertir
la resistencia de Staphylococcus aureus (ATCC BAA-42) a la ampicilina y de
Streptococcus pyogenes (ATCC BAA-946) a la eritromicina. El mismo extracto mostrd
actividad inhibitoria de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) a una concentracion tan baja
como 6.25 ug mL™. Adicionalmente, mostré una citotoxicidad moderada (CIs;=19.05 pg
mL™ frente a células VERO. El estudio de otros especimenes de S. horridum, recolectados
en la misma zona, frente a M. tuberculosis resultaron ser ligeramente menos activos
(CIM=25 pg mL™). Por otro lado, en el caso de organismos formadores de bio-pelicula, el
extracto crudo de S. horridum mostro6 actividad inhibitoria frente a Enterobacter aerogenes
y Vibrio estuarinus (CIM=1y 0.1 ng mL™', respectivamente) y efecto estimulante de la
microalga Fragilaria crotonensis y Scenedesmus armatus (0.1'y 1.0 pg mL™,
respectivamente). Los extractos acuosos obtenido a 25° y 80° C a partir de S. horridum
fueron capaces de modificar el tiempo normal de tromboplastinas parcial activada por mas
de 10 veces a una concentracion de 100 ug mL™. El estudio quimico de los extractos
activos condujo al aislamiento de acido miristico y fucosterol como principios anti-
mycobacterianos. Adicionalmente, se aislé un glucosildiacilglicérido con potencial
antiviral. Toda la evidencia experimental obtenida en el presente estudio, sugiere
fuertemente que S. horridum es una interesante fuente de compuestos biolégicamente
activos que podrian tener aplicacion en el area biomédica (y algunas otras). Queda
pendiente por evaluar el potencial de aplicacién ambiental de S. horridum particularmente,
su utilidad como biofiltro en co-cultivo con camarén café. En la segunda etapa (2012) se
abordara el estudio de Enteromorpha clathrata siguiendo el mismo enfoque que aqui se

describe.

Palabras clave: antimicrobiano, tuberculosis, resistencia, anticoagulante, citotoxicidad,
antiviral



1. Introduccion

1.1. Sobre el género Sargassum

Las algas del género Sargassum C. Agardh (Division Ochrophyta, Orden Fucales) se
encuentran presentes en casi todos los océanos del mundo, excepto en él artico. Esta género
tiene una rapida tasa de crecimiento, es fértil desde el primer afio de vida y sus vias
reproductivas pueden ser sexual o asexual, aunado a la capacidad de flotacion provista por
sus aerocistos, ¢sta alga puede diseminarse facilmente y extenderse y reproducirse
rapidamente, haciendo de ella un miembro destacado de la ficoflora en todas las costas del
mundo. En México podemos encontrar especies de éste género en las costas del Golfo de
México, Mar Caribe y en el litoral del Océano Pacifico; en las costas de Nayarit, Jalisco y
Zihuatanejo y a lo largo de ambas costas de la Peninsula de Baja California (Castillo-
Suarez, 2008). La base de datos AlgaeBase registra 874 nombres de especies para este
género, de los cuales 340 estan reconocidos taxondmicamente (Guiry y Guiry, 2011), y al
menos 62 han sido estudiadas por su impresionante productividad y diversidad de

compuestos naturales.

1.2. Sobre los metabolitos secundarios reportados en algas del género Sargassum

La variedad de estructuras quimicas aisladas de éste género es muy vasta, pero entre ellas
podemos mencionar plastoquinonas, hidroquinonas, cromenoles, cromenones, esteroides y
glicéridos (Ayyad et al., 2011), shikimatos como fenilalanina, tirosina, triptéfano y sus
derivados (Amsler, 2008) y diterpenos complejos, metabolitos de origen terpeno-
aromaticos, ademas de acidos grasos y fenoles (Pesando, 1990). Estos metabolitos exhiben
diversas actividades bioldgicas, que favorecen al alga como estrategias de sobrevivencia
pero que también han probado tener aplicaciones biotecnologicas. Algunas algas producen
metabolitos secundarios atractantes de gametos para favorecer su fecundacion, poseen
actividad antimicrobiana que evita el deposito de organismos epifitos o bacterias
degradadoras, e incluso son determinantes en la competencia por el espacio al producir
sustancias que afectan la predileccion de los herbivoros por éstas especies. Un claro
ejemplo es el de los florotaninos o polifenoles, exclusivos de las algas cafés, éstos
compuestos incrementan su concentracion cuando el alga es dafiada por ramoneo, y se ha

reportado que participan en la cicatrizacion de las heridas del tejido, la disuasion de los



herbivoros, la infeccion microbiana, la quelacion de los iones metélicos, la proteccion
contra los rayos UV y poseen actividad anti fungica (Amsler, 2008). Entre sus aplicaciones
farmacoldgicas podemos citar actividad antibidtica, anti-VIH, anticoagulantes,
antiinflamatorias, antitumorales y antioxidantes (Ayyad., ef al., 2011).

En el Golfo de California, las especies del género Sargassum dominan sobre otras especies
de algas en cobertura y biomasa formando grandes mantos. En la Bahia de La Paz se estim6
la biomasa cosechable de éste género en 18,901 toneladas de peso himedo durante la época
de primavera, y la presencia de 33 mantos, con un area total de 194 hectareas (Hernandez-
Carmona et al., 1990). Estos mantos estan constituidos principalmente por S. lapazeanum,

S. sinicolay S. horridum.

1.3. Importancia de Sargassum horridum.

El 94% de los mantos en la Bahia de La Paz pertenecen a S. horridum, contra el 4% de S.
lapazeanum y dado que en el 2005, Paul-Chéavez determin6 que S. horridum'y S. sinicola
son la misma especie, se puede concluir que S. horridum es la especie mas comun del
género Sargassum en la Bahia de La Paz. Sargassum horridum fue descrita por primera vez
por Setchell y Gardner en 1924 (Figura 1) durante uno de los primeros estudios de algas en
Norteamérica, incluyendo el Golfo de California. Esta alga pertenece al género Sargassum,
de la familia Sargassaceae, clase phacophyceae, comunmente clasificada dentro del grupo
de las algas cafés. También es conocida como S. marchantae, y se distribuye a lo largo de
todo el noroeste del Pacifico Mexicano y Golfo de California (Zertuche et al., 2006). Esta
especie suele encontrarse en la zona intermareal medio a la zona submareal superior, donde
pueden formar bosques en arrecifes rocosos que llegan a sobresalir de la superficie del mar
(Castillo-Suarez, 2008). Durante mucho tiempo se consider6 que los mantos de S. horridum
eran estacionales, pero un estudio en la Bahia de La Paz, demostr6 la presencia de dos
temporadas bien definidas, de marzo a junio con maximos de biomasa, y de minima
biomasa de julio a enero. Su reclutamiento es constante a lo largo de todo el afio, con un
ligero incremento en la temporada de baja biomasa, al igual que la mortalidad. En la
temporada de méxima biomasa aumenta en el peso individual y la tasa de crecimiento

(Paul-Chavez, 2005).
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Figura 1. Fronda de Sargassum horridum. Tomado de Paul- Chavez (2005).



2. Objetivos y metas cumplidas

El objetivo global del proyecto planteados para cubrir en un periodo de dos afios (2011-
2012) es determinar el potencial de aplicacion biomédica y ambiental de algas del género
Sargassum 'y Enteromorpha colectadas en el Golfo de California. Particularmente: 1)
identificar los principios activos (antibacteriano, antitumoral, antiviral) presente en
extractos organicos de algas del género Sargassum y Enteromorpha,y 2) evaluar dos
especies de macroalgas del género Sargassum y Enteromorpha como biofiltros en sistemas
de recirculacion de agua de mar.

Dentro del primer afio (2011) se logré determinar el potencial de Sargassum horridum
como fuente de compuestos bioldgicamente activos. Adicionalmente, se logro el disefio,
construccion y puesta en marcha del sistema de recirculacidon de agua de mar para evaluar
el rol de S. horridum como biofiltro durante el cultivo de camardn café. En estos momentos
se estan realizando las evaluaciones correspondientes a esta Gltima meta. Se espera que

durante la segunda etapa (2012), se cubran todos los objetivos planteados.

3. Material y Métodos

3.1. Recolecta del material algal

Las muestras de Sargassum horridum sometidas a estudio fueron recolectadas en la Bahia
de La Paz, Baja California Sur, México. En los puntos conocidos localmente como “Las
Tarabillas” en San Juan de la Costa (espécimen: 04-003, 06-009 y 09-007) y “Playa La
Concha” (espécimen: 06-005). La recolecta se realizé en el periodo comprendido entre
junio de 2004 y junio de 2009, utilizando equipo de buceo libre a una profundidad
promedio de 1.0 m. El material algal recolectado fue lavado con agua corriente para
eliminar detritus y materia extrafia u organismos asociados. Las algas tipicamente fueron
secadas al sol, molidas con molino manual y envasadas en recipientes PET de 1 galon.
Todos los recipientes fueron mantenidos a -20° C hasta el momento de ser utilizadas para la

obtencion de extractos organicos.

3.2 Obtencion de extractos organicos a partir de Sargassum horridum
Para obtener los extractos de cada una de las muestras algales recolectadas, se mezclaron en

proporciones de una parte de alga seca y molida con dos y media partes de disolvente



organico destilado (peso/volumen). La mezcla se dejo reposar durante 24 h, y al cabo de
ese tiempo, fue separada por filtracion simple sobre papel filtro. El tejido recuperado fue
sometido 2 veces mas al mismo proceso de extraccion. 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 hasta el momento de
ser utilizado.

En el caso de los extractos acuosos se procedio de la siguiente manera: Diez gramos
de cada alga seca y molida fueron extraidos individualmente con 200 mL de agua destilada
con agitacién continua por 4 h a 25°C. El tejido algal se removid por filtracién simple, para
ser utilizado a un segundo paso de extraccion con agua destilada a 80°C y agitacioén
continua por 2 h. Ambos extractos acuosos se centrifugaron individualmente hasta obtener
soluciones clarificadas. Cada extracto se precipitd por adicion de 3 volimenes de etanol. El

precipitado se recuperd por centrifugacion y se secd en una estufa eléctrica a 50°C.

3.3. Pruebas de actividad bioldgica
Todos los extractos obtenidos fueron sometidos a las siguientes pruebas de actividad

bioldgica:

3.3.1. Actividad antibacteriana por el método de difusion en agar con discos y
reversion de la resistencia a los antibidticos

3.3.2. Actividad contra Mycobacterium tuberculosis utilizando el ensayo de
microdilucién en placa y el indicador azul de alamar

3.3.3. Efecto citotdxico contra células VERO por la técnica de microdilucion en
placa y exclusion del azul de tripano

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

3.3.5. Actividad anticoagulante de extractos crudos polisacaridos

Para el ensayo de actividad antimicrobiana y de reversion de la resistencia a los antibidticos
por el método de difusidon en agar con disco, en la seleccién de cada microorganismo se

tomo 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 patégenas de humanos
con mecanismo conocido de resistencia a los antibioticos. 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 -lactamasas de espectro extendido,
presenta multiresistencia a antibioticos B-lactdmicos como penicilinas y cefalosporinas, es
resistente a ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefazolina, gentamicina, piperacilina,
tobramicina y trimetropim/acido clavulanico; Staphylococcus aureus (ATCC BAA-42) -
lactamasa positivo, resistente a meticilina, penicilina, oxacilina, ampicilina sulbactam y 16
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 antimycobacterial fue la H37Rv C (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 colonizacion y lo que
prepara a la superficie para la posterior incrustacién 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.

3.3.1. Actividad antibacteriana por el método de difusion en agar con discos y
reversion de la resistencia a los antibioticos

El ensayo de actividad antimicrobiana por difusidon en agar con discos fue modificado para
la deteccion de inhibidores del mecanismo de resistencia en las bacterias elegidas como

blanco en este modelo. La modificacion consistio en la adicion de una concentracion



subletal de antibidtico 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
afiadido 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 concentracidon de 4.5 x 10-8 células
mL-1. Las placas fueron incubadas a 37° C por 24 h y el halo de inhibicion fue medido al

término de la incubacién.

3.3.2. Actividad contra Mpycobacterium tuberculosis utilizando el ensayo de
microdilucion en placa y el indicador azul de alamar

Para las pruebas de actividad contra M. tuberculosis se utilizd 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 (4cido oleico-dextrosa-catalasa). Una suspension celular de 6 x 106
células mL™" fue utilizada como inéculo. Los extractos fueron evaluados en el rango de

concentracion de 50 a 1.25 pg mL™. La rifampicina se utilizé como control positivo.

3.3.3. Efecto citotéxico contra células VERO por la técnica de microdilucion en placa
y exclusion del azul de tripano

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

3.3.4. Actividad anti-bioincrustrante por la técnica de micro-dilucion en placa
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 nutritivo 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 0.1, 1.0, 10.0, 25.0 y 50.0 ug mL™". Después de 48 h, se

determind la densidad optica relativa de la suspension de la muestra a 600 nm.

3.3.5. Actividad anticoagulante de extractos crudos polisacaridos

La actividad anticoagulante de los extractos algales se evaluo por medio de los ensayos de
tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA),
utilizando plasma sanguineo obtenido de humanos sanos. El plasma sanguineo se obtuvo a
partir de humanos sanos. La sangre obtenida por venopuncién se mezclod con una soluciéon
de citrato de sodio al 3.5% en proporcién de 9 a 1 (v/v). El paquete celular se removid por
centrifugacion (1700 x g), y el plasma recuperado se almacené a -18° C hasta el momento
de su utilizacion. El ensayo de tiempo de protrombina (TP), se realizd de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Brevemente, 100 pL. de plasma humano citrado se mezclaron
con 10 pL de una solucién del extracto de prueba (10 mg mL™) y se incubé a 37° C por 1
min. Después del tiempo de incubacién se agregaron 200 uL del reactivo de TP (Biopool®
by Trinity Biotech, plc) preincubado por 10 min. a 37°C. A partir de ese momento se midid
el tiempo de formacién del coagulo. El ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPA), se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, 100 puL de
plasma humano citrado, se mezclaron con 10 pL de una solucion del extracto crudo de
prueba (10 mg mL™) y se incubé a 37°C por 1 min. Después del tiempo de incubacion se
agregaron 100 pL del reactivo de TTPA (Biopool® by Trinity Biotech, plc), se incubé por 3
min. a 37°C y se agregaron 100 pL de CaCl, al 0.25%. A partir de ese momento se midi6 el
tiempo de formacion del coagulo. En todos los casos, la formaciéon del coagulo se
inspecciond visualmente. Todos los extractos fueron ensayados por duplicado. Con los

datos se calcul6 el tiempo de coagulacion promedio y la desviacion estandar.



3.4 Aislamiento de acido miristico, fucosterol y un glucosildiacilglicerol a partir de
Sargassum horridum

El 4cido miristico fue aislado a partir del fraccionamiento en columna cromatografica de
0.520 mg de ESL2F1 de las 13 fracciones (CC25F1 a CC25F13, Figura 2) obtenidas en este
primer fraccionamiento, la fraccion ESL2F1 CC25F7695 eluida con 100% CH,Cl,, mostro
dos manchas principales con rf de 0.33 y 0.63 sobre placas de fase reversa C-18 en un
sistema de 100% etanol. Esa fraccion 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 mostrd el compuesto 4
aparentemente puro (4acido miristico). El fucosterol (compuesto 5, Figura 2) fue obtenido a
partir de la fraccion CC26F3 por columna cromatografica de fase reversa C-18 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 mostrd ser un
compuesto aparentemente puro (fucosterol). La fracciéon denominada como
ESL2F3CC13F9Crl (CC13F9Crl) fueron aislados por medio de cromatografia en columna
a partir de 3.25 g de la fracciéon ESL2F3 obtenida del extracto etandlico de S. horridum, el
fraccionamiento se llevé a cabo usando silica-gel fase normal y un gradiente de elucidon
utilizando mezclas de CH,Cl,, MeOH. En la fraccion eluida con CH,Cl,:MeOH (8:2) se
observo la formacion de cristales, los cuales fueron separados por decantacidon y lavados
con mezcla de CH,Cl,: MeOH (1:1). El estudio espectroscopico inicial sugiere que este
ultimo compuesto podria tratarse de un glucosildiacilglicérido, cuya estructura aun tratamos
de establecer en forma inequivoca.

La estructura molecular de las fracciones ESL1IF3AmCC7F2, ESL1IF3AmCCI10F1,
ESL2F2CCDDF1, ESL2F1CC26F2 y CC27F3 fueron determinadas por comparacion de

sus datos espectrales de 'H-RMN, contra lo reportado en la literatura.



Figura 2. Esquema de fraccionamiento general del extracto crudo etandlico de Sargassum
horridum (04-003) y aislamiento del 4cido miristico y fucosterol.




4. Resultados

4.1. Actividad antibacteriana y reversion de la resistencia a antibioticos del extracto
crudo etanoélico de Sargassum horridum

Como se mencion6 anteriormente, el extracto crudo etandlico de S. horridum fue probado
contra Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli utilizando el
método de difusidn en agar con discos. Simultdneamente, se probo capacidad del extrcto
para revertir la resistencia bacteriana a ciertos antibioticos. En el presente estudio se logrd
determinar que el extracto crudo etandlico de S. horridum (espécimen 04-003) fue capaz de
revertir la resistencia de Staphylococcus aureus (ATCC BAA-42) a la ampicilina y de
Streptococcus pyogenes (ATCC BAA-946) a la eritromicina. 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, actia como un inhibidor
de B-lactamasas (Hall ez al., 2003) mediante inhibicion competitiva, la cual es causada por
la union irreversible de una estructura idéntica (un anillo lactaimico de 4 miembros) a la del
sustrato natural de las f-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 lactdmico de 5 miembros el cual pudiera tener
propiedades similares al anillo lactamico de 4 miembros de las penicilinas y cefalosporinas
comunes.

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 algas del
género Sargassum. 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
antibidticos por efecto del uso de extractos algales, por lo que probablemente, nuestro
estudio sea pionero en este 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 reduccién 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 circulacion en combinacién con
estos nuevos inhibidores y la segunda implicacién se veria directamente sobre la
disminucion en la generacion e induccidn de resistencia por parte de los microorganismos a

los antibioticos, puesto que ya estos presentan dicha resistencia.

4.2. Sargassum horridum como fuente de compuestos con actividad contra
Mycobacterium tuberculosis

El extracto de S. horridum (espécimen 04-003) fue evaluado por su capacidad de inhibir el
crecimiento de la cepa H37Rv de M. tuberculosis dando como resultado una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 6.25 pg mL™". Adicionalmente este mismo extracto mostré
mediana citotoxicidad con una ICsy de 19.25 pg mL"! contra células VERO (linea celular
derivada del rifién de un mono verde africano adulto). Por lo que fue fraccionado con el
proposito de aislar los compuestos responsables de la actividad mostrada. El
fraccionamiento por medio de una extraccion sélido-liquido permitid obtener 6 fracciones.
Las fracciones ESL2F1, ESL2F2 y ESL2F3 mostraron actividad contra S. pyogenes, la
ESL2F1 adicionalmente mostro 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 pequeiia, sorprendentemente ninguna de las fracciones gruesas obtenidas del
extracto presentd 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 citotoxica. Como resultado del
fraccionamiento de ESL2F1 se logro aislar 3 compuestos (4, 5 y 6) figura 7, los cuales
fueron identificados por comparacion 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) mostré actividad inhibitoria contra M. tuberculosis con una CMI de 50 pg
mL™, los compuestos 5 (fucosterol) y 6 (posible galactitol por comprobar) mostraron una
CMI > 100 pg mL™". El 4cido 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 ug mL™". Nuestros resultados son
consistentes al 100% con este reporte (Saravanakumar et al., 2008). En otro trabajo se
evaluo la actividad de diversos dcidos grasos contra 16 especies de Mycobacterium, el
acido miristico mostrd una concentraciéon minima inhibitoria del 40% (CMly4) de 25 pg
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
mostrd una actividad antimycobacteriana interesante creemos que no es el unico compuesto
activo ya que el extracto etandlico crudo de S. horridum mostrd una CMI de 6.25 ug mL™!
una actividad 7 veces mayor al 4cido 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, 1.0y 0.125 pg mL™! respectivamente
(Wichter et al., 2001), muy probablemente este tipo de compuestos sean los responsables

de la alta actividad mostrada por S. horridum.

4.3. Identificacion estructural de compuestos aislados a partir de S. horridum.
El compuesto 4 (Figura 2) fue identificado por medio de 'H-RMN como 4cido miristico, el
espectro de este compuesto mostrd desplazamientos quimicos en el rango de 0.5 a 2.0 ppm

consistente con lo reportado para el acido miristico (Catalan ez al., 1988). La pequefia sefial



alrededor de 0.67 ppm corresponde a los protones del grupo metilo terminal (-CHs) de la
cadena de carbonos del &cido 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 [(-
CH;-)n], la sefial alrededor de 1.5-1.6 ppm corresponde a protones de grupos unidos a
carbonos B del grupo carboxilo (~CBH,—CaH,-COOH), por ultimo la sefial alrededor de
1.95 ppm corresponde a los protones a del grupo metileno unido al grupo carbonilo (-CH,-
COOH). El compuesto 5 (CC27F3, Figura 2) mostrd un espectro de proton complejo con
multiples sefiales, sin embargo los desplazamientos caracteristicos de los esteroles pueden
ser facilmente identificados. En el espectro "H-RMN (Figura 15), las sefiales 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.

El compuesto 6 (Figura 2) mostré un espectro de "H-RMN consistente con un
glucosildiacilglicérido. Actualmente se continua trabajando para establecer la estructura

quimica de ese compuesto de manera inequivoca.

4.4. Actividad anti-bioincrustrante (o formadora de bio-pelicula) por la técnica de
micro-dilucion en placa

En el caso de organismos formadores de bio-pelicula, el extracto crudo de S. horridum
mostro actividad inhibitoria frente a Enterobacter aerogenes'y Vibrio estuarinus (CIM=1y
0.1 ug mL™, respectivamente) y efecto estimulante de la microalga Fragilaria crotonensis
y Scenedesmus armatus (0.1y 1.0 pg mL™, respectivamente). Estos resultados son bastante
interesantes, ya que sugiere que el extracto de S. horridum tiene potencial para ser utilizado
en la industria acuicola para el control de la vibriosis en las etapas tempranas del

camaronicultivo y algunos peces.

4.5. Actividad anticoagulante de extractos crudos polisacaridos
Los extractos acuosos obtenido a 25° y 80° C a partir de S. horridum fueron capaces de

aumentarar el tiempo normal de tromboplastinas parcial activada (TTPA) por mas de 10



veces a una concentraciéon de 100 pg mL™. Sin embargo, los mismo extractos resultaron
inactivos cuando se evalu6 su efecto frente al ensayo de de tiempo de protrombina (TP).
Las diferencias en la actividad observada pueden ser explicadas con base en el hecho de
que ambos ensayos evaluan rutas alternas de la cascada de coagulacidén sanguinea. En
cuanto a la actividad observada frente al ensayo de TTPA, esta fue debido a la presencia en

el extracto acuoso obtenido a 25° C de fucoidan, un conocido polisacérido sulfatado.

5. Conclusiones e impacto de la investigacion
Del estudio realizado y con la evidencia experimental obtenida, un nimero de importantes

conclusiones fueron alcanzadas.

5.1. Con respecto al estudio de reversion de la resistencia bacteriana a los bacterianas, se
encontrd que después de una extensa revision bibliogréafica a través de bases de datos
electronicas, no se encontraron informes sobre la reversion de la resistencia bacteriana a
los antibioticos por efecto del uso de extractos algales, por lo que probablemente,
nuestro estudio sea pionero en este Ambito. Esto abre una ventana de oportunidad
para el estudio de nuevas moléculas con potencial farmacoldgico 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 aplicacidn clinica y que actualmente son
obsoletos contra bacterias resistentes a los mismos, podrian nuevamente entrar en
circulacién en combinacidn con estos nuevos inhibidores y la segunda implicacion se
veria directamente sobre la disminucion en la generacion e induccion de resistencia por
parte de los microorganismos a los antibioticos, puesto que ya estos presentan dicha

resistencia.

5.2. Con respecto al estudio de actividad contra Mycobacterium tuberculosis resulta
particularmente interesante el hecho de que un extracto crudo pueda ser tan activo como
lo mostré el extracto de S. horridum (04-003). Debe explicarse atin, porque otros

extractos de la misma especie pero de muestras diferentes, no lo son. El potencial de



esta alga como fuente de compuestos anti-mycobacterianos aun debe seguir
explorandose, ya que aunque en este trabajo se identificaron dos principios activos,
ninguno de ellos era tan activo como el extracto crudo. Esto ultimo sugiere que en el

extracto podrian estar presentes compuestos con mayor actividad.

5.3. El estudio de actividad inhibitoria de bio-peliculas demostro que los extractos crudos
de S. horridum poseen actividad inhibitoria contra organismos del Vibrio, los cuales, en
su conjunto son un serio problema durante las primeras etapas del camaronicultivo.
Pero adicionalmente, el estudio mostrd que los mismos extractos son capaces de
estimular el desarrollo de algunas microalgas de agua dulce. Esto ultimo sugiere que los
extractos obtenidos de S. horridum podrian ser fuente de compuestos con actividad tipo
auxina/citocinina las cuales son de importancia vital en el desarrollo de las plantas. Se
deberia de explorar el potencial de aplicacion de estos extractos en el mejoramiento de

cultivos comerciales de plantas comestibles.

5.4. El estudio de actividad anticoagulante claramente mostro la presencia de fucoidan en el
extracto acuoso obtenido a 25°C. Este ultimo ha sido extensivamente estudiado desde

varios puntos y su potencial de aplicacién biomédica ha sido establecido.

Por todo lo mencionado hasta aqui, el presente estudio podria impactar diferentes areas,
mas alld de la biomédica. Es importante no perder de vista que Sargassum horridum es una
especie clave en numerosos ecosistemas de, practicamente, todo el Golfo de California. Por
ello, el conocimiento de la especie resulta de importancia estratégica en términos de
conservacidn y aprovechamiento. Por otro lado, los resultados obtenidos serviran sin duda
alguna, como base para estudios futuros relacionados con aspectos quimio-ecoldgicos entre

otros.
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