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panal de abejas, arriba derecha), habito (abajo

Figura 13 C. barbata. A y B: segmentos con articulaciones, detalles del 84

sifén estructural. C: crecimiento
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RESUMEN

La importancia de los productos naturales marinos se ha reconocido por las diversas actividades
biolégicas que poseen, entre estas destacan la actividad antimicrobiana y antioxidante. Dentro de los
antimicrobianos se estan buscando sustancias novedosas a los que los microorganismos no han sido
expuestos debido a la problematica que causa la resistencia microbiana. Por otro lado, las sustancias
antioxidantes juegan un papel importante en el papel de varios padecimientos y enfermedades cronico
degenerativas, por lo que son muy apreciados en las industrias cosmética, alimenticia, médica, etc. En
las macroalgas se han reportado grupos de metabolitos secundarios como terpenos, esteroles,
saponinas, taninos, alcaloides, entre otros. En el actual trabajo se evalu6 la actividad antimicrobiana y
antioxidante de algunas macroalgas del Sistema Arrecifal Veracruzano para contribuir al conocimiento
de la quimica de las algas marinas. La determinacion taxondmica de las especies colectadas en el
Sistema Arrecifal Veracruzano se realiz6 mediante analisis de la morfologia y la utilizacion de claves
habiéndose determinado 22 especies de macroalgas. Se encontraron dos nuevos registros de especies
para la zona que fueron Hypnea spinella (C. Agardh) Kitzing y Laurencia gracilis (C. Agardh) Montagne
y un nuevo registro para México Compsothamnion thuyoides (Smith) Nageli. La evaluacion cualitativa de
la actividad antimicrobiana se realiz6 mediante la técnica de difusién en agar o de Kirby-Bauer y la
prueba cuantitativa con la técnica de dilucién en agar para obtener la Concentracion Minima Inhibitoria y
Concentracion Bactericida Minima. De las 22 especies algales se realizaron ensayos para evaluar la
actividad antimicrobiana y de estas fue seleccionada Cymopolia barbata por ser la que presento la
mayor actividad. El extracto aceténico de esta especie presentd actividad antimicrobiana en Salmonella
tiphy, Staphylococcus epidermidis cc, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Candida glabrata, C.
albicans ATCC 14065, C. albicans cc y Candida tropicalis. Ademas, se observo un efecto bacteriostatico
sobre la curva de crecimiento de una poblacion de Staphylococcus aureus ATCC 29213. La actividad
antioxidante del extracto se evalu6 mediante la determinacion de la concentracion antioxidante media
(CAs) a través de la decoloracion del radical difenil-picril-hidracilo, teniendo el extracto acetonico de C.
barbata una CA5,=226.97 + 0.01 ug/mL con una cantidad de fenoles de 15.81 ug equivalentes de acido
galico por miligramo de extracto. La prueba de toxicidad se realizé con el modelo de A. salina donde
registr6 una CLsy= 47.82 upg/mL, siendo el extracto aceténico de C. barbata muy téxico. El extracto
acetonico de C. barbata se fraccion6 en una columna cromatografica de forma biodirigida. Se obtuvieron
22 fracciones en total de las cuales cinco mostraron actividad antimicrobiana y/o antioxidante. Las
fracciones no polares del extracto acetonico de C. barbata fueron analizadas en CG-EM, los
cromatogramas revelaron como constituyentes principales a acidos grasos como el acido linoléico, acido
tetradecandico, acido hexadecandico, acido octadecandico, acido vaccénico, acido palmitoleico y el
aldehido hexadecadienal. A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye que
probablemente la actividad antimicrobiana se deba principalmente a los compuestos bromados y la

dipropetrina y el potencial antioxidante este dada por la presencia de acidos grasos.
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INTRODUCCION

Los productos naturales también conocidos como metabolitos secundarios
poseen actividades biolégicas muy importantes, por lo que se han utilizado en
terapéutica o tomado como modelo para realizar modificaciones estructurales
especificas y generar nuevos farmacos. Estos se han obtenido de plantas, hongos
y organismos marinos cuya funciéon aun no se conoce con exactitud, aunque se
piensa que muchos tiene la funcidn en los seres vivos de defenderlos de diversos
agentes externos como competencia por sustrato, sobrevivencia ante los

depredadores, variaciones climaticas, etc (Garcia, 2011).

La mayoria de los metabolitos secundarios han sido extraidos de plantas
terrestres, mientras que el medio marino carece en general de una historia
etnobiolégica y etnomédica. Aproximadamente, desde hace 40 afios se estan
desarrollando estudios que han demostrado que el medio marino es un

excepcional banco de sustancias bioactivas (Lenis et al., 2007).

Los productos naturales marinos ofrecen una alternativa para diversos
padecimientos y de éstos so6lo se conocen 15,000 compuestos que es apenas una
décima parte de los terrestres (De la Calle, 2007). Diversas investigaciones han
demostrado que los organismos marinos son una fuente natural de sustancias con
actividad bioldgica, ya que tiene la capacidad de biosintetizar y liberar potentes
sustancias quimicas que son activas, entre las cuales se reportan compuestos
anticancerigenos, antimicrobianos, antimicéticos, antioxidantes, antiinflamatorios y

antimalaricos (Martinez et al., 2007).

Existe una amplia variedad de antimicrobianos naturales, los cuales se han
desarrollado a partir de microorganismos, plantas, animales, algas, etc. Estos
contienen un gran numero de sustancias con propiedades que inhiben la actividad
metabdlica de bacterias, levaduras y hongos. Estos compuestos pueden ser
letales para las células microbianas o simplemente servir como inhibidores del

crecimiento (Inclan-Sanchez, 2004).
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La mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana son compuestos
fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e
isoflavonoides y actuan principalmente sobre las membranas de los

microorganismos invasores (Inclan-Sanchez, 2004).

Los sitios de accién de los agentes antimicrobianos incluyen a la membrana
celular, en la sintesis de proteinas, pared celular y el sistema genético. Todos ellos
puntos estratégicos para la supervivencia de los microorganismos y cualquier

accion sobre ellos puede inactivar a la célula microbiana (Madigan et al., 2009).

Por otro lado, los antioxidantes son moléculas con gran afinidad a los radicales
libres actuan cediendo electrones a las especies reactivas, asi evitan que éstas
dafien a las biomoléculas como: carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos
nucleicos, necesarias para la estructura y funcion celular. Una vez que los
radicales libres reaccionan con los antioxidantes se reducen parcialmente o se
unen en forma de aductos, reduciendo su reactividad y oxidando al antioxidante
(Mufioz, 2015).

ANTECEDENTES

Actualmente la busqueda de compuestos con actividad bioldgica en organismos
marinos, particularmente en algas marinas empieza a despuntar, pues en algunos
lugares como es el caso de la medicina tradicional China, son usadas para curar
enfermedades como el bocio, combatir desérdenes estomacales y de hipertension
entre otras (De Lara-Isassi, 1996). De estas se ha reportado la presencia de
metabolitos secundarios como: diterpenos, eicosanoides, lecitinas, esteroles,
saponinas, taninos, terpenos, alcaloides, acidos grasos, etc (Lenis et al., 2007;
Mendiola et al., 2005).

Algunos autores como Mautner y colaboradores (1953) reportan que el extracto de
Rhodomela larix (Turner) inhibio el crecimiento bacteriano, aislando un compuesto
fendlico bromado que fue el responsable de la actividad biolégica. Martinez-Nadal
y colaboradores (1963) trabajaron en Puerto Rico y llegaron a la conclusion de que
los compuestos sarganina y chonalgina aislados de Sargassum natans 'y Chondria
littoralis respectivamente, tienen mas capacidad antibidtica que la penicilina, la

15



Avila Romero Marisol, 2016

estreptomicina y la clorotetraciclina, inhibiendo el crecimiento de Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomona

aeruginosa y Mycobacterium smegmatis.

Burkholder y colaboradores (1960) investigaron 20 especies de macroalgas como
inhibidores del crecimiento de dermatofitos, bacterias Gram positivas, Gram
negativas y bacterias marinas. En 1979 Henriquez y colaboradores, trabajaron las
poblaciones de algas chilenas e informaron que 27 algas de las 33 estudiadas
(51.5%) fueron activas contra bacterias patdégenas al hombre. Por otro lado, Norris
y Fenical (1982) realizaron estudios similares con especies algales de la costa de
Belice, interpretando la presencia de metabolitos secundarios con accién
antibidtica como una estrategia de defensa contra la herbivoria y para inhibir el

crecimiento de bacterias y hongos presentes en el medio.

Entre los trabajos publicados sobre especies de algas en el territorio mexicano De
Lara-Isassi y colaboradores (1996) realizaron un estudio el cual se llevd a cabo en
las costas de Oaxaca especificamente en las localidades de Cacalotepec, Puerto
Escondido, Carrisalillo, Punta de Zicatela, Playa Zipolite, Playa Muertos, Punta
Arena y Bahia Tangolunda, donde se realizaron extractos acetonicos de 18
especies algales. Las especies fueron: Chaetomorpha antennina, Cladophoropsis
robusta, Codium giraffa, Enteromorpha intestinalis, Halimeda discoidea, Ulva
lactuca, Caulerpa sertularioides, Caulerpa racemosa (Chlorophyta), Amphiroa
beauvoissi, Amphiroa mexicana, Rhodymenia pacifica, Hypnea spinella
(Rhodophyta), Chnoospora minima, Sargassum liebmannii, Padina durvillaei,
Padina gymnospora y Padina crispata (Ochrophyta). De éstas, el 50% tuvieron
actividad en la cepa de S. aureus y cinco extractos fueron activos contra S.
pyogenes. Ambas cepas son Gram positivas. Los extractos algales no tuvieron

actividad en bacterias Gram negativas.

También De Lara-Isassi (1991) investigd algunas algas del estado de Veracruz en
localidades como Barra Corazones, Escollera Tuxpan, Barra Cazones, Punta
Delgada, Punta la Litera, La Mancha y Costa de Oro. En estos lugares

encontraron un 33% de especies activas. Este autor en el mismo ano, trabajé con
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representantes de la flora ficolégica de los estados de Sonora y Sinaloa hallando

un 62% de especies con actividad antibacteriana.

En estudios realizados por De Lara-lsassi y colaboradores (1999) se utilizaron
diferentes extractos (agua, alcohol o acetona) de 57 especies de macroalgas. 12
de ellas de la divisién Chlorophyta, 13 integrantes de la division Ochrophyta y 32
pertenecientes a la division Rhodophyta. Las especies fueron colectadas en 6
estados de la Republica Mexicana: Tamaulipas, Veracruz, Tabasco, Campeche y
Yucatan ubicadas en aguas del Golfo de México y en el estado de Quintana Roo y
en el Caribe Mexicano. Se evalué la actividad en cuatro cepas de
microorganismos, dos bacterias Gram positivas (S. pyogenes y S. aureus) y dos
Gram negativas (E. coli y S. sonnei). Del total de especies colectadas el 54% de
ellas (31 especies) presentaron actividad antibiética en al menos uno de sus
extractos en alguna de las cepas bacterianas usadas. Cabe destacar que para
fines del presente trabajo se tuvo especial interés por las especies que se
colectaron en Veracruz por pertenecer a la misma area de investigacion. En esta
zona se colectaron 23 especies de algas de las 3 divisiones de lugares como
Costa de Oro, La Mancha, Barra Cazones, Punta La Litera, Punta Delgada,
Escollera Tuxpan y Punta ElI Morro. Solo 10 especies reportaron efecto sobre S.
aureus. Las algas con mayor actividad antibacteriana en el extracto acetonico

fueron Cladophora sericea e Hypnea spinella.

Por otro lado, los antioxidantes naturales provenientes de algas juegan un papel
importante en el desarrollo de varias enfermedades cronico degenerativas. Las
macroalgas producen antioxidantes los cuales son una buena fuente debido a que
estos organismos estan expuestos constantemente a la radiacién solar. Esto
permite la formacion de radicales libres y algunas especies reactivas de oxigeno
(ERO). A pesar de lo anterior las algas presentan resistencia a los procesos de
oxidacion y la reestructuraciéon de sus componentes, indicando la presencia de
sistemas de defensa antioxidantes eficientes en sus células (Batista et al., 2009;
Kelman et al., 2012; Balboa et al., 2013).
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Algunos autores como Zubia y colaboradores (2007) han reportado actividad
antioxidante de cuatro macroalgas de la Peninsula de Yucatan: Avrainvillea
longicaulis (1.44+0.01 mg/mL), Halimeda tuna (6.17+0.01 mg/mL), Caulerpa
cupresoides (6.35t0.15 mg/mL) y Caulerpa paspaloides (7.36£0.16 mg/mL), en
donde todas presentan valores muy cercanos a antioxidantes comerciales

conocidos.

Matsukawa (1997) reporté que Enteromorpha linza (Chlorophyta) tiene poca

actividad, ya que inhibe en menos del 50% al radical DPPH .

En cuanto a los reportes sobre la composicion quimica de las macroalgas
destacan el trabajo de Ganesan y colaboradores en el 2008. Estos autores
publican el aislamiento de filofeolina (Eisenia bicyclis), florotaninos (Sargassum
kjellmanianum) y fucoxantina (Hijikia fusiformis), estos son algunos de los

compuestos identificados como antioxidantes.

Otros autores como Xiao-Juan y colaboradores (2006) detectaron la presencia de
carotenoides derivados del tocoferol como la vitamina E y derivados de
isoprenoides en organismos marinos y macroalgas, estas sustancias tienen

actividad antioxidante.

Ali A ElI Gamal (2010) ha trabajado con la division Chlorophyta. Menciona que
existen poco reportes de nuevos metabolitos secundarios obtenidos de esta
divisién, en comparacion con Rhodophyta y Ochrophyta. Este autor identificé dos
compuestos, el primero de Ulva lactuca el 3-0-B-0-glucoriranosa-istigmasta 5, 25
dieno y el segundo de Cladophora fascicularis el 2-(2°,4 -dibromofenoxy)-4,6
dibromoanisol. Mismos que presentaron actividad antioxidante, antimicrobiana y

antiinflamatoria.
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JUSTIFICACION

La mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana o antioxidante han
sido obtenidos de organismos del medio terrestre; sin embargo el potencial de las
macroalgas las hace candidatas ideales para conocer nuevos compuestos
bioactivos provenientes de estos organismos marinos. Dado que el estudio de
macroalgas como agentes antimicrobianos y antioxidantes son escasos en México
y nulos en el SAV, se hace necesario dedicar esfuerzos encaminados hacia el
campo de la ficologia aplicada. Los resultados obtenidos hasta este momento
indican que existe un gran potencial en éstos organismos para ser utilizados en el
control de enfermedades producidas por algunos agentes patégenos y como

fuentes de antioxidantes.
PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Las macroalgas del Sistema Arrecifal Veracruzano tendran efecto antimicrobiano

y antioxidante?
HIPOTESIS

Se conoce que las macroalgas producen compuestos contra algunos patégenos
producto de las interacciones que se dan en el medio marino, ademas de estar
sometidas a la radiacion solar lo que da lugar a la producciéon de sustancias con
potencial antioxidante, por tanto las macroalgas del SAV deberan contener

metabolitos secundarios con dichas bioactividades.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana y antioxidante de algunas macroalgas marinas
de las divisiones Rhodophyta, Ochrophyta y Chlorophyta del Sistema Arrecifal

Veracruzano.
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OBJETIVOS PARTICULARES
Colectar y determinar el material biolégico.

Obtener extractos algales de diferente polaridad y determinar su

rendimiento.

Determinar la actividad antimicrobiana (antibacteriana y antifungica) de los

diferentes extractos de macroalgas contra cepas de importancia clinica.

Obtener la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la Concentracion
Bactericida Minima (CBM), Concentracion Fungicida Minima (CFM) y la
Concentracion Fungicida Media (CFso) de los extractos que presenten

actividad.

Determinar el efecto de los extractos activos sobre la curva de crecimiento

de bacterias Gram positiva y negativa.

Identificar cualitativamente los principales grupos de metabolitos

secundarios en el extracto con mayor actividad.

Determinar la actividad antioxidante de los extractos de las algas

colectadas.
Evaluar la toxicidad general de los extractos de las algas colectadas.

Conocer la composicion quimica del extracto que presente la mayor

bioactividad.

Contribuir al conocimiento de los productos naturales marinos del SAV.
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AREA DE COLECTA

El Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) es un area Natural Protegida. Este es el
sistema arrecifal mas complejo en el Sur del Golfo de México. Se localiza en la
zona del Puerto de Veracruz y Anton Lizardo, consta de 15 estructuras arrecifales,
algunas de ellas bien desarrolladas. Este complejo arrecifal esta formado por dos
grupos de arrecifes divididos por la desembocadura del Rio Jamapa. El grupo
norte lo conforman los arrecifes: Punta Gorda, Punta Majahua, Galleguilla,
Gallega, Anegada de Adentro, Blanquilla, P3ajaros, Isla Verde, Hornos, Isla
Sacrificios y Punta Mocambo. El grupo sur lo conforman los arrecifes: Anegada de
Afuera, Topatillo, Santiaguillo, Anegadilla, Polo, Isla de Enmedio, Blanca, Chopas,
Rizo y Cabezo (Tunnell, 1988).

De estos, fueron seleccionados seis arrecifes: del grupo Norte a Blanquilla,
Gallega e Isla Verde y del grupo Sur, al arrecife Giote, Isla de Enmedio y

Santiaguillo (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de localizacién de sitios (arrecifes) de muestreo en el SAV. 1)
Gallega, 2) Blanquilla, 3) Isla Verde, 4) Giote, 5) Isla de Enmedio y 6) Santiaguillo.
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Para el area de estudio, algunos autores dividen el afio en tres estaciones
climaticas bien establecidas. La primera llamada de “secas” que abarcan de marzo
a mayo con temperatura en promedio de 24 °C, velocidades del viento de 6.1 m/s
precipitacion minima de 6.0 mm. La segunda es la época de “lluvias”, que
comprende de junio a octubre, se registran las temperaturas mas altas, en
promedio de 26.8 °C, velocidades del viento minimas de alrededor de 3.8 m/s y
con las maximas precipitaciones en promedio de 200 a 400 mm. Finalmente, se
tiene a la temporada de “nortes” de noviembre a febrero, caracterizada por
temperaturas bajas con promedios de 20 °C, velocidades del viento altas de 7 m/s

y precipitacion de 24.0 mm en promedio (Tunell, 1988).

ESTRATEGIA METODOLOGICA
1.- COLECTA DE MATERIAL

Las diferentes especies de macroalgas de las tres divisiones (Chlorophyta,
Rhodophyta y Ochrophyta) fueron colectadas en el SAV. El muestreo se llevo a
cabo el 23 y 24 de mayo del 2013; la segunda colecta se realizé el 17 y 18 de
junio del 2014.

Todas las macroalgas colectadas fueron separadas del substrato con la ayuda de
una espatula o en su defecto extraidos manualmente del piso intermareal rocoso y
de las zonas arrecifales. Para cada especie se colectdé un aproximado de 300 g.
En la bitAcora de campo se registraron datos como son: numero de muestra,
fecha, localidad, tipo de sustrato (arenoso o rocoso), profundidad de la columna de

agua y observaciones pertinentes (turbidez del agua, epifitos, etc.).

Una vez realizada la colecta, las algas se enjuagaron con agua de mar con la
finalidad de eliminar la arena, residuos sélidos y la fauna asociada.
Inmediatamente después se preclasificaron por grupos de acuerdo a su color, una
parte se colocd en una bolsa de plastico para su posterior congelacion, esto con la
finalidad de evitar al maximo la degradacion enzimatica para trasladarlas al

Laboratorio de Farmacognosia-Fitoquimica de la FES lIztacala. La otra parte se
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preservo en formol al 4% para su posterior identificacion taxondmica y su

incorporacion a la coleccion cientifica del herbario IZTA (Thiers, 2015).
2.- IDENTIFICACION TAXONOMICA

Las determinaciones taxondmicas se realizaron a partir del analisis de caracteres
morfolégicos mediante observaciones en el microscopio Optico para identificar
estructuras externas y posteriormente con ayuda de cortes y tinciones. En cada
caso se identificaron estructuras internas que definen de manera particular la
especie. En el transcurso de todo este trabajo se utilizaron las obras de: Brandao,
1967; Aviles, 1990; Littler & Litter, 2000; Ortega et al., 2001; Senties &
Dreckmann, 2002; Dawes & Mathieson, 2008. Los nombre cientificos validos

fueron verificados en el Index Nominum Algarum y Guiry & Guiry, 2015.
3.-OBTENCION DE EXTRACTOS

Una vez que se tuvo el material en el laboratorio, la parte preservada para los
ensayos microbioldgicos se limpié manualmente con ayuda de un microscopio
estereoscoépico. Esto con la finalidad de eliminar todas las algas epifitas y/o otros
organismos marinos. Después de ser limpiadas se sonicaron para eliminar las

epifitas, pequenos pedazos de arena y sal que pudieran quedar.

Una vez limpio el material se coloco sobre papel absorbente con el fin de eliminar
el exceso de agua, procediéndose a la obtencion de los extractos algales. La

preparacion de los mismos se efectué macerandose con metanol.

Una vez obtenidos los extractos metandlicos, fueron filtrados y concentrados a
presion reducida. Se determind su rendimiento por diferencia de peso (Avila,
1996).
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4.- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
4.1 Actividad antibacteriana
4.1.1 Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana.

Para la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana se utilizé la técnica de
difusion en agar o de Kirby-Baler (Koneman, 1996). Los sensidiscos fueron
impregnados con 2 mg del extracto algal. Como control positivo se utilizaron
sensidiscos impregnados con 25 ug de cloramfenicol y como control negativo se
colocaron 10 pyL de cada uno de los solventes empleados. Cada bioensayo se

realizé por triplicado (Anexo II).

La actividad antibacteriana fue evaluada en cuatro cepas, de las cuales dos son
Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Staphylococcus
epidermidis) y dos Gram negativas (Escherichia coli aislada de un caso clinico y

Salmonella tiphy).

4.1.2 Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana.

La determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién
bactericida minima (CBM) de los extractos que presentaron actividad se realizé
por la técnica de dilucion en agar (Koneman, 1996). Las concentraciones que se
utilizaron para cada bioensayo fueron: 0.0312, 0.065, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0,

1.5y 2.0 mg/mL. Cada bioensayo se realiz6 por triplicado (Anexo II).
4.1.3 Efecto del extracto sobre la curva de sobrevivencia.

La evaluacion de la sobrevivencia bacteriana se hizo en la cepa que presentd
mayor sensibilidad, para lo cual se monitoreo su crecimiento en nueve tiempos
durante 24 horas al ser expuestas a diferentes concentraciones del extracto (CMI,
Y2 CMI, CBM) y un grupo testigo (sin extracto) (Avila, 1996) (Anexo IlI).

4.2 Actividad antifiungica
La evaluacion de la actividad antifungica se realizé en nueve cepas de hongos

levaduriformes y en cinco cepas de hongos miceliados.
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Levaduras:

Candida albicans aislada de urocultivo, C. albicans y C. tropicalis aisladas de un
caso clinico, donada por el Laboratorio de Analisis Clinicos FES lIztacala (UNAM),
C. albicans ATCC 14065, donadas por la FES Cuautitlan (UNAM), C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis aisladas de casos clinicos, donadas por el Hospital Angeles
(Metropolitano).

Hongos filamentosos:

Fusarium  sporotrichum NRLL 3299, Aspergillus niger, Trichophytum
mentagrophytes, Fusarium moniliforme, donadas por el Laboratorio de Fisiologia
vegetal de la UBIPRO, FES-Iztacala y Rizoctonia solani donada por el INIFAP,

Celaya, México.

4.2.1 Evaluacién cualitativa y cuantitativa de la actividad antifungica para

levaduras.

Para la evaluacién de la actividad antifungica sobre hongos levaduriformes se
empled el método de difusion en agar de Kirby-Baler, mediante el uso de agar
papa dextrosa (PDA). Como control positivo se utilizaron sensidiscos con 25 ug de
nistatina.

La evaluacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién
Fungicida Minima (CFM) de los extractos sobre hongos levaduriformes se

determind utilizando la técnica de dilucién en agar (Koneman, 1996).

4.2.2 Evaluacion cualitativa de la actividad antifingica para hongos

filamentosos.

Para el método cualitativo de inhibicion de crecimiento radial se utilizaron
sensidiscos impregnados con 2 mg de los extractos algales. El control negativo
fueron 10 pL de la mezcla de solventes a utilizar y como control positivo 25 ug de
ketoconazol. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado (Wang y Bun,
2002).

25



Avila Romero Marisol, 2016

4.2.3 Evaluacion cuantitativa de la actividad antifingica de hongos

filamentosos.

Para la determinacion de la Concentracién Fungicida Media (CFsp) y la
Concentracion Fungicida Minima (CFM) se utiliz6 el método de inhibicion del
crecimiento radial. Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicidn,
teniendo en cuenta que la concentracion que representa el 100% de inhibicion es
aquella en la que ya no se observa crecimiento lo cual corresponde a la CFM,;
mientras que la concentracion que representa el 50% de inhibicion es la CF5g, esto
se calcula con una regresion lineal. Las concentraciones para cada bioensayo
fueron: 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 25 y 3.0 mg/mL. Todos los bioensayos se
realizaron por triplicado (Wang y Bun, 2002).

5.0 CARACTERIZACION QUIMICA DEL EXTRACTO BIOACTIVO de C. barbata

5.1 Prueba cualitativa para la deteccion los principales metabolitos

secundarios.

Para la deteccion de alcaloides en el extracto acetonico de C. barbata se utilizaron
los reactivos Drangendorff y Mayer (Wagner, 2001), mientras que para fenoles se
realiz6 con una solucion de cloruro férrico (FeCls) al 1%. Los monoterpenos se
detectaron por la prueba de Vainlla-HCI. En el caso de glicésidos se utilizé la
prueba de Molisch y por ultimo para la prueba de saponinas se hizo la prueba de

hemolisis (Dey y Harborne, 1989).
5.2 Prueba cuantitativa para fenoles

La concentracion de fenoles totales se cuantificd por espectrofotometria con base
a una reaccion colorimétrica de 6xido-reduccién, para ello el agente oxidante que
se utilizo fue el reactivo de Folin-Ciocalteu (Método modificado de Vernon et al.,
1999).
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6.0 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ACETONICO DE C. barbata.

Para el fraccionamiento del extracto acetonico de C. barbata se realiz6 una
cromatografia de adsorcion en columna abierta (cc), la cual se realizé sobre gel de
silice 60 Fzs4 (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, Merck malla 70-230 ASTM).
Como fase estacionaria y la fase movil fueron mezclas ascendentes de hexano-
acetona-metanol. Cada alicuota obtenida se analizé por cromatografia en capa
fina (ccf) usando cromatofolios de aluminio cubiertos con gel de silice 60 Fos4
(Merck 0.2 mm de espesor). Como agentes cromogénicos se emplearon: 1)
revelado con luz UV a 254 y 366 nm (Ultraviolet Fluorescence Analysis Cabinet
Spectroline Mod CX-20), y 2) una solucion de sulfato cérico en acido sulfurico
concentrado, en este caso para observarse el desarrollo del color fue necesario

calentar ligeramente las placas cromatograficas durante dos minutos.
7.0 CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES ACTIVAS

Las fracciones no polares obtenidas de la cromatografia en columna abierta fueron
analizadas en el cromatografo de gases acoplado al espectdmetro de masas para
conocer la composicion quimica de estas. El analisis de llevo acabo en el
laboratorio de Biogeoquimica de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la
FES Iztacala.

La identificacién de los picos del cromatograma se realizé por la comparacion del
espectro de masas disponibles en la base de datos NIST MS Search 2.0, ver

anexo V.
8.0 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante fue evaluada en todos los extractos algales por el
método de decoloracién del radical 2, 2 difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 250 uM. A
partir de una solucién stock de 10 mg de extracto disuelto en 10 mL de metanol,
se prepararan las siguientes diluciones: 37.5, 75, 125, 135, 150, 200, 250, 300
ppm. Como control negativo se utilizaran pozos con 200 yL de MeOH y como
control positivo se utilizé quercetina a las mismas concentraciones que el extracto

algal (Garcia-Bores, 2010).
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Este método permite evaluar la actividad antioxidante a través del grado de
decoloracion de una solucion metandlica de DPPH, debido a la adicion del
compuesto activo a diferentes concentraciones por medio de espectrometria VIS

a una longitud de onda de 517 nm (Rivero y Betancort, 2006).

Para determinar la capacidad antioxidante media (CAsp) del extracto metandlico y
acetonico de C. barbata se obtuvo el porcentaje de decoloracién del DPPH de
cada una de las concentraciones (31.25-150 ppm). El porcentaje de reduccion se

calculd con la siguiente formula

% de decoloracion= 1- (absorbancia del problema / absorbancia del blanco) x 100

La Casp expresa la cantidad necesaria de un antioxidante para reducir en un 50%
al radical DPPH. Valores bajos de CAsp indican un mayor potencial antioxidante
(Garcia-Bores, 2010; Muioz, 2015).

9.0 TOXICIDAD GENERAL

El ensayo de toxicidad se realizd con larvas nauplio de Artemia salina. Las larvas
fueron colocadas en frascos de vidrio transparentes con 10 mL de solucion de
NaCl al 0.5% cada uno. Las concentraciones del extracto algal fueron 10, 100 y
1000 pg/mL. Como control negativo se empled dimetilsulféxido (DMSO). Los
frascos de mantuvieron bajo luz blanca durante 24 h a temperatura ambiente (23 y
25 °C) para que posteriormente fueran cuantificadas las larvas sobrevivientes. La
concentracion letal media (CLsg) para cada extracto, se obtuvo interpolando en
graficas de porcentaje de sobrevivencia contra la concentracion en yg/mL a través

del analisis de regresion. Todo lo anterior por triplicado (McLaughlin, 1991).
10.0 ANALISIS ESTADISTICO

A los resultados obtenidos de los ensayos de actividad antimicrobiana se les
aplicd un analisis de varianza factorial, en donde los factores fueron: extractos,

cepas bacterianas y tipo bacteriano, cepas levaduriformes y hongos miceliados
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RESULTADOS
EVALUACION PRELIMINAR
Colecta

A partir de de la colecta del 23 y 24 de mayo del 2013, se obtuvieron 28
organismos los cuales fueron utilizados para realizar los ensayos de
antimicrobianos. Con esta evaluacion se determind el taxa que se ocuparia para

los siguientes ensayos.

Determinaciones taxonémicas

La identificacion y conservacion de ejemplares resulta de suma importancia para
el registro cientifico. Ademas, es fundamental determinarlas porque las actividades

bioldgicas varian entre las especies.

Las macroalgas colectadas en los seis arrecifes (Blanquilla, Gallega, Giote, Isla de
Enmedio, Isla Verde y Santiaguillo) fueron determinadas. En las tablas 1, 2y 3 se
muestran los listados de las algas marinas del SAV por divisién. Se colectaron 28
macroalgas de las cuales se determinaron 22 especies y en una se llego a nivel de

género

El filo Chlorophyta presentd 7 especies diferentes Los géneros Caulerpa y Ulva

fueron registrados en mas de un arrecife (Tabla 1).

En la tabla 2 se observan todas las macroalgas pertenecientes al grupo de las
Rhodophyta, en total se determinaron 12 especies. Los géneros Laurencia y
Tricleocarpa fueron los que presentaron mayor incidencia en los diferentes
arrecifes. Es importante mencionar que se encontraron dos nuevos registros para
la zona Laurencia gracilis (Gallega y Giote) y Sebdenia flabellata (Isla de
Enmedio). Ademas de Compsothamnion thuyoides colectada en Blanquilla, la cual

resulté ser un nuevo registro para México.

El filo Ochrophyta fue la que presentdé un menor numero de especies con solo

cuatro registros: Dictyota dichotoma, Padina boergenseni, Sargassum fluitans y
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Sargassum natans. La mayoria de las especies fueron encontradas en Isla de En
medio (Tabla 3).

Tabla 1. Algas marinas del SAV filo Chlorophyta.

No. Especie Localidad IZTA Herbario
1 Caulerpa chemnitzia (Esper) J. V. S 1813
Lamouroux
2 Caulerpa racemosa (Forsskal) J.Agardh BL, IV 1824, 1817
3 Caulerpa sertularioides (S. G. Gemlin) M. GA 1823
A. Howe
4  Cymopolia barbata (Linnaeus) IE 1812
J.V.Lamouroux
5 Dictyosphaeria  cavernosa  (Forsskal) IE 1810
Bargesen
Ulva intestinalis Linnaeus GA 1835
Ulva lactuca Linnaeus GA 1829
Blanquilla (BL), Gallega (GA), Isla de Enmedio (IE), Isla Verde (IV), Santiaguillo (S)
Tabla 2. Algas marinas del SAV filo Rhodophyta
No. Especie Localidad IZTA Herbario
1 Amphiroa fragilissima (Linnaeus) IE, IV 1822, 1837
J.V.Lamouroux
2 Ceramium sp Gl 1818
3 Compsothamnion thuyoides (Smith) Nageli * BL 1836
4 Galaxaura comans Kjellman BL, IV 1826, 1827
5 Hypnea spinella (C. Agardh) Kutzing* GA 1834
6 Laurencia gracilis J.D. Hooker y Harvey * GA, GI 1819, 1815
7 Laurencia obtusa (Hudson) J.V.Lamouroux Gl, IE 1811, 1808
8 Titanophycus validus (Harvey) Huisman G.W. GA 1820
y A.R.Sherwood
9 Sebdenia flabellata (J.Agardh) P.G.Parkinson* IE 1809
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10 Tricleocarpa cylindrica (J.Ellis y Solander) BL 1825
Huisman y Borowitzka

11 Tricleocarpa fragilis (Linnaeus) Huisman vy IE 1821
R.A.Townsend

12  Wrangelia bicuspidata Bgrgesen™ Gl 1807

Blanquilla (BL), Gallega (GA), Giote (Gl), Isla de En medio (IE), Isla Verde (IV). *Nuevo registro para la zona.
**Nuevo registro para México.

Tabla 3. Algas marinas del SAV filo Ochrophyta

No. Especie Localidad IZTA Herbario
1 Dictyota dichotoma (Hudson) J.V.Lamouroux IE 1828
2 Padina boergenseni Vickers IE 1806
3 Sargassum fluitans (Bgrgesen) Bgrgesen S 1816
4 Sargassum natans (Linnaeus) Gaillon IE 1814

Isla de Enmedio (IE), Santiaguillo (S)
Dos cianobacterias se colectaron durante el muestreo: Phormidium sp. vy
Oscillatoria sp., a estas también se les realizaron las pruebas biolégicas para

saber si presentaban actividad antimicrobiana aunque no fueran macroalgas
(Tabla 4)

Tabla 4. Cianobacterias del SAV

Género Localidad
Phormidium sp Gl
Oscillatoria sp S

Giote (Gl), Santiaguillo (S)

La figura 2 nos muestra el numero de especies que se encontraron de cada
divisiéon. Las algas del filo Rhodophyta las podemos encontrar en todos los sitios

de muestreo. En el caso de Chlorophyta en el unico arrecife donde no fueron
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encontradas es en Giote, esto pudo deberse a que la visibilidad en este lugar era
escasa al momento de la colecta. Por ultimo, el grupo Ochrophyta solo se

encontré en Isla de Enmedio y Santiaguillo.

¥ Ochrophyta
¥ Chlorophyta
l E o

Blanquilla Gallega Giote Isla de Isla Verde Santiaguillo
Enmedio

No. de especies

Arrecife

Figura 2. Numero de especies por filo en los diferentes arrecifes.

Rendimiento de los extractos

El rendimiento de los extractos metandlicos algales fue muy variable, el rango
oscilé entre 3.7 a 0.1%. Como se puede observar en la tabla 5 el mayor
rendimiento lo presentaron el extracto de C. thuyoides 3.7% y L. obtusa con
3.5%, mientras que el menor rendimiento estuvo presente en 11 extractos con
un 0.1%.
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Tabla 5. Rendimiento de los extractos metandlicos de las macroalgas del SAV.

Especie % de rendimiento Localidad
Amphiroa fragilissima 0.1 IE
Amphiroa fragilissima 0.1 v
Caulerpa chemnitzia 2.7 S
Caulerpa racemosa 0.1 BL
Caulerpa racemosa 2.7 v
Caulerpa sertularoides 0.1 GA
Compsothamnion thuyoides 3.7 BL
Cymopolia barbata 3.5 IE
Dictyosphaeria cavernosa 0.1 IE
Dictyota dichotoma 2.7 IE
Galaxaura comans 0.1 BL
Galaxaura comans 1.7 v
Hypnea spinella 0.1 GA
Laurencia gracilis 0.1 GA
Laurencia gracilis 0.1 Gl
Laurencia obtusa 3.5 IE
Laurencia obtusa 1.2 Gl
Titanophycus validus 0.3 GA
Padina boergenseni 0.5 IE
Sargassum fluitans 0.1 S
Sargassum natans 0.4 IE
Sebdenia flabellata 0.4 IE
Tricleocarpa cylindrica 0.1 BL
Tricleocarpa fragilis 3.1 IE
Ulva intestinalis 0.9 GA
Ulva lactuca 0.1 GA
Wrangelia bicuspidata 0.2 Gl

Blanquilla (BL), Gallega (GA), Giote (Gl), Isla de En medio (IE), Isla Verde (IV), Santiaguillo (S).
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Pruebas cualitativas preliminaries (antimicrobianos)

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa
de la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos algales. Los
extractos de 16 especies de algas fueron activos frente a diferentes cepas. Lo

que equivale a un 53.3% de especies activas.

Por otro lado, se calculd el porcentaje de macroalgas que fueron activas en
ambas zonas de colecta (norte y sur). El grupo Norte presenta un 62.5% de
especies activas frente al grupo Sur con un 37.5%; sin embargo el analisis
estadistico no muestra diferencia significativa (F=0.51, p<0.05) en cuanto al

numero de especies que fueron activas para cada zona.

Las macroalgas que presentaron los mayores halos de inhibicion fueron C.
sertularoides (GAA1) con un halo de inhibicion de 15.0+0.0 mm en la cepa S.
epidermidis cc, en S. aureus ATCC 29213 se registré un halo de 9.0£0.0 mm. L.
obtusa (GIAS5) con halos de 9.0£0.0 mm, 8.0+0.0 mm en S. epidermidis ccy S.
aureus ATCC 29213 respectivamente. Por ultimo se encuentra la especie U.
lactuca (GAA3) con 9.0£0.0 mm en S. aureus ATCC 29213 y 8.0+£0.0 mm para

S. epidermidis cc.

En cuanto a la actividad antibacteriana de los extractos por tipo bacteriano de
las 28 especies de macroalgas colectadas en los 6 arrecifes, 16 especies

presentaron actividad en bacterias Gram negativas y 12 en Gram positivas.
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Tabla 6. Registro de las macroalgas con actividad antibacteriana de los

extractos metandlicos algales del SAV.

Cepa
Especie E. coli S. tiphy S. epidermidis S. aureus
cc cc ATCC 29213
Chlorophyta
C. sertularioides 6.01£0.0 6.01£0.0 15.0£0.0 10.0£0.0
C. racemosa - 6.01£0.0 - -
C. barbata - 6.0£0.0 6.0£0.0 6.0£0.0
D. cavernosa - 6.01£0.0 6.0£0.0 6.01£0.0
U. intestinalis - 6.01£0.0 6.0£0.0
U. lactuca 6.0£0.0 6.0£0.0 8.0£0.0 9.0£0.0
Ochrophyta
S. natans - 6.01£0.0 8.0£0.0 -
Rhodophyta
C. thuyoides - 6.0£0.0 6.0£0.0 6.0£0.0
A. fragilissima - 6.01£0.0 7.0£0.0 -
G. comans - 6.01£0.0 - -
H. spinella 6.01£0.0 - 5.310.0 7.01£0.0
L. gracilis (1) - 6.01£0.0 6.0£0.0 -
L. gracilis (2) 7.0£0.0 6.01£0.0 - -
L. obtusa - 6.0£0.0 9.0£0.0 8.0£0.0
T. validus - 6.01£0.0 - -
T. cylindrica - 6.01£0.0 7.0£0-0 6.01£0.0
Control cloramfenicol 15.710.6 21.7£1.5 20.0£2.6 15.3£0.6

(Halos de inhibicion en mm+SD). (1) Gallega, (2) Giote.
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En el tabla 7 se muestra el promedio de los resultados obtenidos de la actividad
antifungica en levaduras. El 16.6% del total de algas colectadas fueron activas
en las diferentes cepas levaduriformes. Las macroalgas con mayor actividad

antifungica fueron: C. barbata, L. obtusa y U. lactuca.

Al realizar el ANOVA para comparar la actividad en ambas zonas se obtuvo que
no hay diferencias estadisticamente significativas (F=0.25, p<0.05) entre la

actividad antifungica en levaduras para la zona Norte y Sur.

El extracto de C. barbata fue activo en cuatro cepas levaduriformes: C. glabrata
cc (7.0£0.0 mm), C. tropicalis cc (6.3£0.6 mm) y en dos cepas C. albicans
ATCC 14065 y C. albicans cc (6.0+0.0 mm). La especie U. lactuca mostro
actividad en 4 cepas presentando halos de inhibicion de 7.0+0.0 mm en
promedio para C. glabrata cc, C. albicans ATCC 14065 y C. albicans cc,
mientras que para C. tropicalis cc (7.3£0.6 mm). L. obtusa presento6 actividad en
tres cepas: C. glabrata cc (7.3£0.6 mm) y C. albicans ATCC 14065 vy C.

tropicalis cc (9.0£0.0 mm).

Tabla 7. Actividad antifungica de los extractos metandlicos algales del SAV.

Cepa
Especie C. glabrata C. albicans ATCC 14065 C. tropicalis C. albicans cc
Chlorophyta
C. barbata 7.0+0.0 6.0+0.0 6.3+0.6 6.0+0.0
U. lactuca 7.0£0.0 7.0£0.0 7.3£0.6 7.0£0.0
Rhodophyta
C. thuyoides 6.0+0.0
L. obtusa 7.3+0.6 9.0+0.0 7.0+0.0
L. gracilis (2) 6.7+1.2
Control Nistatina 17.0+0.1 25.1+0.1 20.0+0.1 25.1+0.1

(Halos de inhibicion en mm+SD), (2) Giote.
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Al realizar el analisis comparativo entre grupos algales con respecto a la
actividad antibacteriana mostrada se encontré6 que solo 16 especies fueron
activas. De estas Chlorophyta (7 especies) presentd un 43.7%, Rhodophyta (8
especies) un 50% y Ochrophyta (1 especie) con un 6.25%. Esto nos indica que
los extractos de las algas de las divisiones Rhodophyta y Chloropoyta son los

que presentaron mayor actividad (Figura 3).

En cuanto a las levaduras el 43.75% de las especies de Chlorophyta fueron

activas mientras que para Rhodophyta fueron el 60% (Figura 3).

Ochrophyta -

% Rhodophyta % ///////4

% | evaduras

B Bacterias

%

Chlorophyta

0 10 20 30 40 50 60 70
Porcentaje de especies activas

Figura 3. Comparacioén de la actividad antimicrobiana entre grupos algales.
Pruebas cuantitativas (antimicrobianos)

Los resultados obtenidos en la determinacién cuantitativa de la actividad
antibacteriana de los extractos algales se muestran en la tabla 8. Como se
puede observar la especie que presentd las concentraciones inhibitorias

menores fue L. obtusa, en S. thipy (MIC=0.5 mg/mL), S. epidermidis cc
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(CMI=0.125 mg/mL) y finalmente en S. aureus ATCC29213 (CMI=0.5 mg/mL).

Para las otras especies las CMI estuvieron por arriba de 1 mg/mL (Tabla 7).

Tabla 8. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Bactericida

Minima (CBM) de los extractos metandlicos algales del SAV.

S. epidermidis

S. aureus ATCC

S. thiphy cc 29213
No. Localidad Especie
CMmI CBM CMI CBM CMI CBM

1 BLA1 C. thuyoides 4 >4 -

2 GAA5 T. validus >4 >>4 >4 >>4

3 GIA5 L. obtusa 0.5 1 0.125 0.25 0.5 1
4 IEA4 D. dichotoma 4 >4 0.5 1

5 IEAG C. barbata 4 >4 0.5 1 0.5 1
6 IEA8 D. cavernosa >4 >>4 -

7 IEA9 L. obtusa 2 4 -

*Valores en mg/mL. BL (Blanca), GA (Gallega), IE (Isla de Enmedio).

En cuanto a la actividad registrada para levaduras podemos observar que el

extracto de C. barbata fue el mas activo porque inhibe el crecimiento de C.

albicans CC con 0.0625 mg/mL. L. obtusa provocoé una CMI para C. albicans

ATCC 14065 y C. albicans cc de 1 mg/mL. La especie U. lactuca tuvo una CMI
de 0.25 mg/mL en C. albicans ATCC 14065 y 0.125 mg/mL en C. albicans cc
(Tabla 9).
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Tabla 9. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Fungicida

Minima (CFM) de los extractos metandlicos algales del SAV.

C. glabratacc C. albicans ATCC C. tropicalis cc C. albicans cc
14065
No. Localidad Especie
CMI CFM CMI CFM CMI CFM CMI CFM
1 GAA3 U. lactuca - - 0.25 0.5 - - 0.125 0.25
2 GIA5 L. obtusa - - 1 2 - - 1 2
3 IEA6 C. barbata 0.5 1 0.125 1 2 >2 0.0625 0.125

*Valores en mg/mL. GA (Gallega), Gl (Giote), IE (Isla de Enmedio).

Cabe mencionar que se realizaron los ensayos antifungicos en hongos
filamentosos de las 28 macroalgas asi como del las 2 cianobacterias y estos

extractos no mostraron actividad en ninguna de las cepas estudiadas.

ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA, ANTIOXIDANTE Y
TOXICIDAD GENERAL DEL EXTRACTO ACETONICO DE C. barbata

Con los resultados obtenidos en la evaluacién preliminar se determind que la
especie elegida para continuar con el estudio fue C. barbata, ya que presento la
mayor actividad antimicrobiana. De esta manera se realizé una segunda colecta

de esta macroalga.
Segunda Colecta

El segundo muestreo se realizé el 17 y 18 de junio del 2014. En este unicamente
se colectd la especie C. barbata del arrecife Isla de Enmedio para continuar con
los estudios de la curva letal, la evaluacion de su capacidad antioxidante, la

toxicidad y el fraccionamiento del extracto en columna.
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Rendimiento

El rendimiento de la extraccion C. barbata se presenta en la tabla 10. En esta
se puede observar el resultado para los tres extractos (hexanico, acetdnico y

metandlico).

El extracto de C. barbata que presenté mayor rendimiento es el acetdnico con
un 0.67% seguido del hexanico con 0.28% y por ultimo el metandlico con un

rendimiento del 0.06%.

Tabla 10. Rendimiento de los extractos de C. barbata.

Extracto Rendimiento (%)
Metandlico 0.06
Acetdnico 0.67

Hexanico 0.28

Prueba cualitativa (antimicrobianos)

Los extractos obtenidos de C. barbata fueron sometidos a las pruebas
cualitativas de actividad antimicrobiana (difusion en agar o de Kirby-Bauer) para
saber cual era el extracto activo. Cabe mencionar que se seleccionaron las
cepas donde se habia registrado la mayor actividad antimicrobiana en la

evaluacion preliminar.

Los resultados se muestran en la tabla 11, en esta se puede observar que el
extracto acetonico es el mas activo pues registrd6 los mayores halos de
inhibicion: 8.0+0.00 mm para S. epidermidis y 14.0+0.5 en S. aureus ATCC
29213. En levaduras se obtuvo un halo de 6.0+0.0 para C. albicans cc y
7.61£0.57 en C. glabrata cc.
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Tabla 11. Actividad antimicrobiana de los extractos de C. barbata.

Extracto S.aureus S. C. glabrata C.
ATCC epidermidis cc albicans
29213 FES-C cc
Metandlico 9.0£0.0 6.0£0.0 DPB DPB
Aceténico 14.0+0.5 8.01£0.0 7.61£0.57 6.0+0.0
Hexanico 8.01£0.0 6.0£0.0 6.0£0.0 DPB

(Halos de inhibicién en mm+SD) *DPB=Disminucion de la poblacién bacteriana

Curvas de crecimiento microbiano

Las curvas de letalidad o mortalidad-tiempo proporcionan informacion importante
sobre la dinamica de la accién antimicrobiana y su relacién con la concentracion
de la sustancia a evaluar. Estas se utilizan fundamentalmente para el estudio de

nuevos antimicrobianos.

El estudio del efecto del extracto metandlico de C. barbata en el crecimiento

bacteriano se realizé en S. aureus. Como se observa en la figura 4:

a) La Concentracion Bactericida Minima (CBM 1 mg/mL) al paso de una hora
provoca el descenso de 2.97 a 2.14 log UFC/mL y al paso de 6 horas reduce la
poblacién bacteriana hasta 1.6 log UFC/mL. El efecto del extracto se pierde
después de 6 horas puesto que la poblacion bacteriana comienza a incrementarse

nuevamente. Por lo que se observa un efecto bacteriostatico.

b) En la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI 0.5 mg/mL) se observa un
comportamiento similar. La poblacion bacteriana desciende en el tiempo inicial de
284 a 244 log UFC/mL a las 4 horas, pasando este tiempo la poblacion

bacteriana empieza a incrementar.

c) El efecto del extracto a la concentracion de 2 CMI se presenta un descenso
solo en la primera hora, a partir de este tiempo la poblacion bacteriana comienza a
incrementarse. Hasta llegar a las 24 horas al mismo numero de UFC (log 7.7
UFC/mL).

41



Avila Romero Marisol, 2016

Con estos datos se puede decir que C. barbata tiene un efecto bacteriostatico en
la cepa S. aureus ATCC 29213, ya que unicamente por un periodo de tiempo (6
horas) disminuye la reproduccion bacteriana. Esto nos indica que el extracto

aunque no produce la muerte de una poblacién bacteriana, impide su crecimiento

—

E

o T

LL

> wil=1/2 CMI

g

S cMmI
w=CBM

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (hr)

Figura 4. Curva de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 expuesta al extracto
metandlico de C. barbata. T: testigo, CMI: Concentracion Minima Inhibitoria CBM:
Concentraciéon Bactericida Minima. CBM: 1.0 mg/mL, CMI: 0.5 mg/mL y % CMI: 0.25 mg/mL

Es importante mencionar que los estudios que se han realizado acerca de
extractos de macroalgas en diferentes cepas de microorganismos, solo han sido

cualitativos, no se han hecho ensayos cuantitativos y/o curvas de crecimiento
microbiano.
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Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se puede evaluar con la reduccion del radical DPPH (2,2
difenil-1-picrilhidracilo). Este es un radical libre, que en solucion metandlica
presenta color violeta y tiene una absorcién a 517 nm. Cuando la solucion de
DPPH es mezclada con algun sustrato que lo reduzca, la coloracion cambia de
color morado a amarillo claro (Nur Alam et al., 2013). Por lo que la actividad del

antioxidante puede medirse por espectrofotometria.

Los resultados de la actividad antioxidante del extracto metandlico de C. barbata
se observan en la figura 5, estos son promedio de una n=8. C. barbata exhibe en

el extracto metandlico una capacidad antioxidante media (CAso) de 106.78+0.01

Mg/mL.
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Figura 5. Actividad antioxidante del extracto metandlico de C. barbata sobre el
radical DPPH.
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La actividad antioxidante del extracto acetdnico de C. barbata presentd una CAsp=
226.97+0.01 pg/mL (Figura 6).
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Figura 6. Actividad antioxidante del extracto aceténico de C.barbata sobre el
radical DPPH.

Fenoles totales

Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica especialmente
adecuada para ejercer una accion antioxidante actuando como captadores de
radicales libres, de esta manera neutraliza peligrosas especies reactivas de

oxigeno e iones metalicos quelantes (Balboa et al., 2013).

El extracto metandlico presentd 20.38 pg de equivalentes de acido

galico/miligramo de extracto (Figura 7).
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Figura 7. Cuantificacion de fenoles totales del extracto metandlico de C. barbata.

La cantidad de fendlicos totales para la muestra del extracto acetonico de C.

barbata fue de 15.81 pg equivalentes de acido galico / miligramo de extracto

(Figura 8).
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Figura 8. Cuantificacion de fenoles totales del extracto aceténico de C. barbata,
segunda colecta.

Toxicidad

Los ensayos de toxicidad se realizaron con larvas de A. salina. Este modelo se ha
utilizado por mas de 40 afos en estudios toxicoldgicos y ecotoxicolégicos, de la
misma manera se ha estudiado su biologia y sus potenciales en diversos campos
como un método practico y econémico para la determinacién de bioactividad de

compuestos sintéticos y productos naturales (Pino y Jorge, 2010).

La toxicidad del extracto metandlico se muestra en la figura 9. La CL5,=30.94
pg/mL del extracto metandlico de C. barbata, lo que nos indica que es un extracto
muy toxico (10>CLsp<100), de acuerdo a la escala de toxicidad para este ensayo

reportada por Pino y Jorge (2010) (Tabla 12).
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Tabla 12. Escala de toxicidad en larvas nauplio de A. salina

Escala Rango
Extremadamente téxico CLso <10pg/mL
Muy toéxico 10>CL50<100
Moderadamente téxico 100<CL50<1000
No téxico CLs50>1000 pg/mL

*Escala tomada de Pino y Jorge, 2010.
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Figura 9. Ensayo de toxicidad en larvas nauplio de A. salina sometidas al
extracto metandlico de C. barbata.

47



Avila Romero Marisol, 2016

El ensayo de toxicidad también se realizé para el extracto acetdnico registrando
una CLs0=47.82ug/mL, que al igual que el anterior nos indica que es un extracto

muy téxico (Figura 10).
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Figura 10. Ensayo de toxicidad en larvas nauplio de A. salina sometidas al extracto
acetonico de C. barbata.

Fraccionamiento en columna cromatografica

El extracto acetonico fue seleccionado para iniciar el fraccionamiento en columna
ya que fue el que presentd las mayores bioactividades ademas, de tener el mas

alto rendimiento.

De la cromatografia en columna abierta del extrato acetonico de C. barbata se
obtuvieron un total de 136 alicuotas, las cuales fueron reunidas en 22 fracciones
de acuerdo al patron que mostraban en la cromatografia en placa (ccf). De las 22
fracciones obtenidas y reveladas con DPPH, sélo las seis primeras mostraron

actividad antioxidante (Figura 11).
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Figura 11. Placa cromatografica de las fracciones de la separacién en columna

abierta del extracto acetdnico de C. barbata reveladas con DPPH.

El ensayo cualitativo para determinar la actividad antimicrobiana (Kirby-Baler) se
realizé con las fracciones obtenidas del extracto acetdnico de C. barbata. De estas
sélo las fracciones 3, 4, 5, 6, 7 y 22 presentaron actividad sobre a la cepa S.
aureus ATCC 29213 (Tabla 13). En S. typhi y C. albicans cc no presentaron

actividad.

Tabla 13. Actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas del extracto

acetonico de C. barbata sobre S. aureus.

Fraccion S. aureus ATCC
29213
3 7.0
4 9.0
5 9.0
6 8.0
7 DPB
22 DPB

*DPB: Disminucién de la poblacion bacteriana. Halo de inhibicion (mm).
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Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(CG-EM) de las fracciones obtenidas del extracto aceténico de C. barbata.

Las fracciones 2, 3, 4, 5y 6 se les realizé una cromatografia de gases acoplada a
masas (CG-EM), para conocer la composicién quimica de la muestra. En este
reporte se mostraran primero los resultados de las dos fracciones que tuvieron
tanto actividad antimicrobiana como antioxidante, que son las fracciones 5 y 6,

después las demas fracciones.

En la tabla 14 se muestra los resultados obtenidos del analisis de la fraccién cinco.
Como se puede observar esta fraccion esta constituida principalmente por el
10,12-hexadecadienal (21.42%) y acido octadecadiendico (23.18%). De la misma
manera podemos observar que la fraccion 6 presenta [-sitosterol (11.83%) vy
estigmasterol (22.87%) (Tabla 15).

Tabla 14. Composicién quimica de la fraccion 5 del extracto acetonico de C.

barbata analizada por CG-EM.

RT Nombre Féormula Abundancia
condensada
(min) (%)
6.339 Acido tetradecanoico C14H250, 1.65
7.736 10,12-hexadecadienal C16H250 21.42
8.278 9-oxabiciclo [6.1.0] nonano CgH140 1.30
9.035 Acido octadecadiendico C1sH320, 23.18

*RT=Tiempo de Retencion
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Tabla 15. Composicién quimica de la fraccion 6 del extracto acetonico de C.

barbata analizada por CG-EM.

RT Nombre Férmula Abundancia
condensada
(min) (%)
11.363 Estigmasterol C29H4g0 22.87
13.274 B-sitosterol C29H500 11.83

*RT=Tiempo de Retencion

En la fraccion 2, como se puede observar en el tabla 16, entre los compuestos
mayoritarios se encuentra el fitol (38.79%), el acido vaccendico (15.22%), el acido-
9-hexadecanoico (7.88%), el acido hexadecandico (5.01), la dipropetrina (3.24%),

el acido-10-octadecandcio (1.30%) y el acido tetradecandico (0.97%).

La fraccidén 3 se detectaron dos componentes como los mayoritarios como son: el
fitol (32.66%) y el 4-bromo-3-fenil- isotiazol (16.94%) (Tabla 17).

Tabla 16. Composicién quimica de la fraccion 2 del extracto acetonico de C.

barbata analizada por CG-EM.

RT Nombre Férmula Abundancia
(min) condensada (%)
13.582 Acido tetradecandico C14H2802 0.97
14.673 Acido hexadecandico C16H3002 5.01
14.949 Acido- 9-hexadecandico C17H3202 7.88
15.853 Acido linoléico C1sH3202 0.47
15.950 Acido 9,12-octadecadiendico C19H3402 0.75
15.982 Acido-10-octadecandico C19H3602 0.82

51



Avila Romero Marisol, 2016

16.014

16.065

16.296

16.841

Acido-16-octadecandico
Fitol
Acido vaccendico

Dipropetrina

C19H3602 1.30

C20H400 38.79
Ci1gH3402 15.22
C11H21NsS 3.24

*RT=Tiempo de Retencion

Tabla 17. Composicién quimica de la fraccion 3 del extracto acetonico de C.

barbata analizada por CG-EM.

RT Nombre Formula Abundancia
condensada
(min) (%)
16.052 Fitol CooH400 32.66
16.411 4-bromo-3-fenil-isotiazol CoHgBIrNS 16.94

*RT=Tiempo de Retencion

Los constituyentes de la fraccion 4 se muestran en la tabla 18. En esta

predominan acidos grasos como son: el acido-9-hexadecanodico (37.34%), el

acido-2-undecandico (3.85%) y el acido tetradecandico (5.19%). Ademas de estar

presente un aldehido: el 10,12-hexadecadienal con 6.28% de abundancia.
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Tabla 18. Composicién quimica de la fraccion 4 del extracto acetonico de C.

barbata analizada por CG-EM.

RT Nombre Férmula Abundancia
(min) condensada (%)
4.241 Acido 2-undecandico C11H2002 3.85
4.866 Acido dodecanodico C12H2402 0.15
6.388 Acido tetradecandico C14H2802 5.19
7.812 Acido 9-hexadecandico C16H3202 37.34
7.896 10,12-Hexadecadienal C16H280 6.28
9.098 6,9-Pentadecadien-1-ol C15H280 30.15

*RT=Tiempo de Retencion

Las estructura quimica de los principales compuestos detectados en las fracciones

del extracto acetdnico de C. barbata se muestran en la tabla 19.
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Tabla 19. Estructuras quimicas de los compuestos del extracto aceténico de C. barbata.

Nombre Estructura quimica
>
Estigmasterol (\!/H
a)

o0
HO X

6,9 Pentadecadie-1-ol

H,C

10, 12 Hexadecadienal

CH

Acido octadecandico o
estearico

Acido dodecandico o laurico

Acido octadecadiendico o
linoléico
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)
4-bromo-3 fenil-isotiazol

Fitol HOWYV\’/

O
Acido tetrla'detcanéico o WMOH
miristico
o)
Acido hexadecenoico o = OH
palmitoléico
N
Acido vaccénico
(@]
HO

O

Acido hexadecanoico o
palmitico MMMOH
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9-oxabiciclo [6.1.0] nonano

B-sitosterol

HO

i
Acido 9-hexadecendico = OH
Hik
Dipropetrina N™ =N
)'\ =
T
0]

Acido 10-octadecendico
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Acido 9, 12-octadecadiendico

Acido 16-octadecendico

Acido 2-undecendico

Acido dodecandico
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DISCUSION

EVAUACION PRELIMINAR

Determinaciones taxonémicas

En este trabajo es importante destacar a las especies de algas: Laurencia gracilis
J.D.Hooker y Harvey, Wrangelia bicuspidata Bgrgesen y Sebdenia flabellata (J.
Agardh) P. G. Parkinson, las cuales fueron cotejadas con la base de algaeBASE y
son nuevos registros para el SAV (Tabla 2). La especie Compsothamnion
thuyoides (Smith) Nageli es un nuevo registro para México; los unicos registros
que se tienen de esta especie cercana a la zona de colecta son en: Florida
(Schneider y Searles, 1991; Littler y Littler, 2000; Littler et al., 2008), Carolina del
Norte (Schneider y Searles, 1991) Carolina del Sur (Schneider y Searles, 1991)
Texas (Wynne, 2009), Bahamas (Littler y Littler, 2000) y Brasil (Creed et al., 2010)
segun lo consultado en algunas fuentes (www.algaebase.org y Ortega et al.,
2001).

En la colecta el numero de especies de algas pertenecientes a la division
Rhodophyta fue mas abundante (43.3%), seguido por Chlorophyta (26.6%) y por
ultimo Ochrophyta (13.3%). Esta es una tendencia que se presenta en el SAV,
sitio que es senalado por Galicia y Morales (2007) como un ambiente con alta
riqueza y biodiversidad. Estos autores realizaron una recopilacién de los reportes
sobre macroalgas del SAV encontrando la misma tendencia. En el SAV se
conocen un total de 284 especies de macroalgas (incluyendo variedades vy
formas), donde las Rhodophyta, es el grupo taxondmico con alta riqueza
especifica (157 especies), seguida de Chlorophyta con 87 y por ultimo Ochrophyta
que presentan 40. Esto puede ser explicado debido a que las algas rojas se
desarrollan mejor en sustratos con arena fina o limo, como lo mencionan Ortegdn

y colaboradores (2010), sumada a la temperatura y otros factores.
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Actividad antimicrobiana de los extractos algales: pruebas cualitativas

Los extractos algales presentaron actividad en un mayor numero de cepas Gram
negativas (16 cepas bacterianas) que en Gram positivas (12). Sin embargo se
registraron los mayores halos de inhibicion en la Gram positivas, esto concuerda
con lo reportado por De Lara lIsassi y colaboradores (1996), ya que ellos
mencionan que tuvieron actividad en 18 cepas Gram positivas principalmente en
S. aureus y S. pyogenes con los mayores halos de inhibicion, mientras que en

Gram negativas no reportan efecto antibacteriano.

La explicacion de por qué estas macroalgas del SAV presentan actividad puede
ser debido a que cuando algun organismo es sometido a cualquier tipo de estrés
(temperatura, salinidad, humedad, contaminantes, etc.) alteran la produccion de
metabolitos secundarios (Watterman y Mole, 1989; Vargas-Alvarez et al., 2005).
Las algas del SAV estan constantemente sometidas a estrés producto de todas
las actividades portuarias que se realizan en dicha region, aunado a esto, existe
una gran cantidad de contaminantes para este lugar, ademas de la descarga de la
zona hotelera lo que produce gran cantidad de materia organica. Estos factores
someten a los organismos a diferentes tipos de estres, incluyendo a las

macroalgas (Inclan-Sanchez, 2004; Pantoja, 2013).

Muchos de los productos naturales en las macroalgas son inicialmente
sintetizados como defensas quimicas contra patégenos y herbivoros, de hecho

pueden ser vitales para la supervivencia en un arrecife coralino (Amsler, 2009).

Este estudio encontré en las algas rojas (Rhodophyta) mayor cantidad de especies
activas, seguida de las algas verdes (Chlorophyta). Nuestros resultados
concuerdan con lo reportado por De Lara-Isassi y colaboradores en 1996, ya que
encontraron que las macroalgas que presentaron mayor actividad pertenecen a la
divisibn Rhodophyta. Ademas, existen reportes de que las algas rojas poseen
compuestos halogenados, fendlicos y terpenos con actividad antimicrobiana
(Amsler, 2009). Algunos otros autores mencionan que esta division también
contiene acido acrilico, aldehidos y terpenoides, los cuales se ha demostrado que

son potentes biocidas (Inclan-Sanchez, 2004).
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Freile-Pelegrin y Morales (2004) realizaron estudios en las costas de la Peninsula
de Yucatan y reportan que las algas con mayor actividad antimicrobiana son las
verdes (Chlorophyta) con un 100% de especies activas, seguida de las rojas
(Rhodophyta) con 78% y por ultimas las algas pardas (Ochrophyta) con 50%.
Ademas encontraron mayor cantidad de especies activas en bacterias gram
positivas que en gram negativas, contrario a o que se encontré en el presente
estudio. Se sabe que la produccién de los metabolitos secundarios se ve
influenciada por factores bidticos diferentes como la herbivoria, el estado de
reproduccién del alga, diferentes porciones del talo que se estén ocupando para el
ensayo, todo esto junto con factores abioticos como la estacionalidad y la regién
geografica pudieron haber tenido influencia en la bioactividad reportada en

diferentes estudios en los extractos algales (Freile-Pelegrin y Morales, 2004).

Es importante resaltar que C. barbata tuvo actividad en todas las cepas de
Candida y las menores CMI registradas fueron para la especie C. albicans (Tabla
9). Esto es importante ya que la mayoria de los agentes infecciosos en mucosas y
dermatofitos son ocasionados por candidas (Cecilia et al., 2012). Ademas de que
los hongos levaduriformes debido al uso indiscriminado de antifungicos han
desarrollado resistencia, de hecho esta reportado que Candida albicans la ha
adquirido a casi todos los antimicrobianos que se conocen hasta el momento
(Madigan et al., 2009). Por ello resulta de vital importancia poner en practica

diversas estrategias para identificar y producir nuevos compuestos antifungicos.

En cuanto a la actividad de los extractos algales en hongos filamentosos, no se
encontré actividad. Esto puede deberse a que las macroalgas no estén expuestas
a estas cepas de hongos filamentosos y por tanto no necesitan sintetizar
metabolitos secundarios para defenderse de ellos. Aunque, se ha reportado la
presencia de hongos filamentosos en el medio marino en otros trabajos (Stchigel
et al., 2007; Samon-Legra y Enriquez-Lavandera, 2010), algunos de estos son:
Antennospora Meyers (1957), Arenariomyces Hohnk (1954), Dryosphaera Koch y
Tokura (1987), Lignincola Hohnk (1956), Lindra Wilson (1956), Nia Moore y
Meyers (1959), Cirrenalia Kohlmeyer, Meyers y Moore (1996), Cumulospora
Schmidt (1985), Trichocladium Meyers y Moore (1971), Ceriosporopsis Kohlm
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(1953) y Papulaspora sp Nova (1963). Autores como De Lara-lsassi y
colaboradores en 2005 reportan que las especies Padina boergesenii, Sargassum
natans y Sargassum fluitans presentan actividad antifungica en Aspergillus niger
en los extractos metandlicos y cloroférmicos, lo que no concuerda con lo reportado

en este estudio.

Actividad antimicrobiana de los extractos algales: pruebas cuatitativas

L. obtusa fue una de las macroalgas en donde se observaron los valores de CMIl y
CBM mas bajo; es decir se requieren de una baja concentracién para inhibir el
crecimiento microbiano (Tablas 7 y 8). En estudios anteriores sobre especies del
Laurencia se han reportado como fuentes muy prolificas, diversas y unicas de
metabolitos secundarios. Este grupo de algas posee compuestos halogenados y
no halogenados. Mas de 250 sustancias han sido aisladas y clasificadas dentro de
los terpenos y compuestos eterbromados como el laureacina y laureatina. La
variacion en la produccion de MS dentro del género Laurencia ha permitido
encontrar especies con actividad antimicrobiana como por ejemplo L. obtusa, la
cual produce compuestos como la laurencienina un éter-aceteilénico (Freile-
Pelegrin y Morales, 2004; Amsler, 2009), es bien sabido que la producciéon de MS
puede variar debido entre familias, géneros e incluso entre especies al grado de

ser especie-especifico (Scogings et al., 2015).

L. obtusa fue colectada en dos sitios diferentes del SAV, una en el arrecife Giote y
la otra en Isla de En medio (Tabla 7). La que se colecté en Giote, presentd mayor
actividad con CMI bajas. El arrecife Giote es una zona sumamente perturbada, en
donde el estrés al que estan sometidos todos los organismos incluyendo las
macroalgas es considerablemente mayor en comparacioén con Isla de En medio.
Esto seguramente puede explicar el porque una de ellas es mas activa que la otra.
Se ha documentado que los metabolitos secundarios con propiedades
antibacterianas también ayudan a las algas a mantener la capacidad de recubrir 0
regenerarse rapidamente después de la accién por un depredador o algun dafio

abrasivo (Freile-Pelegrin y Morales, 2004).
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Cymopolia barbata

C. barbata fue el taxdn que se selecciond con base en los ensayos preliminares
para continuar con las demas pruebas, esto fue porque presenté la mejor actividad

inhibitoria en bacterias y levaduras.
Antimicrobianos

El extracto metandlico de C. barbata presentd actividad bacteriostatica sobre S.
aureus ATTCC 29213, segun Sanchez y Tay (2003) sugieren que pueden estar
sucediendo de manera general dos proceso: 1) inhibiendo la funcién ribosomal y
por lo tanto de sintesis de proteinas, 2) alterando la membrana celular o 3)

inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos.

Los extractos pueden atravesar la membrana y la pared celular hasta el
citoplasma, donde inhiben la sintesis de proteinas mediante la union irreversible a
los ribosomas El modo de accién es que las subunidades ribosomales 30s y 50s
constituyen el sitio de accion de los agentes antimicrobianos, el sitio de union hara
que este impida la formacion de polisomas o altera la lectura de ARNm. Por otro
lado los efectos secundarios de los extractos son la induccién de errores en la
translocacién y disrupcion en la permeabilidad de las membranas bacterianas,
parecida a la manera que actuan los farmacos. El tercer modo de accion es que
los extractos interfieren a diferentes niveles en la sintesis de acidos nucleicos.
También pueden inhibir la sintesis de nucledtidos o interferir con las polimerasas

involucradas en la replicacion y transcripcion del DNA (Sanchez y Tay, 2003).

La actividad antimicrobiana y la toxicidad que presentdé C. barbata la podemos
explicar porque tiene compuestos bromados estos los poseen la mayoria de los
organismos marinos (Kazanjian y Farifias, 2006). Estas sustancias pertececen al
grupo conocido como halogenuros organicos, los cuales estan presentes en estos
seres vivos debido al alto contenido de fluor, cloro, yodo y bromo presentes en el
agua de mar. Estos son incorporados y por tanto se pueden sintetizar compuestos
con estos atomos, a diferencia de los organismos del medio terrestre, donde la
produccion de halogenuros es nula. Cabe mencionar que son utilizados
actualmente en la industria quimica como plaguicidas o como precursores en la
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sintesis de otros productos. Se sabe que los organismos marinos los producen
porque cumplen diversas funciones ya que sirven como repeletentes e inhibidores
del apetito, agentes antibacteriales y antiincrustantes, feromonas y hormonas
(Gribble, 2005).

C. barbata se ubica en la familia de las Dasycladales, la cual es una de las algas
verdes que aunque esta calcificada y por lo tanto tiene algunas defensas
estructurales, también contiene una gran cantidad de compuestos quimicos, de
hecho se siguen buscando nuevos antibiéticos provenientes de esta especie (Park
et al., 1992).

La macroalga C. barbata sintetiza series unicas, 20 hidroquinonasbromadas
preniladas llamadas cymopoles. La monobrominacion es encontrada
exclusivamente para el sitio de prenilacion como se conoce en el cymopolone. Las
cadenas laterales del isopreno todos son originados de unidades de geranil C10
con diferentes estados de oxidacion, algunos de los cuales se hacen ciclicos de

nuevo en la hidroquinona aromatica como se observa en el debroisocymobarbatol.

Dentro de las hidroquinonas preniladas la que se sintetiza en mayor cantidad es el
llamado “cymopole” (Park et al., 1992; Amsler, 2009) este se ha reportado que
inhibe la herbivoria por parte del molusco Littorina littorea y el erizo de mar
Lytechinus  variegatus. También se ha  documentado que el
dibromoisocymobarbatol disminuye los niveles de herbivoria aproximadamente un
29% (p<0.005). De hecho los reduce estos niveles en un 50% por el pez Lagodon
rhomboides y disminuye el pastoreo del anfipodo Hyale macrodactyla en un 22%
(p<0.005). En contraste este compuesto estimula la alimentacion del erizo de mar
Diadema antillarum (Park et al., 1992, Amsler, 2009).

Por otro lado la dipropetrina también puede tener un efecto importante en la
actividad antimicrobiana y la toxicidad, ya que esta sustancia se emplea para
elaborar plaguicidas, estos son herbicidas derivados de la triazina, los cuales
actuan especificamente como fungicidas en cultivos de algodon (Greene vy
Pohanish, 2005). La incorporacién de estos compuestos a las macroalgas

probablemente se deba a que en esta zona desemboca el rio Jamapa, el cual
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permite el acarreo de desechos desde puntos distantes hacia el mar con
importantes implicaciones de contaminacion en sus aguas, ya que los desechos
que se vierten a estas cuencas llegan a la costa, en su mayor parte sin tratamiento
alguno. Todos los organismos bentdnicos como las macroalgas son susceptibles
de ser afectados debido a su estrecha relacion con los sedimentos (Guzman et al.,
2005).

Antioxidantes

En lo referente a la actividad antioxidante es importante mencionar que no se
tienen registro de ésta en C. barbata para el SAV. Algunos autores reportan que
las algas verdes son muy poco activas en comparacion con las Rhodophyta u
Ochrophyta (Ganesan et al., 2008; Bin-Gui et al., 2009), pues mencionan que
estas ultimas, tienen gran cantidad de compuestos fendlicos. Incluso en algunos
trabajos estos compuestos ya han sido aislados. Sin embargo autores como
Satoshi y colaboradores en el 2003, encontraron una fuerte capacidad
antioxidante en C. barbata colectada en Jamaica, esto lo atribuyen a dos
compuestos que aislaron llamados cymopolon y 7-hidroxicymopolon. En este
estudio reportan la capacidad antioxidante a través de otro método llamado
“tecnologia fluorescente” la cual evalua esta actividad en células vivas donde se
muestra la capacidad que tiene el producto natural para penetrar en las
membranas celulares e inhibir las ERO (Especies Reactivas de Oxigeno) en
células humanas vivas, teniendo una ICsy de 4.0 uyM con DCFH-DA

(27,7 diclorodihydrofluoresceina diacetato).

En este trabajo fue encontrado un compuesto en la fracciéon 3 que tienen al menos
un grupo perteneciente a los bromofenoles el 4-bromo-3-fenil-isotiazol. Estos
fendlicos bromados han demostrado poseer actividad atrapadora del radical
DPPH, incluso algunos como los reportados por Ke Li y colaboradores en el 2007,
mencionan que tienen mejor actividad que antioxidantes comerciales conocidos
como el butilhidroxitolueno (BHT). Estos autores aislaron 4 compuestos fendlico
bromados, los cuales tienen una CAsy entre 9.67+0.04 a 21.90+0.1 pg/mL que

comparados con la actividad antioxidante del BHT (83.84+0.3 pyg/mL).
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Otro trabajo que también reporta buena capacidad antioxidante de un bromofenol
es el realizado por Ke Li en 2012, donde se registré la actividad de 14 compuestos
fendlico bromados va de 5.22+0.04 a 23.60£0.10 pg/mL comparado nuevamente
con el BHT con CAsy de 82.10+0.20 pg/mL. Lo cual nos indica que estos tiene
potencial para atrapar al radial DPPH. Es importante mencionar que estos dos
estudios fueron realizados en dos algas pertenecientes a la division Rhodophyta:
Polysiphonia urceolata y Rhodomela confervoides, lo cual resulta aun mas
interesante, pues el alga con la cual se trabajo en este estudio corresponde a una
alga verde perteneciente a la divisién Chlorophyta. Esto es muy importante pues la
mayoria de los compuestos que poseen actividad antioxidante en las macroalgas
son aislados de algas rojas o pardas (Vidal et al., 2001; Xiao-Juan et al., 2006; Ke
Li et al., 2007; Bin-Gui et al., 2009 y Ke Li et al., 2012) pero no de verdes,
ademas esta reportado que las Chlorophyta tiene poca o nula actividad

antioxidante.

Con respecto a los acidos grasos se sabe que los mas comunes tanto en plantas
superiores como en animales son el acido palmitico, oleico, linoléico y los acidos
estearicos. Cabe mencionar que el acido linoléico se encuentra tanto en algas
como en plantas, y es considerado como nutriente (Harborne y Baxter, 1993). Sin
embargo los acidos grasos que tienen entre 12 y 20 atomos de carbono son
menos comunes en la naturaleza (Bhat et al., 2009). Esto es importante resaltar ya
que los acidos grasos con un mayor porcentaje de abundancia en este estudio,

son aquellos que tiene mas de 12 atomos de carbono.

Frikha y colaboradores (2011) mencionan que es muy comun encontrar en algas
acidos grasos insaturados como el acido tetradecandico, el acido hexadecandico,
el 9 y 10 acido octadecandico y el acido decandico, como se reporta en este
trabajo. Todos estos acidos grasos insaturados provenientes de algas son una

fuente de antioxidantes naturales (Vidal et al., 2006).

Esto nos sugiere que los acidos grasos insaturados obtenidos en las fracciones de
baja polaridad del extracto aceténico de C. barbata también tienen capacidad

antioxidante. Los &cidos grasos insaturados con propiedades antioxidantes
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protegen a las células de la lipoperoxidacién. La peroxidacion lipidica comienza
por la abstraccidon de un atomo de hidrégeno de un carbono alilico o un doble
enlace por un RS lo que provoca un radical centrado en el carbono, después esta
estructura sufre un rearreglo molecular. Posteriormente entra el O, y con esto se
forma el lipoperéxido, ocasionando que sea mas reactivo y vuelva a realizar la
abstraccion de otro atomo de hidrogeno del lipido de la membrana adyacente
(Vollhardt y Schore, 2000; Halliwell y Gutteridge, 2007). Esta reaccion puede
llevarse a cabo varias veces pues los acidos grasos insaturados tienen de una a
cinco dobles ligaduras en su estructura alterando la membrana celular (Bhat et al.,
2009).

Por otro lado las variaciones de &acidos grasos se pueden atribuir tanto a
diferencias genéticas entre las especies como ambientales (localizacion,
temperatura del agua, luz, concentraciones de nitrégeno y otros compuestos en el
agua). De hecho los estudios en organismos marinos sugieren que estos varian
ampliamente en la produccién de metabolitos secundarios (Vidal et al., 2006;
Frikha et al., 2011).

De acuerdo a la actividad antioxidante determinada para ambos extractos
(metandlico y acetonico) de C. barbata, estos tienen buena capacidad antioxidante
segun lo reportado por la FDA (Food and Drug Administration, USA), ya que esta
menciona que se consideran antioxidantes aprobados, aquellos que estén por
debajo de 200 ppm (Gardziella et al., 2000). Es importante resaltar que aunque los
extractos de C. barbata no tienen la misma actividad que antioxidantes
comerciales conocidos, como el BHT (2.0+1 pyg/mL), acido galico (19.0+0.7 pg/mL)
o el acido ascorbico (4.0£0.03 pg/mL) (Bin-Gui et al., 2009); es de considerarse
que estos ultimos son compuestos puros, mientras que el extracto es una mezcla
que puede presentar una gran cantidad de sustancias que no precisamente son

moléculas antioxidantes.
Toxicidad

La toxicidad del extracto metandlico y acetdnico de C. barbata registrada en este

estudio demostré que ambos extractos son muy téxicos con una ClLsg de 30.94 y
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47.82 pg/mL respectivamente. Esta toxicidad puede estar dada también por los

compuestos bromados y la dipropetrina, que ya que discutié anteriormente.

El modelo de A. salina se ha utilizado en diversos campos como un método
practico y econdmico para la determinacién de bioactividad de compuestos
sintéticos y productos naturales. De hecho en la ultima década se ha incorporado
este ensayo porque se requieren pequefias cantidades de muestra (2-20 mg o
menos) lo cual permite la evaluacion rapida de extractos crudos y fracciones.
Ademas, se pueden utilizar facilmente un gran numero de organismos para la
validacion estadistica, otro punto importante es que no se requiere suero animal,
el cual si es necesario para evaluar citotoxicidad de productos naturales (Pino y
Jorge, 2010).

Es importante mencionar que la concentracion letal media obtenida en esta
prueba, nos muestra que son extractos muy toxicos segun la escala propuesta por
Pino y Jorge en el 2010, indicando que es un extracto que posiblemente se pueda
utilizar en ensayos de citotoxicidad, como insecticida o para algunos otros efectos
farmacolégicos. De hecho se han realizado varios estudios de la evaluacion
bioldgica frente a A. salina de diversas plantas para probar el efecto de plaguicidas
potenciales, ya que desde el punto de vista social y econdmico la identificacion de
compuestos activos como candidatos potenciales para el desarrollo de nuevos
productos fitosanitarios brinda nuevas alternativas, eficaces y ambientalmente
seguras para el campo de la agricultura (Pino et al., 2007). Ademas de que
trabajar con A. salina nos garantiza que la CLso no esta influenciada por algunos
otros factores, ya que como el conteo de los sobrevivientes se realiza a las 24
horas, es posible discriminar si la inhibicién del crecimiento se presenta por
alteracién del comportamiento (efecto antialimentario) o por efecto fisiolégico post-

ingestion (Pino y Jorge, 2010).

Con respecto al papel que tienen los acidos grasos en la toxicidad algunos autores
como Manilal et al. 2011, encontraron actividad insecticida de una fraccién
obtenida del extracto de L. brandenni, la cual mostrd ser toxica en larvas de

Sarcophaga sp con una CLsy de 43 mg/g y Sitophilus oryzar con ClLsy de 3.7
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mg/cm. Estos autores le atribuyen esta actividad a los acidos grasos, ya que al
analizar su fraccion en CG-EM, obtuvieron un alto contenido de diversos acidos
grasos como el &cido hexadecanoico, acido dodecandico y el acido

octadecadiendico. Estos acidos grasos fueron encontrados en el presente estudio.

La abundancia del 3-sitosterol en la fraccion 6 obtenida del extracto aceténico de
C. barbata es de esperarse pues este ha sido reportado como el componente
esencial de las membranas celulares en plantas y algas (Seckman e lkan, 1972;
Govindan et al., 2003). Seckman e lka mencionan que el B-sitosterol es uno de los
compuestos principales de macroalgas y este es justamente la transicion que
existe entre los procariontes y las algas superiores. Govindan y colaboradores en
el 2003 aislaron al B-sitosterol de Bryopsis plumosa (Chlorophyta), sin embargo no

presentd actividad antimicrobiana.

El fitol es un compuesto diterpénico que esta en todas las plantas y algas es un
alcohol aciclico presente en forma de éster en la clorofila, pigmento universal de

organismos fotosintéticos (Geissman, 1974).

El aldehido encontrado (10-12-hexadecadienal) de la fraccibn 4 ya ha sido
reportado en diferentes especies del género Ulva, incluso es uno de los principales
constituyentes en sus extractos. Esta alga al igual que la del presente estudio

pertenecen a la divisién Chlorophyta (Kajiwara et al., 1992).

Por ultimo, es importante resaltar que los estudios que se han llevado a cabo en el
SAV en macroalgas son en su mayoria floristicos. También existen algunos que
abordan aspectos ecoldgicos, de evaluacion de recursos y de deteccion de
metales pesados. Este es el primer reporte donde realiza el analisis de
compuestos quimicos en macroalgas del SAV. Es importante mencionar que el
conocimiento de las macroalgas del SAV se encuentra en un nivel descriptivo
debido a que no se tiene un inventario completo de la flora de los arrecifes; solo se
han efectuado colectas en el nivel intermareal superior (Galicia y Morales, 2007),
por lo que es posible que la riqueza de especies que potencialmente pueden

producir metabolitos secundarios es todavia desconocida.
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Con todo esto es claro que trabajos como el realizado son de suma importancia;
ya que contribuyen al conocimiento quimico y de las actividades biologicas de las
especies de macroalgas del SAV un Area Natural Protegida que constituye el
habitat de numerosas especies potencialmente utiles. A partir de las macroalgas

se pueden obtener sustancias novedosas con probables actividades bioldgicas.
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CONCLUSIONES

. 28 especies del SAV se determinaron. ElI 53.5% pertenece al filo
Rhodophyta, 28.5% Chlorophyta y 17.8% a Ochrophyta. Ademas dos
cianobacterias fueron determinadas. Tres especies Laurencia filiformis (C.
Agardh) Montagne, Sebdenia flabellata (J. Agardh) P. G. Parkinson y
Wrangelia bicuspidata Bgrgesen se determinaron como nuevos registros
para el SAV. Un nuevo registro se determind para México:
Compsothamnion thuyoides (Smith) Nageli.

. La algas del filo Rhodophyta presentaron mayor actividad antibacteriana
(50%), seguida de Chlorophyta (43.75%) y Ochrophyta (6.25%). Las algas
del filo Rhodophyta presentaron mayor actividad antifungica en levaduras
con (60%), seguido de Chlorophyta (40%).

. La especie Laurencia obtusa (Rhodophyta) fue la que tuvo mayor actividad
en cepas bacterianas, seguida de C. barbata (Chlorophyta).

. La algas de la division Ochrophyta no tuvieron actividad en ninguna cepa
levaduriforme. Los extractos metandlicos algales no tuvieron efecto sobre

hongos miceliados.

5. C. barbata registré actividad antifungica en todas las cepas levaduriformes.

6. El extracto metandlico de C. barbata (Chlorophyta) present6é terpenos,

fenoles y saponinas.

. La CAsq frente al radical DPPH del extracto metandlico de C. barbata es de
106.78+0.01 ug/mL y presentd una concentraciéon de 28.76 ug eq. acido
galico/mg de extracto. El extracto acetdnico de C. barbata tuvo una CAsp=
226.97+0.01 pg/mL con el radical DPPH vy registr6 una concentracion de

15.81 pg eq. acido galico/mg de extracto

. El extracto metandlico de C. barbata tiene efecto bacteriostatico sobre la

poblacién de S. aureus ATCC 29213 a concentraciones de CBM (1.0
mg/mL).
. El extracto metandlico y aceténico de C. barbata demostraron ser muy

téxicos con una CLsp de 30.94 y 47.82 ug/mL respectivamente en A. salina.
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10.El ensayo cualitativo de DPPH indica que las fracciones de baja polaridad
tienen actividad antioxidante.

11.El ensayo cualitativo antimicrobiano nos muestra que en la fraccién 5y 6
del extracto acetonico de C. barbata son activas sobre la cepa S. aureus
ATCC 29213.

12.Los acidos grasos registrados en fracciones de baja polaridad del extracto
acetonico de C. barbata son los responsables de la actividad antioxidante.
Los compuestos bromados y la dipropetrina tienen actividad antimicrobiana

y participan en la toxicidad del extracto de C. barbata.
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ANEXO |
DASYCLADALES

El orden Dasycladales perteneciente a la divisibn Chlorophyta comprende
miembros calcificados con registros fosiles de casi 10 géneros que datan desde el
Ordovicico. Las formas actuales son todas tropicales o subtropicales. Todas
muestran ramificacion verticilada y producen quistes que contienen nucleos
secundarios haploides a partir de los cuales son liberados los anisogametos. El
ciclo de vida es diploide. La familia Dasycladaceae comprende todos los géneros
vivos que tiene simetria radial un eje principal erecto y uno o muchos verticilos de
ramas laterales. El talo tiene inicialmente un gran nucleo primario, pero a través de
la division nuclear (amitosis) la condicién cenocitica se establece antes de la
reproducciéon. La meiosis puede ocurrir durante o justo después de la division del
nucleo. Koop (1979) sugiere que la meiosis ocurre en el nucleo primario (Dawes,
1986).

Cymopolia barbata J.V.F. Lamouroux 1816

Habito, morfologia vegetativa. Talos con forma de arbustos o matas de poca
altura, formando crecimientos parecidos a matorrales gregarios, psamofiticos o
epiliticos (litofiticos o saxicolas), con fijacion al sustrato mediante rizoides, erectos,
semirigidos, asperos, pétreos, calcificados, al corte transversal teretes, formados
por partes compactos con estructura relativamente compleja, son segmentos
articualdos, apices con mechones de filamentos. Estipites presentes o ausentes,
con constricciones anulares a lo largo. Ramificacion del talo simpodial, de cuarto o
mayor orden, en un plano, dicotdmica. Ramas con diametro uniforme a lo largo del

talo, longitudinalmente con el mismo diametro, en seccién transversal circulares.

Estructura y anatomia. El talo esta formado por un filamento central con
ramificaciones (laterales) en verticilo que a su vez ramifican hasta formar con sus
apices un seudoparénquima cortical (donde se deposita el carbonato de calcio).
Sifones cilindricos, con apices sencillos o lisos ramificando en varios planos,

dicotdmicamente, sin septos celulares en o cerca de las ramificaciones. No tienen
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estructuras vegetativas especializadas. Los miembros de esta especie alcanzan

una altura de 20 cm, aunque son mas tipicos los de menor altura.
Caracteristicas celulares. Pirenoides ausentes

Caracteristicas reproductivas. Gametangios, generalmente pedicelados,

producen gametos (Ledn et al., 2007).

Figura 12. C. barbata. Crecimiento, apices con mechones de filamentos (arriba izquierda)
y facies de los utriculos calcificadas (como panal de abejas, arriba derecha), habito

(abajo) *Tomada de Leon et al., 2007.
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Figura 13. C. barbata. A y B: segmentos con articulaciones, detalles del sifon estructural.

C: crecimiento. *Tomada de Ledn et al., 2007.
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ANEXO Il
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
Prueba de dilucién en caldo o de Kirby-Balier

Fundamento. La mayor parte de los laboratorios utilizan la prueba de
susceptibilidad con discos o antibiograma. En esta prueba se utilizan discos de
celulosa impregnados con concentraciones estandar de un antibidtico. Estos
discos se colocan en placas de agar en las que se ha realizado la inoculacién del
microorganismo objeto de evaluacién. A medida que las bacterias se multiplican
durante la incubacién nocturna, el antibidtico muestra difusion en el agar.
Alrededor de cada disco aparece una banda de inhibicion cuyo tamafo es
proporcional a la susceptibilidad del microorganismo frente al antibiético del que
estd impregnado el disco correspondiente. Mediante la aplicacion de criterios
estandarizados, se equipara el tamafio de la banda de inhibicién con la resistencia

o sensibilidad del microorganismo frente al antibiotico (Struthers y Westran, 2005).

Medio. Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar MH, ya que promueve el
desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos clinicamente
significativos. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme
de 4 mm. Si es mas fino, los antibidticos tienden a difundir mas en direccion lateral
aumentando el tamafo de las zonas de inhibicién; un agar de mas de 4 mm de
espesor produce una mayor difusién del antibiético hacia abajo, con tendencia a

estrechar artificialmente las zonas de inhibicion.

Inéculo. Con ayuda de un asa de siembre estéril se tocan las superficies convexas
de 4 o 5 colonias de microorganismos a ensayar. Se sumerge el asa en 10 mL de
caldo MH, se enjuaga bien el liquido para descargar todo el material y luego se
retira el asa de siembra. Incubar el tubo de cultivo a 37°C durante
aproximadamente 24 h o hasta que la turbidez del medio sea equivalente al
estandar No. 5 de McFarland. Esto equivale a una concentracién de

aproximadamente 1.5x10% UFC/mL.
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Preparacion del estandar. El estandar 0.5 de McFarland se prepara afiadiendo 0.5
mL de cloruro de bario a 99.5 mL de H,SO,40.36N (Hendrickson, 1987, citado por

Avila 1996). La comparacion de turbidez entre el estandar y el caldo con los

organismos en estudio se puede efectuar observandolos contra una cartulina

blanca con lineas negras horizontales, o en su defecto con es espectrofotometro.

Si la suspensidn de organismos es mas turbia que el estandar, se anade solucién
salina al 0.9% hasta igualarlas. Una vez logrado esto, se sumerge un segundo
hisopo de poliéster, estéril y seco en la suspension bacteriana, y antes de
retirarlos se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared
interna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar de
MH. Previamente, se deja que la placa alcance temperatura ambiente, es
aconsejable mantener la tapa entreabierta para permitir la evaporaciéon de
cualquier exceso de humedad de la superficie del agar. Por ultimo se siembra
mediante estria en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en

angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria.

Una vez que ha secado el indculo, la placa de MH esta lista para la aplicacién de

las muestras a las que se les evaluara su actividad antibacteriana.

Aplicacidon de sustancias. Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de diametro hechos

de papel Whatman del No. 5, los cuales seran previamente esterilizados. Una vez

teniéndolos se impregnaran con la cantidad desea de extracto (2 mg / sensidisco).

Para realizar la prueba se susceptibilidad, los sensidiscos impregnados con las
sustancias a evaluar se colocan manualmente sobre la superficie del agar, con
ayuda de una pinza estéril, los sensidiscos deben colocarse por Io menos a 22 mm
uno de otro y a 14 mm del borde de la placa. Estos deben presionarse

suavemente con la punta de la pinza, teniendo cuidado de no moverlos.

Controles negativos. En los bioensayos se utilizaron sensidiscos impregnados con

los diferentes solventes que se utilizaron para disolver los extractos, dejandolos

evaporar durante 12 h.
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Control positivo. La sensibilidad de las cepas experimentales se evalué con

sensidiscos impregnados con 25 ug de cloramfenicol.

Interpretacion de resultados. Las zonas de inhibicion se miden con una regla de
calibracion en milimetros. En todos los casos, la prueba se hace por triplicado y se

reportan los valores promedios en mm.
Concentracién Minima Inhibitoria

Fundamento. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es el parametro
fundamental para determinar la sensibilidad de una bacteria frente a un antibiético.
Se introduce en tubos de ensayo una suspensién diluida de la bacteria, de manera
que cada uno de los tubos contiene una concentracion diferente del antibiético que
se debe evaluar. La concentracion antibidtica maxima utilizada en esta prueba
suele ser de 32 mg/mL. Este rango o una concentracion inferior es relevante
debido a que, a estas concentraciones, los antibidticos suelen ser eficaces en la
sangre, los fluidos y los tejidos corporales, con efecto téxicos generalmente
minimos. Tras la incubacion a lo largo de la noche, se determina la CMI
comprobando el crecimiento de las bacterias en cada uno de los tubos, indicado
por la turbidez en su interior. La CMI es la concentracién menor del antibiético que

inhibe el crecimiento (Struthers y Westran, 2005).

Método de macrodilucion en caldo (Jones et al., 1987, modificado por Avila,
1996).

Preparacién de reactivos y soluciones. La solucién antimicrobiana de trabajo se

prepara diluyendo el extracto en el caldo MH a la mayor concentracién final
deseada. Se colocan 2 mL de solucion de trabajo en el primer tubo de la serie de
diluciones que se va a utilizar, luego se transfiere de ese tubo 1 mL con una
micropipeta a un segundo tubo donde se tenia previamente 1 mL de caldo MH
para que se pudiera llevar a cabo la dilucion, este proceso continua hasta llegar al
ultimo tubo, al cual se le quitara 1 mL que se desechara. Las concentraciones
finales de antimicrobianos en esta prueba son iguales a la mitad de la serie inicial

de dilucion.
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Inoculacién e incubacién de los tubos. Se preparé un indculo que contenga 10° a

10" UFC/mL ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estandar de turbidez.
Incubar los tubos a 35°C durante 24 h.

Interpretacion de los resultados. La menor concentracion de antimicrobiano que

produce una inhibicidn completa del desarrollo visible representa la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI). Una turbidez muy ligera o un pequeio boton de
desarrollo o turbidez definida se considera evidencia de que la droga ha sido

capaz de inhibir por completo el desarrollo a esa concentracion.
Concentracién Minima Bactericida

Fundamento. La determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CBM) se
realiza con los mismos tubos de la prueba de CMI. La observacion de crecimiento
bacteriano en estas placas de agar demuestra que los microorganismos del
in6culo inicial quedaron inhibidos por el antibidtico, pero no fueron destruidos por
éste. Si las bacterias sobreviven en los tubos que tienen una dilucién superior al
doble de la CMI, se considera que las bacterias con “tolerantes” al antibidtico
(Struthers y Westran, 2005).

Método de la determinacién de la Concentracion Bactericida Media (Finegold
y Jo Baron, 1989, en Avila, 1996).

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se
realiza la prueba de actividad bactericida que emplea el mismo sistema de dilucion
en caldo. Cuando la suspension inicial del microorganismo es inoculada en los
tubos de caldo, se toma una alicuota del tubo de control de crecimiento
inmediatamente después de ser sembrado, la cual se inocula en una placa de
agar MH para determinar el numero real de unidades formadoras de colonia del
in6culo. Este numero se obtiene al contar las colonias presentes luego de la
inoculacion de la placa de agar hasta el dia siguiente y por multiplicacion del factor

de dilucion.

Luego de haberse determinado la CMI se siembra una cantidad conocida del

in6culo (usualmente 0.1 mL) tomado de cada uno de los tubos de caldo que no
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presentan turbidez luego de la incubacion, en placas de agar MH. El numero de
colonias que se desarrolla en estos subcultivos luego de incubar durante 18 h se
compara con el numero de UFC/mL del cultivo original. En aquellos tubos que no
presenten turbidez, los microorganismos permaneceran viables o bien, habran
sido destruidos por el agente microbiano. Debido a que incluso las drogas
bactericidas no siempre esterilizan una poblacion bacteriana, la minima
concentracion del agente antibacteriano que permite sobrevivir a menos de 0.1%

del in6culo original, se denomina Concentracidon Bactericida Minima (CBM).
Microtécnica de dilucion en caldo (Koneman, 1996).

La microtécnica de dilucién en caldo sigue el mismo principio que el método de
dilucion en caldo, excepto que la susceptibilidad de los microorganismos a los
antimicrobianos se determinan en placas de ELISA. La micropipeta se prepard

colocando 50 yL de caldo MH con la concentracién deseada del extracto a probar.

Se prepara una suspension bacteriana con un asa de siembre estéril tocando las
superficies convexas de 4 o 5 colonias de los microorganismos a ensayar. Se
sumerge el asa en 10 mL de caldo MH, se enjuaga bien el liquido para descargar
todo el material y luego se retira el asa de siembra. Incubar el tubo de cultivo a
37°C durante aproximadamente 24 h o hasta que la turbidez del medio sea
equivalente al estandar No. 5 de McFarland. Esto equivale a una concentraciéon de
aproximadamente 1.5x108 bacterias/mL, de esta suspension se toman 0.1 mL y
se le adicionan a 99.9 mL de solucién salina al 0.9% obteniéndose asi una
concentracion de 105 bacterias/mL. Cada pozo se inocula con 50 pL de esta

suspension bacteriana.

Una vez inoculada la placa se tapa para evitar la desecacion y se incuba por 24 h
a 37° C, pasado este tiempo se le afiaden 50 pyL de una solucion de cloruro de
tetrazolio (TTC) al 0.08% a cada pozo, se incuba por 30 min a 37° C. En los
pozos donde se desarrolla el organismo el colorante es reducido a formazan que
es de color rojo, produciéndose un botén rojo en el fondo del microtubo. Donde no

hay desarrollo bacteriano la solucién permanece clara.
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ANEXO Ill

Curva letal (Curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento) (Kubo,
1993; citado en Avila, 1996).

Fundamento. Para potenciar las defensas naturales del organismo y eliminar una
infeccion bacteriana, el antibidtico debe estar presente a una concentracion eficaz
y durante el tiempo suficiente. La concentracidon debe ser una o varias veces
superior a la CMI. Sin embargo, la concentracion del antibitico no tiene que ser
tan elevada como para causar toxicidad en el paciente (Struthers y Westran,
2005).

Método.

1. Preparar y rotular por lo menos un tubo con el extracto problema, para
muestreo desde el tiempo cera y después a intervalos de dos horas, hasta
las 8 hrs. A partir de este muestreo, se preparan tubos para realizar lecturas
cada 6 hrs.

2. Preparar y rotular un tubo sin antidoto que sirva como control del desarrollo.
Preparar el indculo con aproximadamente 1x10”® bacterias/mL en un tubo
de ensayo con 10 mL de caldo MH (esta concentracion bacteriana se
obtiene en un periodo de 12 a 18 h de incubacion).

4. Inocular con ayuda de una micropipeta 0.1 mL de la suspension bacteriana
en los tubos que contienen el extracto (el cual estara a una concentracion
igual a la CBM) y sus multiplos medios; esto es, la MIC y la mitad de la MIC.

5. Muestrear cada dos horas durante las 8 primeras horas, ademas de que se
realizan diluciones en solucion salina al 0.8%, para determinar las unidades
formadoras de colonias en cada tubo. Pasadas las 8 horas se muestrea
cada 6hrs. La duracion del experimento es de 24 a 36 h.

6. Para los resultados se grafica el Log del numero de sobrevivientes contra el
tiempo y para determinar el numero de impactos necesarios para que se
produzca la inactivacién, se prolonga la zona lineal de la curva de
supervivencia hasta su interseccion con el eje de las ordenadas (Davis y
Dulbecco, 1996).
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ANEXO IV
Cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas.

1. Para el analisis de las fracciones 2, 3, 5, 6 y 7 obtenidas de la cromatografia
de columna abierta se utilizé un cromatégrafo de gases marca Agilent
Technologies 6850GC acoplado a espectometro de masas (CG-MS) marca
Agilent Technologies modelo 5975C VL MSD. El analisis se realizé utilizando
una columna Agilent 19091s-43E de 30.0 m y diametro de 250 um. Las
condiciones fueron: temperatura del horno 70-290°C a 15°C por minuto,
temperatura de inyector 250°C, gas de acarreo He, a presion de 7.52 psi y
velocidad linear de 35 cm/s, cantidad de muestra empleada: 1.0 uL, energia de

ionizacion.

2. Para la fraccion 4 obtenida de la cromatografia de columna abierta se utilizé
el mismo cromatdgrafo y columna, lo Unico que cambio son las condiciones a
las cuales se analizé la muestra. Estas fueron: temperatura del horno 150-
300°C a 15°C por minuto, temperatura de inyector 280°C, gas de acarreo He, a
presion de 11.81 psi y velocidad linear de 36 cm/s, cantidad de muestra

empleada: 1.0 uL, energia de ionizacién.
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