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RESUMEN

En el presente trabajo se analizaron los caracteres morfoldégicos de las
poblaciones de Sargassum buxifolium (Chauvin) J. M. Wynne en dos localidades
de Veracruz, Playa Mufiecos y Punta Delgada durante dos temporadas diferentes
(secas y lluvias), con base en la revision de caracteres externos (forma y margen
de los filoides, disposicion de criptostomatas y presencia-ausencia de aerocistos).
Ademas con la finalidad de comprobar su efectividad antitumoral del extracto de
Sargassum en las dos localidades y en las dos épocas, se hicieron extracciones
de algunos compuestos (carotenoides) mediante las técnicas de liquido-liquido y
soélido-liquido y su separacion con las técnicas de cromatografia de capa fina y
columna, de cada una de ellas se obtuvieron 20 fracciones las cuales se enviaron
al Laboratorio de Oncologia Celular de la FES Zaragoza para probar su actividad
antitumoral. Las pruebas indicaron que la fraccion 2 de Playa Mufecos (secas) y
la fraccion 3 de Punta Delgada (lluvias) presentaron actividad sobre dos lineas
celulares. Estas fracciones se enviaron al Instituto de Quimica de la UNAM para la
identificacion de los compuestos por medio de una cromatografia de gases-masa.
El resultado fue que se trata de la misma especie, con variaciones morfologicas,
en cuanto a su efectividad antitumoral varia segun la época finalmente los

compuestos obtenidos tienen una aproximacion con los fitoles.
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1. INTRODUCCION

Las algas como las plantas contienen carbohidratos, proteinas, minerales, aceite,
grasas, acidos grasos poliinsaturados, asi como compuestos bioactivos tales
como antioxidantes (polifenoles, tocoferoles [vitamina E], la vitamina C,
aminoacidos-micosporina), y pigmentos, tales como carotenoides (caroteno),
xantofila, clorofilas y ficobilinas (ficocianina, ficoeritrina), que poseen propiedades
antibacterianas, antivirales, antifungicos, antioxidantes, anti-inflamatorias, y las
propiedades antitumorales. Debido a esto los extractos de algas estan ganando
creciente interés debido a su composicion y las posibilidades de las aplicaciones
industriales (Michalak & Chojnacka, 2015).

Las algas pardas contienen los siguientes compuestos: fenoles, fucoidan,
polisacaridos crudos, polisacaridos sulfatados, lipidos, derivados porfirinos,
triterpenos, esteroides, diterpenos, terpenos, lactanos, bioflavonoides, proteinas y
FATS (acido palmitico) los cuales presentan actividad antibacterial, antiviral,
antifungica, antioxidante, antiinflamatoria, y antitumoral (Ermakova et al, 2011;
Michalak & Chojnacka, 2015).

Particularmente el género Sargassum contiene polisacaridos crudos, polisacaridos
sulfatados y fenoles con uso antibacterial, antiviral, antifUngica, antioxidante, y
antitumoral. Sin embargo los estudios en la actividad antitumoral estan en vias de

experimentacion.

Por otra parte la variacion morfolégica del género Sargassum es en el que se
encuentra el mayor numero de especies. Guiry & Guiry (2015) consideran 352 en
todo el mundo, Frecuentemente es dificil distinguir las diferencias entre ellas,
debido al traslape de caracteres usados en las descripciones de las especies,
también puede deberse como resultado de un proceso de hibridacion (Taylor,
1960).

Por lo que en el presente estudio, se revisaran los caracteres morfolégicos de dos

poblaciones de Sargassum, asi como su actividad antitumoral.



2. MARCO TEORICO

2.1. Productos naturales.

Los productos naturales de origen vegetal son recursos renovables de multiples
usos para el hombre. Le proporcionan alimentos para la subsistencia, fibras
textiles para vestirse y material para construir casas, le deleitan por su aroma y
colorido; le curan o intoxican, segun sus propiedades; y regeneran el aire que
respiran. Por su participacion en los ciclos bioldgicos, las plantas son

indispensables para la supervivencia del hombre (Dominguez, 1979).

Todos los pueblos primitivos han adquirido informacion sobre las propiedades
medicinales de un gran numero de plantas propias de su ambiente. Estos
conocimientos, generalmente los han acumulado individuos, sacerdotes,
hechiceros, curanderos, etc. quienes los han transmitido de generacion en
generacion, a determinados aprendices y a sus descendientes, Es necesario
separar las actividades empiricas de la experimentacion sistematica y objetiva
llevada a cabo en ejemplares etnobotanicos. Con esto, se pretende unicamente
diferenciar ambas, pero nunca menospreciar los usos del legado ancestral
basados en la experiencia. Mas bien, se reconoce en primera instancia que las
raices antiguas del empleo medicinal, son el motivo real que impulsa
investigaciones mas profundas que permiten validar objetivamente el uso
terapéutico de los especimenes en cuestién. (Dominguez, 1979 y Villa-Rauno et
al, 2011).

La exploracion sistematica de las plantas medicinales tiene como objetivo esencial
conocer la quimica intrinseca, con la finalidad de obtener nuevas drogas que
después de ser sujetas a pruebas clinicas que demuestren su efectividad, puedan
incorporarse al mercado farmacéutico como medicamentos patentados. Desde
mediados del siglo XX, la quimica vegetal o fitoquimica ha sido una herramienta
muy importante para la obtencidon de extractos herbolarios, usados como
medicamentos. La extraccion de los principios activos por medio de la fitoquimica
se basa en conceptos basicos de la polaridad de las moléculas. De acuerdo a los

mismos, se han desarrollado técnicas analiticas de separaciéon, que facilitan la
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obtencion de perfiles quimicos detallados, o que a su vez permite la identificacion
y el aislamiento de moléculas bioactivas con mayor rapidez y precision. La
informacion obtenida de la investigacion de compuestos de origen vegetal ayuda a
comprender la fisiologia y bioquimica de los organismos que los producen y lograr
su mejor aprovechamiento con fines cientificos y econdmicos (Dominguez, 1979 y
Villa-Rauno et al, 2011).

En este sentido ademas de las plantas, las algas son organismos que también
contienen principios activos con usos muy diversos como son: agricolas,
industriales, terapéuticos, y, principalmente, alimenticios. En el norte de Europa se
recolectan muchas especies para utilizarlas como abonos y para extraer los
productos minerales que contienen. Algunos tipos se utilizan en la confeccion de
colchones, y también en preparados industriales, culinarios, cosméticos o
farmacéuticos, de estos ultimos destacan el uso como antivirales (Wang, 2008).
Las macroalgas proporcionan, ademas alimento, proteccion y zonas de
reproduccion y crianza para una amplia variedad de organismos marinos,
incluyendo algunos de importancia comercial, como el caracol rosado (Quan-
Young, 2004.).

2.2. Importancia de las algas.

Las algas forman un grupo muy diverso de organismos fotosintéticos y la
comunidad algal constituye un elemento primordial del ambiente bentdnico; a
diferencia de las plantas terrestres la morfologia completa se describe como talo e
incluye: fronde, estipite y rizoides (Aguilar-Rosas & Diéguez, 1993; Zertuche-
Gonzalez et al. 1995). Ademas, de que poseen células reproductoras que carecen
de una envoltura especial. Habitan aguas continentales y marinas, desde los
tropicos hasta los polos y realizan mas del 90% de la fotosintesis en el mar. Su
tamafio va desde delicadas unicelulares microscopicas (microalgas) que flotan
libremente en el plancton, hasta, algas macroscopicas (macroalgas, que pueden
llegar a alcanzar una talla de 30 m) generalmente fijas al fondo marino (Aguilar-
Rosas & Diéguez, 1993).


http://www.mgar.net/mar/sal.htm#talasoterapia

Las macroalgas estan comprendidas principalmente en tres divisiones:
Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas rojas) y Ochrophyta (algas pardas)
(Dawes, 1986). Se clasifican de acuerdo a diversos caracteres, tales como la
organizacion de sus células (complejidad estructural), forma de almacenamiento
de sus reservas energeticas, tipos de pigmentos presentes. Todas las algas
poseen clorofila a, mas otros pigmentos que dan un color caracteristico a cada
grupo; se adhieren a varios sustratos por medio de discos basales, estolones,
rizoides 0 masas rizoidales; constituyen junto con las fanerégamas marinas uno de
los productores primarios principales de la materia organica en el mar (Ganesan,
1983; Quan & Ruiz, 2007).

2.3 compuestos con principios activos presentes en las algas.

En las algas pardas existen compuestos (carotenoides, xantofilas, terpenos,
flavonoides, fenoles, etc.) que son quimicamente complejos, por lo que no es
rentable su sintesis quimica, y por lo tanto se siguen extrayendo directamente de
las algas y son de gran importancia para la industria alimentaria, textil, asi como
para la fabricacion de electrodos de soldadura, abrillantadores de zapatos, cremas
dentales, lodos de perforacién y otros productos (Graham & Wilcox, 2000;
Mauseth, 1995; Lee,1999).

Entre los compuestos organicos con principios activos se consideran a los
carotenoides los cuales son pigmentos organicos del grupo de los isoprenoides
que se encuentran de forma natural en plantas y otros organismos fotosintéticos

como algas, algunas clases de hongos y bacterias (Dominguez, 1982).

2.4. Género Sargassum.

Las algas pardas son organismos casi exclusivamente marinos ya que solo se
conocen unas pocas especies de aguas dulces. Son abundantes en costas
rocosas, especialmente en aguas frias agitadas y bien aireadas. Morfolégicamente

son muy variadas (Mauseth, 1995).


http://es.wikipedia.org/wiki/Pigmento
http://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico
http://es.wikipedia.org/wiki/Isoprenoides
http://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Fotos%C3%ADntesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Alga
http://es.wikipedia.org/wiki/Hongo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria

Este grupo de organismos cuenta con aproximadamente 1500 especies
agrupadas en diferentes clases, entre ellas, la clase Phaeophyceae que
comprende 19 ordenes y de éstos el orden Fucales que cuenta con
aproximadamente 521 especies. En él se ubica la Familia Sargassaceae y en ella
el género Sargassum el cual tiene una distribucion alta en las costas de México
(Mauseth, 1995; Graham & Wilcox, 2000).

Imperio Eukaryota
Reino Chromista
Subreino Harosa
Infrareino Heterokonta
Phylum Ochrophyta
Subphylum Phaeista
Infraphylum Marista
Superclase Fucista
Clase Phaeophyceae
Orden Fucales

Familia Sargassaceae

YV V.V V V V V V V V V VY

Género Sargassum

Los Sargassum son talos de color marron claro; cuando estan unidos, los discos
de fijacién con lobulos mas bien masivos, de apariencia arbustiva, los 6rganos
foliares simples o bifurcadas, enteras o serradas; vejigas generalmente presentes
de forma lateral en el tallo; receptaculos axilares o paniculados, generalmente casi
cilindrico, prismatico comprimido con menos frecuencia, o aplanado, bifurcado
(Taylor, 1960).

Con frecuencia es sumamente dificil distinguir a las especies de Sargassum por lo

que es necesario revisar los caracteres descriptivos que son:



Talos espesos y erectos, de color olivo a marrdon oscuro. Ejes principales lisos y
cilindricos. Hojas concurridas, ovales a oblongas, dispuestas radialmente, carente
zona blanca a lo largo de nervadura central; nervadura central oscuro en las hojas
maduras, bases asimétricas, margenes lisos 0 con unos pequefos dientes
afilados. Vejigas de aire esféricas, con pequefas espinas dispersas, generalmente
uno por hoja axial. Disco adhesivo robusto, cryptostomatas escasos, pequefios,
dispersos, un tercio mas cerca del margen de la hoja, siempre y cuando las hojas
adyacentes, conceptaculos en racimos apretados, extremadamente rugosa
(Wynne, 2011, Littler & Littler, 2000 y Taylor, 1960).

Existen un gran numero de publicaciones de grupos de investigacion, quienes han
probado el efecto terapéutico de diversos metabolitos entre los que destacan los
polisacaridos y pigmentos, extraidos de ejemplares de algunas especies del
género Sargassum como S. natans, S. thunbergii, S. palmeri, S. acanacifolium, S.
micracanthum, S. dentifolium, S. polycylum, S. hystrix var. buxifolium, S. palludum,
S. horney y S. coreanum, (Ye et al, 2008; Ermakova et al, 2011; Ko et al, 2011;
Luna, 2012 y Nomura et al, 2013).

2.5 carotenoides.

Los carotenoides son el grupo mas representativo de los tetraterpenos,
compuestos que se caracterizan por una estructura con 40 atomos de carbono,
aunque no todos los carotenoides se ajustan estrictamente a esta regla. Su color,
que varia desde amarillo palido, pasando por anaranjado, hasta rojo oscuro. Son
pigmentos liposolubles que pueden ser aislados por extraccion con un disolvente
adecuado: benceno, éter de petréleo, éter, etanol, cloroformo, etc. La evaporacion
del extracto da un material crudo que, en algunos casos, cristaliza directamente.
Los carotenos se disuelven mejor en éter, éter de petrdleo y benceno, pero poco
en metanol. El metanol y etanol disuelven mejor los carotenoides oxigenados
(Primo, 1995).


http://es.wikipedia.org/wiki/Terpenoide

2.6. Técnicas de extraccion.

La extraccion es una técnica de separacion y purificacion que tiene por objeto
aislar una sustancia de una mezcla solida o liquida en que se encuentra, mediante
el uso de un disolvente. Por extraccion se aislan y purifican numerosos productos
naturales, como vitaminas, alcaloides, grasas, hormonas y pigmentos, asi como
sustancias que intervinieron o se formaron en una sintesis organica. La extraccién
puede ser por el estado fisico de los materiales: sélido-liquido y liquido-liquido. Por
sus caracteristicas la extraccion puede ser: discontinua o continua (Dominguez,
1982).

En la extraccidn sdlido-liquido, la sustancia que se extrae esta contenida en un
material sélido, junto con otros compuestos, los que deberan ser practicamente
insolubles en el disolvente utilizado. Un aparato muy util para la técnica anterior es
el Soxhlet, que es una técnica de extraccion continua (solido-liquido), en la cual se
presenta el solido en un cartucho de papel filtro colocado en el extracto, los
vapores del disolvente se elevan por el tubo de la derecha y el disolvente
condensado gotea sobre el sdlido y filtra el material soluble y la lleva al matraz

donde se acumula (Dominguez, 1982).

En la extraccién liquido-liquido, el compuesto se encuentra disuelto en un
disolvente (A) y para extraerlo se emplea un disolvente (B) inmiscible en A. En la
extraccion discontinua las fases (A) y (B) se agitan para incrementar el contacto
entre ambas fases, con lo que el compuesto se distribuye entre ambas capas, de

acuerdo con sus solubilidades en los dos liquidos.

2.7. Técnicas de separacion.

Tanto los extractos de productos naturales, como los crudos de las reacciones
organicas, suelen ser mezclas multicomponentes, a menudo muy complejas. Este
hecho constituyé un serio impedimento para el estudio de unos y de los otros,
hasta la implementacién de los modernos métodos separativos. Entre éstos, uno
de los que mayor relevancia ha alcanzado, es la cromatografia de adsorcion en

columna (Dalmases & Bonet 1982).



La cromatografia es la separacion de una mezcla de dos o mas compuestos por
distribucion diferencial entre dos fases, una estacionaria y otra movil. Hay varios
tipos de cromatografia, segun la naturaleza de las dos fases involucradas y los
compuestos son retenidos en la fase estacionaria por adsorcion o particién. Segun
la naturaleza de las dos fases, las cromatografias pueden ser: sélido-liquido
(cromatografias en columna, en capa delgada y en papel), liquido-liquido y gas-

liquido (en fase de vapor) (Dominguez, 1982).

Las separaciones en capa fina caracteristicas se realizan en placas de vidrio
revestidas con una capa delgada y adherente de particulas firmemente divididas;
esta capa constituye la fase estacionaria. Las particulas son semejantes a las de

la cromatografia por adsorcion (Skoog, 2008).

La cromatografia en columna es el método mas utilizado para la separacion de
compuestos organico a escala preparativa. La fase estacionaria se deposita en el
interior de una columna de vidrio que termina con una placa porosa que impide su
paso y en un estrechamiento con una llave. La mezcla se deposita sobre la parte
superior de la fase estacionaria mientras que la fase mévil atraviesa el sistema.
Los compuestos van saliendo por separado de la columna y se recogen en

fracciones. (Skoog, 2008).

2.8. Cromatografia de gases-masas.

La espectrometria de masas es una técnica para medir la masa vy, por lo tanto, la
masa molecular de una molécula. Ademas, con frecuencia es posible obtener
informacion estructural acerca de las moléculas al medir las masas de los
fragmentos producidos cuando se rompen las moléculas. Tiene tres partes
basicas: una fuente de ionizacion en la que se le da una carga eléctrica a las
moléculas, un analizador de masas en el que se separan los iones por su relacion
de masa a carga (m/z) y un detector del que se registran los iones separados
(McMurry, 2012).



3. JUSTIFICACION

Los compuestos activos de origen vegetal, se extraen principalmente de plantas
vasculares, debido a su conocimiento terapéutico desde la época antigua. En las
algas también existen compuestos con actividad biologica, sin embargo los
estudios en el género Sargassum son escasos. Es por ello que se requiere de mas
investigacion sobre aquellas especies de algas que contienen este tipo de
compuestos, y por lo tanto representa una posibilidad del uso de un recurso

natural presente en las costas de nuestro pais.

4. HIPOTESIS

Si las dos poblaciones de Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne de Playa
Mufnecos y Punta Delgada taxondmicamente es la misma especie, a pesar de la
variacion morfolégica que pudiera presentarse en dos temporadas (secas y
lluvias), se esperaria que tenga la misma actividad biolégica sobre cultivos de

lineas celulares de carcinoma de cérvix (CALO e INBL)

5. OBJETIVO GENERAL

% Corroborar la identidad taxondmica de dos poblaciones de Sargassum sp.
de dos localidades y temporadas diferentes (lluvias y secas) y comparar el

efecto anti-tumoral de su extracto.

5.1 objetivos particulares.

% Analizar los caracteres morfolégicos de dos poblaciones de Sargassum sp.
para su determinacién taxonémica.

+» Estandarizar un método de extraccion de los carotenoides de Sargassum sp.

% Realizar métodos de separacién del extracto de Sargassum sp., mediante
la cromatografia en capa fina y columna.

% Contrastar los resultados del Laboratorio de Oncologia Celular sobre la
efectividad de los extractos de Sargassum sp.

% Analizar los resultados de la cromatografia de gases-masas de la fraccion

con mayor efectividad.



6. MATERIAL Y METODO

6.1 area de estudio.

Los ejemplares de Sargassum fueron recolectados en dos localidades (Playa
Munecos y El Morro) del Estado de Veracruz, esta entidad limita al norte con
Tamaulipas, al este con el Golfo de México y Tabasco, al sureste con Chiapas, al
sur con Oaxaca y al oeste con Puebla, Hidalgo y San Luis Potosi. Las dos
localidades del presente estado se ubican en la porcion central del estado con las
siguientes coordenadas: N19° 44’ 38.0", W 96° 24’ 25.5” y N 19° 51’ 34.9", W 96°
27’ 34.2 respectivamente (Figura 1).

» Punta Delgada

Es una playa donde predomina la zona rocosa con presencia de construccion
humana (FARO) donde el oleaje es fuerte y persistente, la zona arenosa es muy

pequena.
» Playa Muiecos

Es una playa mixta donde la zona arenosa es extensa y se localiza en el centro de
la localidad, a los costados hay presencia de zonas rocosas y acantilados, el

oleaje es fuerte y persistente.

6.2. Trabajo en campo.

Se realizaron dos salidas de campo, una durante las temporadas de lluvias
(agosto, 2012) y otra en secas (marzo, 2013) a playa Mufecos y Punta Delgada,
donde se recolectaron los ejemplares con la mano y con una espatula para

desprenderlos del sustrato, se registraron los siguientes datos:

% pH con un peachimetro

% Salinidad con un refractometro ATAGO S/Mill-E de 0 — 100%

% Temperatura ambiente tomada con un termémetro de inmersién de -20° a 110° C
% Temperatura del agua tomada con un termémetro de inmersién de -20° a 110° C

«+» Coordenadas con GPS
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Los ejemplares recolectados se seleccionaron, unos de estos especimenes se
preservaron en alcohol al 70%, mientras que otros fueron prensados en fresco

utilizando una prensa botanica (Lot & Chiang, 1986).

6.3 trabajo en el herbario.

Los ejemplares recolectados en campo, se revisaron para observar los siguientes
caracteres: habito, forma del disco de fijacion, margen de los filoides, presencia o
ausencia de los crisptostomatas. En laboratorio, con una navaja de afeitar se tomo
una muestra de los filoides de cada uno de los ejemplares el cual fue colocado
sobre un portaobjetos, posteriormente se vertid unas gotas de agua sobre el corte
y se le coloco un cubreobjetos para observarlos al microscopio 6ptico de campo
claro. Para la determinaciéon taxondmica se utilizé una clave taxondmica y

literatura especializada.

Figura 1. Mapa de las localidades estudiadas.
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6.4. Obtencion del extracto.

6.4.1. Extraccioén liquido — liquido.

Los ejemplares preservados en alcohol al 70% se maceraron con etanol, se dejo
concentrar el macerado durante tres dias, en un frasco ambar con tapa para su

concentracion.

Se decanto el concentrado quedando solo el liquido, la separacion liquido-liquido
se hizo con éter de petroleo en la solucién de etanol al 70% y se juntdé con el

concentrado que se obtuvo del decantado.

Se agrego sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) como agente desecante,

posteriormente se filtré con ayuda de un embudo de tallo corto y algodén.

Se evaporo el solvente de la solucion para concentrar el extracto, en un frasco

ambar y se tap6 (Pasto & Johnson, 1981; Pasto et al 1992).

6.4.2. Extraccién sélido — liquido.

Del material recolectado en campo y deshidratado se pesaron 10 g de Sargassum
en balanza analitica. Se coloc6é en un mortero con pistilo de porcelana y se
macero con éter de petroleo posteriormente se dejé concentrar durante tres dias,
en un frasco ambar con tapa. Después del tiempo requerido se filtré con ayuda de
un embudo de tallo corto y papel filtro del numero 4, se dejo volatilizar el solvente

para concentrar el extracto.

6.5 cromatografia de capa fina.

6.5.1. Preparacion y punteo de placas.

En un frasco de 100 mL con boca ancha se preparé la papilla con 40 g de silica
gel para capa fina y 100 mL de acetato de etilo, mezclando con un agitador de
vidrio hasta obtener una mezcla homogénea. Se limpiaron portaobjetos de 26 x 76
mm con un algodén impregnado de acetona y dejaron secar. Se tomaron dos
portaobjetos y alinearon paralelamente, introduciéndolos en la papilla por tres
segundos, al sacar de la papilla se retir6 el remanente de las orillas de los
portaobjetos con una espatula pequefia y se separaron los portaobjetos, de esta
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manera solo quedo una cara del portaobjetos cubierto con silica. Se colocaron las
placas (los portaobjetos con la silica) sobre una superficie de papel aluminio para
observar que las placas se encuentren de forma homogénea, es decir, que no
tenga grumos o escurrida, y se dejaron secar. También se utilizaron placas

prefabricadas.

Ya secas, se activaron las placas colocandolas en una parrilla de calentamiento a
100° C, por aproximadamente 10 min y se dejaron enfriar. Con un encendedor se
calent6 la parte central de un capilar hasta que se ablande y se estirdé provocando
un estrechamiento. Este se sumergié en los dos extractos del alga (liquido-liquido

y Solido-liquido) y dejar que suba por efecto de capilaridad.

Al estar frias las placas se midié un centimetro a lo largo a partir de donde la silica
esta mas proxima a la orilla sin deshacerla, se punte6 dos o tres veces de forma
rapida con el capilar que contiene los extractos procurando que estuvieran a la
misma distancia entre los puntos y la orilla de la placa, para evitar que se mezclen

al momento de hacer correr el disolvente (Dalmases & Bonet, 1982).

6.5.2. Preparacion de camara de elucion.

Con una pipeta de 5 mL se agregé 5 mL de disolvente en frascos de 200 mL
grandes de boca ancha y transparentes donde quepan las placas y puedan cerrar
bien (un disolvente por camara de elucion) en orden de polaridad (éter de petrdleo,
hexano, tolueno, cloroformo, cloruro de metileno, acetato de etilo, acetona, etanol
y metanol) posteriormente se cortd papel filtro del numero 4 de 5 x 10 cm para
cada camara y se colocaron sobre la superficie interna del frasco permitiendo una

abertura para ver al interior (Dalmases & Bonet, 1982).

6.5.3. Separacién de los compuestos y revelado.

En el interior de las camaras se coloco la placa previamente punteada para que el
disolvente suba poco a poco de forma homogénea por la misma hasta que falte
aproximadamente un centimetro para cubrir toda la silice, en ese momento se
saco la placa de la cdmara y se dejoé que se evapore el disolvente. Este paso se

repitié para todas las camaras de elucién (Dalmases & Bonet, 1982).
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NOTA: El frasco siempre debe de permanecer cerrado desde que se le agrego el
disolvente para evitar que este se evapore, solo se abrird para meter y sacar el

papel filtro y la placa de silica.

Una vez seca la placa se observo en cuantos compuestos se separo el extracto en
los diferentes disolventes y se eligié el que tenga mejor separacion, al no tener
una apreciacion a simple vista, se us6é una lampara UV y una camara de
revelacion que consiste en un frasco color ambar de boca ancha con yodo
sublimado en su interior, se dejo la placa dentro de la camara unos 3 minutos

posteriormente se retiré y observaron los compuestos separados.

Con lo anterior, se hizo una mezcla de (acetato de etilo y cloroformo) en diferentes
proporciones [(9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (5:5), (4:6), (3:7), (2:8), (1:9)]. Para cada una
de ellas se utilizaron dos pipetas de 5 mL (una por cada disolvente) se agregaron
las proporciones en nuevas camaras de elucion moviendo el frasco en circulos
para mezclar los disolventes y se introdujo la placa previamente punteada para
que la mezcla suba poco a poco hasta llegar aproximadamente un centimetro para
cubrir toda la silice, en ese momento se sacé la placa de la camara y se dejo que

se evapore la mezcla.

Una vez secas las placas, se revelaron usando la lampara UV y la camara de
revelacion. Una vez observadas todas las placas se eligié la mezcla de acetato de
etilo y cloroformo en una proporcion (3:7) para usar en la cromatografia de

columna.

6.6. Cromatografia en columna.

En un soporte universal se sujetd con unas pinzas dobles una bureta de 50 mL a
la cual se agregd un poco de hexano e introdujo un pedazo de algoddn en la parte
inferior de la bureta, por otro lado se suspendié en un matraz bola de 100 mL silica
gel para columna con hexano y ésta se vertié a la bureta sin dejar de agitar, se
deja que se asiente la silice dentro de la bureta y en el caso de que se llene retirar
el exceso de hexano, se debe tener en cuenta que la columna no se fragmente,

una vez asentada la silice se agregd cloruro de sodio (NaCl) hasta cubrir un
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centimetro de la bureta. El hexano que contiene la bureta debe de estar por arriba
de la columna formada por la silice y el NaCl por lo que nunca se debe dejar sin

disolvente.

Se preparé 150 mL de la mezcla de los dos disolventes con la proporciéon
seleccionada (3:7). Cabe aclarar que se prepararon dos columnas una para cada

extracto (solido — liquido y liquido — liquido)

Los extractos se dejaron concentrar por medio de la evaporacion del disolvente
(éter de petroleo) hasta 1 mL, el cual se introdujo en la bureta con una pipeta y se

distribuy6 en diferentes puntos de forma homogénea sobre la columna.

Con una pipeta de 5 mL se afadio la mezcla de los disolventes sobre las paredes
de la bureta para permitir que el extracto baje poco a poco hasta llegar a la parte
inferior de la sal sin dafar la columna, una vez que llego a este punto se llend la
bureta. Se abrié la bureta solo un poco, permitiendo que tenga un goteo lento pero
constante, de esta manera el extracto bajo poco a poco por la columna (hay que
estar revisando que el nivel de la mezcla del disolventes no llegue a la silice por lo

que hay que estar agregando constantemente mas mezcla de disolventes).

En tubos Eppendorf de 1.5 mL se recolectaron fracciones de 1 mL con un total de

20 para cada columna.

6.7. Actividad bioldgica.

Ya una vez obtenidos los eluatos se enviaron al Laboratorio de Oncologia Celular

en la UMIEZ de la FES Zaragoza para comprobar la actividad biolégica.

6.8. Seleccion de la fraccion.

Posteriormente se llevaron al Instituto de Quimica para una cromatografia de

gases masa en un JOEL GCmate.
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7. RESULTADOS

7.1. Analisis morfolégico.

Se revisaron un total de 200 ejemplares de Playa Mufiecos y de Punta Delgada,
Veracruz recolectados en dos temporadas diferentes. Con base en la revision
bibliografica, se consideraron 13 caracteres (Tabla 1), de estos los que ayudaron a
la determinacion taxonomica fueron: Ausencia de los aerocistos, morfologia de los
filoides y distribucién de los criptostomatas (Laminas 1, 2, 3 y 4). Con la
determinacion taxondmica de los ejemplares se les asigno el nombre de
Sargassum hystrix var. buxifolium Chauvin (Litter & Litter, 2000 y Taylor, 1960), la
distribucion de esta especie abarca desde Florida hasta Brasil. En México tiene
presencia en las costas de Veracruz, Yucatan y Quintana Roo (Dreckmann, 1998;
Litter & Litter, 2000 y Taylor, 1960). Actualmente esta especies es considerada
como sinénimo de Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne (Wynne, 2011;
Guiry & Guiry, 2015).

El género Sargassum es uno de los grupos mas dificiles de estudiar debido a su
variacion morfolégica principalmente en las diferentes etapas de desarrollo, asi
como por las condiciones ambientales en las que se pueda encontrar,
considerando también su alta hibridacion (Nuhez-Lopez & Casas-Valdéz, 1996;

Rocha-Ramirez & Siqueiros-Beltrones, 1990 y Taylor, 1960).

Nufez-Lopez y Casas-Valdéz (1996) en su estudio fenoldégico de Sargassum
sinicola, S. herporhizum y S. lapazeanum consideraron la presencia o ausencia de
filoides, aerocistos y estructuras reproductoras, sin embargo hay que mencionar
que estas ultimas no son necesarias para la determinacion, por otra parte Lu y
Tseng (2004) describieron cuatro especies de Sargassum basandose en el disco

de fijacién, aerocistos y filoides.

Mattio, et al. (2008) identificaron tres especies de Sargassum en la Polinesia
Francesa con caracteres morfolégicos y moleculares, para su analisis tomaron en
cuenta: el disco adhesivo, eje principal, filoides y aerocistos. En el analisis
molecular utilizaron la region ITS2 nuclear y porciones de la region rbcLS del
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cloroplasto. Posteriormente Mattio y Payri (2009) identificaron 10 especies de

Sargassum, una variedad y una especie sin identificicar en Nueva Caledonia.

El analisis morfologico del presente estudio se contrastd con el analisis molecular
realizado por Hernandez (2015) quien considerd cuatro morfotipos de Sargassum
distribuidos en Playa Mufiecos y Punta Delgada. Para el estudio molecular utilizd
dos marcadores (rbcLS y cox3), el resultado fue que estos cuatro morfotipos son

la misma especie.

Tabla 1. Caracteres morfolégicos analizados en los ejemplares recolectados.

Playa Mufiecos Punta Delgada
Caracteres Secas Lluvias Secas Lluvias
Disco de Fijacion Asimétrico y robusto
Aerocistos Ausentes
Color Vefde Marrén Verde Oliva Marrén
Oliva
Eje principal Erecto, liso y Cilindrico
Talla (promedio) 6.06 cm 4.72 cm 6.75 cm 7.4 cm
Filoide
Parcialmente | Parcialmente
Margen Dentado Dentado Dentado Dentado
Forma Oblongo
Largo (promedio) 1.58 cm 1.41 cm 1.52 cm 1.27 cm
Ancho (promedio 0.37cm 0.41cm 0.42 cm 0.36 cm
Nervadura Central Visiblemente marcada
Criptostomatas
Ubicacién Dispersos
Diametro (promedio) 95 um 92.93 um 84.29 um 63.02 um
Longitud (promedio) 114.92 um 98.04 um 103.43 um 111.76 um

~17 ~




Lamina 1. Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne, Playa Muiecos, temporada de
lluvias. A)Ejemplar deshidratado utilizado en el analisis quimico; B)Ejemplar rehidratado;
C)Margen del Filoide; D)Variacion morfologica de los filoides en la poblacion;
E)Criptostomatas en 10X; F)Criptostomatas en 40X (fi= filoides; df= disco de fijacion; ej= eje
del talo; ma= margen; cr= criptostomatas; nc= nervadura central; ba= base asimétrica; af=
ancho del filoide; If= largo del filoide; dc=diametro del criptostomata y lc= longitud del
criptostomata).

~18 ~



Lamina 2. Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne, Playa Muiecos, temporada de
secas. A)Ejemplar deshidratado utilizado en el analisis quimico; B)Ejemplar rehidratado;
C)Margen del Filoide; D)Variacion morfologica de los filoides en la poblacion;
E)Criptostomatas en 10X; F)Criptostomatas en 40X (fi= filoides; df= disco de fijacion; ej= eje
del talo; ma= margen; cr= criptostomatas; nc= nervadura central; ba= base asimétrica; af=
ancho del filoide; If= largo del filoide; dc=diametro del criptostomata y Ic= longitud del
criptostomata).
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Lamina 3. Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne, Punta Delgada, temporada de
lluvias. A)Ejemplar deshidratado utilizado en el analisis quimico; B)Ejemplar rehidratado;
C)Margen del Filoide; D)Variacion morfologica de los filoides en la poblacion;
E)Criptostomatas en 10X; F)Criptostomatas en 40X (fi= filoides; df= disco de fijacion; ej= eje
del talo; ma= margen; cr= criptostomatas; nc= nervadura central; ba= base asimétrica; af=
ancho del filoide; If= largo del filoide; dc=diametro del criptostomata y Ic= longitud del

criptostomata).
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Lamina 4. Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne, Punta Delgada, temporada de
secas. A)Ejemplar deshidratado utilizado en el analisis quimico; B)Ejemplar rehidratado;
C)Margen del Filoide; D)Variacion morfologica de los filoides en la poblacion;
E)Criptostomatas en 10X; F)Criptostomatas en 40X (fi= filoides; df= disco de fijacién; ej= eje
del talo; ma= margen; cr= criptostomatas; nc= nervadura central; ba= base asimétrica; af=
ancho del filoide; If= largo del filoide; dc=diametro del criptostomata y Ic= longitud del
criptostomata).
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7.2. Estandarizaciéon de la técnica de extraccion y analisis de la

actividad biolégica.

Una vez revisados y determinados taxonomicamente los ejemplares, se
seleccionaron para las diferentes pruebas de extraccidon de carotenoides

presentes en el género Sargassum.

La primera extraccion fue liquido-liquido, se realizd con los ejemplares
preservados en etanol al 70%, del que se obtuvo un producto de color marrén, el
cual se puso a prueba en un cultivo de células (CALO e INBL) sin presentar

actividad anti-tumoral.

La segunda extraccién fue solido-liquido, con ejemplares deshidratados y se utilizd
éter de petréleo, el producto fue de color verde, mismo que se puso a prueba y

mostré un efecto anti-tumoral.

Jaime y colaboradores (2005) realizaron extractos con etanol para poder separar y
caracterizar compuestos (carotenoides y fenoles) del alga Spirulina plantesis,
mientras que Herrero y colaboradores (2006) obtuvieron extracciones de
Dunaliella salina con fines antioxidantes utilizando hexano y etanol, el primero
resulto con mejor actividad, por otro lado Plaza y su equipo (2010) hicieron la
deteccion de diferentes acidos grasos con actividad antimicrobiana y antioxidante
de las algas Himanthalia elongata y Synechocystis sp. utilizando extractos a base
de hexano, etanol y agua de los cuales los extractos con mejores resultados
fueron los realizados con etanol. Bhagavathy y colaboradores (2011) extrajeron
carotenoides con acetona, benceno, cloroformo, éter dietilico, acetato de etilo,
hexano y metanol de la Chlorophyta Chlorococcum humicola para actividad
antimicrobiana teniendo con mejor resultado aquellos extractos realizados con
hexano. Sin embargo, hay que mencionar que entre estos trabajos no hay
referencias sobre el uso de hexano para las extracciones del género Sargassum,
ademas al ser un disolvente considerado cancerigeno se sustituyd por el éter de

petréleo el cual esta basado en hexano y es menos riesgo para la salud.
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A partir de este segundo extracto se hicieron pruebas con mezclas de diferentes
disolventes para la separacion de compuestos mediante cromatografia en capa
fina y columna. La mejor separacion fue con una mezcla de acetato de etilo y

cloroformo (3:7).

Se realizaron cuatro cromatografias de columna con los extractos de los
ejemplares de las dos localidades Playa Mufiecos y Punta Delgada de ambas
temporadas (secas y lluvias), de cada columna se obtuvieron 20 fracciones,
mismas que se enviaron al Laboratorio de Oncologia Celular de la FES Zaragoza
donde de pusieron a prueba para su actividad citostatica en las lineas celulares de
CALO e INBL en cancer de cérvix. Cabe destacar que la fraccion 2 de Playa
Mufecos (secas) y la fraccion 3 de Punta Delgada (lluvias) presentaron efecto

sobre ambas lineas celulares de carcinoma Tabla 2.

Tabla 2 Actividad presente en las fracciones del extracto de Sargassum. PM = Playa
Muiecos PD = Punta Delgada’ =CALO =INBL =Ambas lineas

Fraccién PM / secas PM / lluvias PD / Secas PD / lluvias
1 INBL
2 CALO, INBL
3 INBL CALO CALO, INBL
4 CALO INBL
5
6 INBL
7 INBL
8
9 CALO
10 CALO
11
12 INBL
13 CALO INBL INBL
14 CALO INBL CALO CALO
15 INBL CALO CALO CALO
16 CALO CALO CALO INBL
17 CALO INBL CALO
18 INBL INBL
19 INBL INBL
20 INBL INBL
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De esta manera se confirma la actividad de los extractos de Sargassum buxifolium
de Playa Murecos en la temporada de secas de Luna (2012) donde se presento la
disminucién en la proliferacion celular en CALO alas 24 h. yde INBL alas 48 h., a
su vez indicé que induce la proliferacion de la actividad inmunorreguladora sobre
linfocitos de Sangre periférica (LSPH). Por otra parte, Santiago (2014) reporté que
la fraccion dos del extracto de Sargassum buxifolium regula positivamente la
expresion del ARNm para citocromo C en la linea celular CALO mientras que para
INBL regula negativamente la expresion de ARNm para citocromo C a las 48 h,
mientras que a las 72 h de cultivo la expresién del mensaje aumenta. En los
estudios realizados con la misma fraccion por Guzman (2015) dio a conocer que
regula positivamente la expresion del ARNm de la proteina proapoptotica

Smac/Diablo en ambas lineas celulares de cancer de cérvix.

~ 24 ~



7.3. Analisis quimico.

Al comprobar una actividad biologica sobre las dos lineas celulares (CALO e INBL)
con las fracciones dos de Playa Mufecos (secas) y tres de Punta Delgada
(lluvias), éstas se enviaron al Instituto de Quimica de la UNAM para un analisis de
cromatografia de gases — masas donde se obtuvieron cuatro compuestos para la
fraccién dos y seis compuestos para la fraccién tres (Anexos 1 y 2). Para fines
practicos a cada compuesto (pico) se le asigno una letra (A, B, C, D, E, y F)

tomando en consideracion el tiempo de retencién (Tabla 3).

Tabla 3. Identificacion de los compuestos mediante el tiempo de retencién.

Tiempo de Fraccion en la que
. Compuesto
retencion se presenta
Fraccion 2
20.52 min A
Fraccion 3
Fraccion 2
20.61 min B
Fraccion 3
20.73 min C Fraccion 3
Fraccion 2
20.84 min D
Fraccion 3
Fraccion 2
21.08 min E
Fraccion 3
31.18 min F Fraccion 3
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Por otra parte, se obtuvo un porcentaje de similitud entre los compuestos que
coinciden en ambas fracciones (Tabla 4). Tomando en cuenta cuatro aspectos de
las graficas descritos por McMurry (2012): el numero idnico, el pico base, los picos

principales y el porcentaje de concentracion de estos ultimos.

Tabla 4. Comparacion de los compuestos entre fracciones.

Tiempo de retencion | compuesto | Porcentaje de similitud
20.52 min A 75 %
20.61 min B 35 %
20.84 min D 45 %
21.08 min E 75 %

El porcentaje de los compuestos (B y D) son bajos (35 y 45 respectivamente), al
mostrar al mostrar una diferencia en el pico base y en el numero i6nico (anexos 5,
6, 8 y 9), mientras que (A y E) tienen mayor similitud (75 %) al tener diferencia solo

en el numero iénico (anexos 3,4, 10y 11).

Los compuestos de ambas fracciones fueron contrastados con los mas de 592,000
compuestos contenidos en el registro de datos espectrales de masas del Instituto
de Quimica para identificarlos, los nombres de los compuestos dados por el
registro de datos espectrales se acercan al fitol (3,7,11,15-Tetramethyl-2-
hexadecen-1-ol) y algunos derivados (2-Hexadecene, 3,7,11,15,-tetramethyl-,[R-
[R*,R*-€]]-; Phenol, 2,4,6-tris(1,1-dimethylethyl)- y 4H-1-Benzopyran-4-one-, 3,5,7-
trinydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-) Tabla 5.

Estos compuestos no tienen referencia de actividad anticancerigena, sin embargo,
Upadhyay y colaboradores (2014) estudiaron los fitoles con fines antibacterianos
obteniendo como resultado que el fitol por si solo no presenta actividad pero al
encontrarse en conjunto con sus derivados presentan una actividad considerable

sobre las bacterias.
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Tabla 5. Nombre de los compuestos dados por la cromatografia gases — masa.

Tiempo Fraccion
P Nombre del en la que % de
de Compuesto L Anexos
., compuesto se similitud
retencion
presenta
371115 | Fraccién 2 | 30.28 % | 3y 13
. Tetramethyl-2-
20.52 min A hexad 1
éxa slce”' " | Fraccion 3 | 3028 % | 4y 13
2- . o
Hexadecene, Fraccion 2 | 27.69 % | Sy 14
20.61 min B 3,7,11,15,-
tetramethyl- Fraccion 3 | 59.89 % | 6y 14
[R-[R*,R*-€]]-
Phenol, 2,4,6-
20.73 min C tris(1,1- Fraccion 3 | 33.32% | 7y 15
dimethylethyl)-
3,7,11,15- : . 0
. Tetramethyl-2- Fraccion 2 | 21.77 % | 8y 13
20.84 min D hexadecen-1-
ol Fraccion 3 | 54.87 % | 9y 13
3,7,11,15- s 0
. Tetramethyl-2- Fraccion 2 | 60.54 % | 10y 13
21.08 min E hexadecen-1-
ol Fraccion 3 | 60.54 % | 11y 13
4H-1-
Benzopyran-4-
one-, 3,5,7-
31.18 min F trinydroxy-2-(4- | Fraccién 3 | 19.28 % | 13y 14
hydroxy-3-
methoxyphenyl

Como se puede apreciar, los porcentajes de similitud (Tabla 5) entre los
compuestos de las fracciones del extracto de Sargassum y el registro de datos
espectrales fue menos del 60% excepto el compuesto E. Por lo que quiza los
compuestos obtenidos en este trabajo no estdan en el registro de datos

espectrales.
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8. CONCLUSIONES

Desde el punto de vista morfoldgico, los ejemplares de Sargassum
colectados en las dos localidades, presentaron pequefias diferencias en el
margen de los filoides, forma de los filoides, tamafio de los criptostomatas,
aunque en la época de secas los criptostomatas son de menor tamafo a
diferencia con los ejemplares de la época de lluvias, estas diferencias no
son significativas como para considerarlos diferentes especies.

En lo referente a los métodos de extraccién, el sélido-liquido, fue el que
proporcioné fracciones con actividad antitumoral sobre células de las lineas
de carcinoma de cérvix (CALO e INBL).

Los resultados obtenidos por el Laboratorio de Oncologia Celular indicé que
Playa Muiecos en época de secas presentd la misma actividad que Punta
Delgada en lluvias.

Los resultados preliminares del analisis quimico mediante cromatografia de
gases- masa, muestra que la fraccidon 2 de Playa Mufiecos (secas) posee
cuatro compuestos. Mientras que la fraccion 3 de Punta Delgada (lluvias),

seis.
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9. CONSIDERACIONES FINALES.

Continuar con la purificacion de los compuestos identificados en este
trabajo para su caracterizacion.

Contunuar los estudios de la actividad biolégica del extracto de
Sargassum buxifoliun (Chauvin) J. M. Wynne sobre las fracciones de
Playa Munecos y Punta Delgada que presenta actividad sobre las

células de una sola linea de cancer de cérvix.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Grafica general de la fraccion 2 de Playa Muiiecos secas

~ 35 ~



Anexo 2. Grafica general de la fraccion 3 de Punta Delgada lluvias
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Anexo 3. Compuesto A, fraccion 2

~ 37 ~



Anexo 4. Compuesto A, fraccion 3
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Anexo 5. Compuesto B, fraccion 2
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Anexo 6. Compuesto B, fraccion 3
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Anexo 7. Compuesto C, fraccion 3
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Anexo 8. Compuesto D, fraccion 2
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Anexo 9. Compuesto D, fracciéon 3
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Anexo 10. Compuesto E, fraccion 2
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Anexo 11. Compuesto E, fraccion 3
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Anexo 12. Compuesto F, fraccion 3
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Anexo 13. 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol
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Anexo 14. 2-Hexadecene,3,7,11,15-tetramethyl-,[R-[R*.R*-(E)]]-
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Anexo 15. Phenol, 2,4,6-tris(1,1-dimethylethyl)-
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Anexo 16. 4H-1-Benzopyran-4-one,3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-
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