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RESUMEN

En los dltimos afos, los productos naturales de origen marino y sus derivados han
atraido la atencién de la comunidad cientifica como fuente natural y novedosa de
compuestos con potencial uso biotecnologico. En este sentido, las macroalgas
resultan un interesante objeto de estudio debido a la riqueza algal con la que
cuenta las costas de la Peninsula de Baja California. Con el objetivo de valorar
este recurso natural se seleccionaron  especies de macroalgas marinas
pertenecientes a tres grupos diferentes (Chlorophyta, Rhodophyta y Ochrophyta)
y fueron analizadas por su contenido polifendlico y actividad antioxidante. A partir
de los resultados obtenidos, los extractos de las macroalgas Eisenia arborea y
Macrocystis pyrifera (Ochrophyta) fueron seleccionadas y fraccionadas para
evaluar su actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana. La actividad
antioxidante oscilé entre los 12.7 + 0.14 pM y 776 + 1.32 puM de TROLOX g* de
las cuales, las fracciones pertenecientes a E. arborea presentaron mayor
actividad antioxidante (p<0.05). En general todas concentraciones de las
fracciones evaluadas no afectaron significativamente la viabilidad celular in vitro
(linea L9S29) siendo superior al 90%. En la actividad antiinflamatoria se observo
un patron similar en la producciéon de oxido nitrico (NO) en macrofagos RAW 264.7
gue fue variable dependiendo de las fracciones de ambas especies. Dos
fracciones fueron capaces de inducir un aumento en la expresion del gen IL-10, y
disminuir la transcripcion de los genes iINOS y TNF-a en macréfagos RAW 264.7
estimulados con lipopolisacérido (LPS), siendo mayor con la fraccion 6 de E.
arborea. En los ensayos de actividad antimicrobiana se emplearon seis cepas del
complejo Mycobacterium: tres cepas pertenecian a M. tuberculosis (H37Rv, 46PP
(fenotipo Beijing) y 96), dos cepas de M. avium subsp. paratuberculosis (V23 y
ATCC® 19698), una cepa de M. bovis (303); y una cepa de Acinetobacter
baumannii (144a). La concentracion minima inhibitoria (MIC) de las fracciones
activas en ambas especies se encontr6 en el rango de 1.56- 37.5 pg mL™ para las
cepas del complejo Mycobacterium, donde la fraccion 6 de E. arborea tuvo el
espectro de accion mas amplio. Ninguna de las fracciones fue capaz de inhibir el
crecimiento de A. baumannii. La elucidacion estructural de los compuestos
polifendlicos en las fracciones con mayor actividad bioldgica y contenido
polifendlico se determiné utilizando FTIR-ATR y UPLC-ESI-QTOF-MS,
encontrandose la presencia de compuestos polifendlicos de clase phloroeckol,
dieckol, fucophloroethol y phlorofucofuroeckol. Los resultados obtenidos perfilan a
E. arborea y algunas de sus fracciones como candidatas potenciales para el
posible desarrollo de agentes terapéuticos y productos alimenticios funcionales.

Palabras clave: macroalgas marinas, E. arborea, M. pyrifera, compuestos
polifendlicos, phlorotaninos
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SUMMARY

In the last years, natural products from marine origin and their derivatives have
attracted the attention of scientific community as novel source of compounds with
potential biotechnological use. In this way, macroalgae are an interesting object of
study due to the algal richness of the coast of the Baja California Peninsula. With
the objective to assess this natural resource, marine macroalgae species
belonging to three different groups (Chlorophyta, Rhodophyta and Ochrophyta)
were selected and analyzed for their polyphenolic content and antioxidant activity.
From the obtained results, extracts from the macroalgae Eisenia arborea and
Macrocystis pyrifera (Ochrophyta) were selected and fractioned to evaluate their
antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial activity. The antioxidant activity
ranged between 12.7 + 0.14 pM and 776 + 1.32 uM of TROLOX g?, in all the
cases E. arborea’s fractions showed higher antioxidant activity (p <0.05). In
general, all concentrations of the fractions evaluated did not significantly affect cell
viability in vitro (line L9S29), being greater than 90%. In the anti-inflammatory
activity a similar pattern was observed in the production of nitric oxide (NO) in
macrophages RAW 264.7 that was variable depending on the fractions of both
species. Two fractions were able to induce an increase in the expression of the IL-
10 gene, and decrease the transcription of the INOS and TNF-a genes in RAW
264.7 macrophages stimulated with lipopolysaccharide (LPS), being higher with
fraction 6 of E. arborea. In the assasyes of antibacterial activites, six strains of the
Mycobacterium complex were used: three strains belonged to M. tuberculosis
(H37Rv, 46PP (Beijing phenotype) and 96), two strains of M. avium subsp.
paratuberculosis (V23 and ATCC® 19698), a strain of M. bovis (303); and a strain
of Acinetobacter baumannii (144a). The minimum inhibitory concentration (MIC) of
the active fractions in both species was found in the range of 1.56- 37.5 ug mL™
against the strains of the Mycobacterium complex, where fraction 6 of E. arborea
had the broadest spectrum of action. None of the fractions was able to inhibit the
growth of A. baumannii. The structural elucidation of the polyphenolic compounds
in the fractions with higher polyphenolic content and biological activity was
determined using FTIR-ATR and UPLC-ESI-QTOF-MS, we finding the presence of
polyphenolic compounds of class phloroeckol, dieckol, fucophloroethol and
phlorofucofuroeckol. The results obtained outline E. arborea and some of its
fractions as potential candidates for the possible development of therapeutic
agents and functional food products.

Keywords: marine macroalgae, E. arborea, M. pyrifera, polyphenolic compounds,

phlorotannins
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios los productos naturales y sus derivados han atraido la
atencion de la comunidad cientifica como fuente natural y novedosa de
compuestos con potencial uso en la industria farmacéutica, cosmética e incluso
alimentaria (loannou y Roussis, 2009; Andrade et al., 2013). Numerosos estudios
han demostrado que la ingesta de éstos metabolitos y sus propiedades bioactivas,
estan asociadas con un menor riesgo en el desarrollo de diversas condiciones
cronicas (ej. obesidad, cardiovasculares y neurodegenerativas) incluso la
eliminacién del patéogeno en enfermedades infecciosas (Bourguet-Kondrack y
Kornprobst, 2005; Evans et al., 2006; Fergurson, 2010; Pan et al., 2009). Si bien
se han realizado numerosos estudios en los ultimos afios con organismos
terrestres, los productos naturales de organismos marinos como: esponjas,
invertebrados y algas han tenido un impacto significativo en el desarrollo de

nuevos farmacos (Blunt et al., 2009; loannou y Roussis, 2009).

La riqueza y diversidad de los compuestos de interés industrial, a partir de algas
marinas se debe en parte a la complejidad y diversidad de especies dentro de este
grupo (Blunt et al., 2009; Smit, 2004). En este sentido, se ha reportado que
metabolitos producidos por las algas marinas son capaces de prevenir o proteger
a las células de procesos inflamatorios [e]. liberacibn de prostaglandinas,
leucotrienos, modulacion de interleucinas (IL) etc.], evitar el dafio oxidativo celular
al ser capaces de secuestrar radicales libres a través de mecanismos de
aceptacion y donacion de electrones, formados durante el proceso de la
inflamacion (Bourguet-Kondracki y Kornprobst, 2005). En afios recientes se ha
evaluado su actividad como agentes inhibidores del crecimiento y actividad
antimicrobiana (Donia y Hamann, 2003; Smit, 2004; Tripathi et al., 2005).México
cuenta con un poco mas de 10,000 km de costa, con una gran variedad de
especies algales distribuidas a lo larga de ésta. Las lagunas costeras de la costa
occidental de la Peninsula de Baja California (Casas-Valdez et al., 2006) destacan

por su biodiversidad y biomasa algal.



Sin embargo, a la fecha existen escasos estudios para la evaluacién de las
propiedades bioldgicas de macroalgas en la region (De Lara Issasi et al., 1989) ya
que la mayoria de los estudios se centran principalmente en el aspecto floristico y

taxondémico (Hernandez-Carmona et al., 1991).

En este sentido, las macroalgas resultan un interesante objeto de estudio. Por lo
tanto, este trabajo tiene como objetivo principal investigar el efecto y composicion
de extractos de macroalgas marinas para la identificacion de especies funcionales
con el propésito de evaluar su actividad biologica relacionada con su contenido de
compuestos polifendlicos que representen una alternativa con potencial
biotecnolégico. Ademas el conocimiento generado sobre un grupo de compuestos
con potencial farmacolégico puede aportar valiosa informacion en el desarrollo de

farmacos contra enfermedades que cursan procesos inflamatorios.

2. ANTECEDENTES

2.1 Algas
Se denominan algas al grupo conformado por organismos autotroficos de formas

unicelulares y pluricelulares. Estos organismos acuaticos pueden distribuirse en
agua dulce o marina y son considerados importantes componentes de los
ecosistemas contribuyendo con un poco mas del 10% de la produccion primaria
(Mann, 1973).

Las macroalgas son definidas como organismos eucariotas, fotosintéticos
multicelulares y con una enorme variedad de morfologias y ciclos de vida. Las
diversas especies de macroalgas de acuerdo a sus caracteristicas se han
agrupado bajo el rango taxonomico de Phylum. Caracteres citoldgicos (niveles de
organizacién), bioquimicos (pigmentos, composicion de la pared celular) y
reproductivos (ciclos y estructuras reproductivas) son algunas de las
caracteristicas en las que se basan los criterios para la agrupacion de éstas (Bold

y Wynne, 1985; Dawson, 1966). La mayoria de las especies se encuentran



agrupadas dentro de los phylum Chlorophyta (verdes), Rhodophytas (rojas) y
Ochrophyta (pardas) (Bold y Wyne, 1985; Dawson, 1966;Lobban y Wynne, 1981).

En general, las macroalgas al tratarse de organismos sésiles estan expuestas a
fluctuaciones constantes y condiciones estresantes, como la exposicion a
elevados niveles de radiacion solar, cambios en la salinidad, variacién en los
regimenes de temperatura y eventos de desecacion (Bischof et al., 2002; Dring,
1996;Pearson y Davison, 1994;). Estas fluctuaciones no solo afectan sus
poblaciones, sino que puede afectar su respuesta metabdlica y la sintesis de

compuestos del metabolismo secundario.

Las algas tradicionalmente han sido utilizadas como alimento directo en paises
asiaticos, y recientemente se ha extendido su consumo hacia los paises de
occidente. Reportes hacen referencia que hace miles de afios las macroalgas eran
utilizadas en la medicina tradicional por sus diversas propiedades biologicas en
paises como China y Japén (Kasimala et al., 2015). Sin embargo, en los ultimos
afios ha crecido el interés en el area de investigacién sobre todo en los efectos
positivos de las macroalgas y sus metabolitos secundarios en la salud humana y
animal (Shalaby, 2011)

2.2. Metabolismo primario y secundario

El metabolismo se define como el conjunto de reacciones quimicas que tienen
lugar en un organismo. Moléculas como el carbono y el nitrégeno mas la adicion
de energia resulta en la sintesis de moléculas necesarias para el funcionamiento
de todas la células y del organismo mismo. Los amino&cidos, azucares,
nucleotidos y lipidos presentes en todo organismo son denominados metabolitos
primarios (Wink, 1999). Sin embargo, las plantas y algas destinan parte del
carbono asimilado y energia a la sintesis de una variedad de moléculas organicas
las cuales no tiene funcion directa en procesos primarios como la fotosintesis,

respiracion, reproduccion, transporte de solutos o sintesis de proteinas y



carbohidratos (Stengel, 2008), a este grupo de moléculas se les denomina
metabolitos secundarios. Una caracteristica de estos compuestos ademas de no
presentar una funcion definida en los procesos mencionados, es que se restringe
en general a organismo vegetales, ademas de que son sintetizados en pequefias
cantidades en comparacion con los metabolitos primarios (Maschek y Baker,
2009).

La mayoria de los compuestos del metabolismo secundario desarrollan funciones
ecoldgicas especificas como atrayentes de animales como es el caso de algunos
pigmentos y compuestos volatiles. Otros compuestos tienen funcién protectora
frente a predadores actuando como repelentes o pesticidas naturales
proporcionando a estos organismos sabores poco agradables para su consumo
(Arnold y Targett, 2002).

Evidencia experimental y epidemiolégica sugiere que la ingesta de eéstos
metabolitos, se asocia con un menor riesgo en desarrollar diversas condiciones
cronicas (ej. obesidad, cardiovasculares y neurodegenerativas) por lo que dentro
de las alternativas innovadoras, estos compuestos se presentan como fuente de
compuestos novedosos y han sido utilizados en varias industrias en los ultimos
afos (Bourguet-Kondrack y Kornprobst, 2005; loannou y Roussis, 2009, Kasimala
et al., 2015).

2.3 Productos naturales: el caso de los compuestos de origen fendlico

En la industria farmacéutica el término producto natural se refiere a compuestos
derivados del metabolismo secundario, el cual hace referencia a compuestos no
vitales para el desarrollo del organismo. Las rutas metabdlicas y biosintéticas de
las plantas dan origen a este tipo de metabolitos con funciones secundarias,
generalmente asociados a funciones ecolégicas y que no comprometen de

manera directa las funciones vitales de los productores.



Entre los productos naturales, los polifenoles o compuestos fendlicos han
adquirido una enorme importancia en los ultimos afios debido a la importante
actividad bioldgica que han demostrado (Balboa et al., 2013; Biesalski, 2007; Dali,
2010). Este grupo se caracteriza por ser un conjunto heterogéneo de moléculas
organicas, producto del metabolismo secundario en plantas vasculares y no
vasculares como las algas. Estos han sido clasificados con base a diferentes
criterios como su fuente de origen, funcién biologica y estructura quimica (Tsao,
2010) entre otros. Se han descrito alrededor de 8000 compuestos de esta
naturaleza. Se sintetizan como compuestos de defensa y en gran medida son
responsables de las propiedades del color, astringencia y sabor en los
organismos. Estructuralmente, los compuestos polifendlicos tienen en su
estructura uno o mas anillos aromaticos con al menos un sustituyente hidroxilo, y
frecuentemente acompafados de sustituciones funcionales como: ésteres,
glicosidos y otros (Dai y Mupper, 2010; Tsao, 2010). La estructura de los
polifenoles varia ampliamente desde simples moléculas como los acidos fendlicos,
hasta taninos y moléculas altamente complejas como los phlorotaninos (Andrade
et al., 2013; Blunt, 2009).

Los taninos son una familia de compuestos polifendlicos con pesos moleculares
en un rango de 500 a 3000 kDa, son moléculas altamente hidroxiladas, algunas
caracteristicas de este grupo incluyen: unién y precipitacibn de proteinas,
pigmentos, iones metalicos, y una importante actividad antioxidante (Okuda e lIto,
2011). Los taninos son comunmente divididos en tres grupos basado en su
estructura quimica: taninos hidrolizables (derivados de acidos fendlicos, ej. acido
galico), taninos condensados, (oligbmeros de polimeros de flavanoles, ej.
flavonoides) y los phlorotaninos, compuestos sintetizados exclusivamente por las
algas especificamente las pardas (Ragan y Glombitza, 1986; Yoshie-Stark et al.,
2003; Stengel et al., 2011).

Los phlorotaninos, al contrario de los dos grupos anteriores, son polimeros de

monomeros de phloroglucinol (1,3,5 trihidroxibenceno) (Fig. 1) moléculas



altamente hidrofilicas, con un extensa variedad de peso molecular que varia entre
126 Da hasta 650 kDa (Targget y Arnold, 2002). Pueden constituir hasta el 25%
de peso seco en macroalgas. La ruta por la cual son biosintetizados aun no es
clara del todo, sin embargo se tiene documentado que la molécula aroméatica
precursora de los phlorotaninos es originada por la via de acetato-malonato,
también conocida como la via del policétido; proceso que implica la interacciéon de
complejos de enzimas tipo policétido sintasa (Arnold y Targett, 1998). La
polimerizacion ocurre mediante los enlaces arilo-arilo (C-C) y/o enlaces éter arilo
(C-0O-C) lo cual permite clasificarlos en varios subgrupos (Glombitza y Pauli, 2003)
de acuerdo al tipo de enlace. Cuando la unién de los anillos aromaticos se da
exclusivamente por enlaces C-C, se denominan fucoles (Fig. 1); los phloretoles
son formados exclusivamente por enlaces C-O-C. Los fuhaloles se producen con
unidades de phloroglucinol conectadas en posicion para y orto con puentes de
éter, ademas de la presencia de un grupo OH adicional en cada tercer anillo.

Los eckoles se caracterizan por presentar al menos una seccion de tres anillos
con un elemento de dibenzodioxina substituido por uno grupo fenoxil en C-4.
Finalmente los endofucofloretoles e isofuhaloles son pequefios, discretos y con
grupos especializados. La literatura refiere que su distribucion se restringe a las
algas pardas o cafés, ya que su estructura quimica no ha sido reportada en
plantas terrestres (Lopes et. al., 2012; Martinez y Castafieda, 2013) (Fig. 1). El
contenido de phlorotaninos varia entre grupos taxondmicos y areas geograficas.
Esta variacion puede ocurrir entra las mismas especies, y es dependiente de
factores intrinsecos como: la talla y edad, asi como de factores extrinsecos como:
nutrientes, radiacion solar, salinidad y estacion del afio (Pavia y Toth, 2000). Al
igual que otros compuestos polifendlicos, los phlorotaninos han sido sujeto de
estudio debido a que han demostrado ser potencialmente beneficiosos en la salud
humana. Las macroalgas pertenecientes a la familia: Lessoniaceae (Género:
Ecklonia y Eisenia) y algunos miembros de la familia: Laminariaceae, han sido

objeto de estudio en cuanto a composicion de phlorotaninos y sus potenciales



actividades biologicas (Ferreres et al., 2012; Lopes et al., 2012). Propiedades
antibacterianas, antialergénicas, antiinflamatorias y antioxidantes se han reportado
para estos grupos (Ferreres et al., 2012; Kim et al., 2009; Li et al., 2011; Lopes et
al., 2012; Samee et al., 2009).
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Figura 1. Compuestos fenolicos derivados de algas marinas: (i) phloroglucinol (ii)
phlorotaninos [tetrafucol A (i), tetraphlorethol B (iii), fucodiphlorethol A (iv),
tetrafuhalol A (v), tetraisofuhalol (vi), phlorofucofuroeckol (vii)] (modificado de
Ragan y Glombitza, 1986).



2.4 Las macroalgas y su importancia biotecnolégica

A las macroalgas se les han atribuido numerosas actividades bioldgicas. Entre
estas actividades, la antibacteriana, antiinflamatoria y antialérgicas resulta de
importancia en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos, dado el incremento
en la resistencia de antibiéticos de bacterias de importancia en el area de salud
animal y humana y sus efectos secundarios representan un tema interés cientifico
y tecnoldgico (Eom et al., 2012; Kim et al., 2009; Li et al., 2009). La actividad
antioxidante ha sido la mas ampliamente estudiada, en parte debido al estrés
oxidativo el cual ha sido implicado en el desarrollo de la mayoria de las
enfermedades cronicas-degenerativas y en el proceso de envejecimiento (Halliwell
y Whiteman, 2004).

2.4.1 Actividad antioxidante

La macroalgas estan expuestas a un cambio constante de factores abioticos (ej.
incidencia de luz, desecaciéon, temperatura) que conducen a la formacion de
radicales libres, sin embargo la ausencia de dafio oxidativo, sugiere que estos
organismos presentan un eficiente sistema de defensa antioxidante (Balboa et al.,
2013). Las propiedades antioxidante de extractos, fracciones y compuestos puros
de una extensa variedad de macroalgas tales como Sargassum (Boonchum et al.,
2011), Ishigue (Zou et al., 2008), Dictyota, Padina y Halopteris (Murat et al., 2009)
Ecklonia cava (Li et al., 2009) Eisenia bicyclis (Kindleysides et al., 2012) han sido
demostradas principalmente en ensayos in vitro. Los resultados apuntan a las
macroalgas cafés (Phaeophyceae) como el grupo con mayor contenido y
actividad antioxidante en comparacion con las macroalgas rojas (Rhodophyceae) y
verdes (Chlorophyta). Estos resultados, han concluido que el potencial
antioxidante es directamente proporcional a la cantidad y presencia de diferentes
compuestos de tipo polifendlico principalmente (Balboa et al., 2013; Parthiban et
al., 2013; Tierney et al., 2010).



Zou et al. (2008) evaluaron la actividad antioxidante de phlorotaninos aislados de
Ishige okamurae. Los resultados indicaron que 6,6-bieckol y el
diphlorethohydroxycarmalol tienen una fuerte capacidad de atrapar radicales libres
como el radical superoxido, hidroxilo, 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH). Fujii et
al. (2013) reportaron flororotaninos obtenidos a partir de Eisenia bicyclis con
importante actividad antioxidante, de los cuales eckol y fucofuroeckol “A”, fueron
los mas activos. Demostrando una mayor actividad, incluso que kaempferol,
quercitina, miricetina y el acido clorogénico, que son polifenoles de origen

terrestre.

Si bien las propiedades antioxidantes de los polifenoles han sido ampliamente
estudiadas, también se plantea que los mecanismos de accion de los polifenoles
van mas alla de la modulacion del estrés oxidativo. Estudios recientes
proporcionan evidencia de que los phlorotaninos, ademas de su actividad
antioxidante poseen propiedades como la antiinflamatoria debido a la regulacion
de citocinas pro y antiinflamatorias, asi como la estimulacion de sistema inmune.
Las propiedades antibacterianas estan relacionadas con la inhibicion del
crecimiento de los microorganismos y/o el ataque a la pared y membrana celular,

sintesis de proteinas y acidos nucleicos (Choi et al., 2010).

2.4.2 Actividad antibacteriana

Las investigaciones sugieren que la actividad antibacteriana de los phlorotaninos
se debe a su capacidad para formar fuertes complejos con macromoléculas
(Lopes et al., 2012). La mayoria de los estudios relacionados con la actividad
antibacteriana provienen a partir de extractos y compuestos aislados del género
Ecklonia y Eisenia (Eom et al.,, 2012). Compuestos como eckol, 8,8-bieckol,
dieckol, dieckoldioxinodehydroeckol, fucofuroeckol-A, 7-phloroeckol vy
phlorofucofuroeckol-A, han demostrado tener actividad antibacteriana contra una

extensa variedad de bacterias tales como Staphylococcus aureus, Salmonella sp.,
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Bacillus sp y Escherichia coli entre otras (Choi et al., 2010; Eom et al., 2012;

Nagayama et al., 2002).

Nagayama et al. (2002) evaluaron la actividad bactericida de phlorotaninos
extraidos a partir de Ecklonia kurome (Phaeophyceae) en contra de bacterias
patogenas alimentarias y comparadas con catequinas presentes en Camellia
sinensis. Los resultados obtenidos sugieren una pronunciada actividad bactericida
en contra de las bacterias, y una mayor efectividad por parte de los phlorotaninos

en comparacion con las catequinas.

Lopes et al. (2012) evaluaron in vitro la actividad antibacteriana y antifangica de 10
extractos ricos en phlorotaninos de macroalgas cafés, mostrando potencial
antibacteriano contra bacterias tipo Gram positivo. Si bien la mayoria de los
estudios se han enfocado en patdégenos y bacterias de importancia alimentaria
como se menciond anteriormente, pocos son los estudios que involucren la
actividad antimicrobiana de extractos, fracciones y compuestos purificados
obtenidos a partir de macroalgas, contra el género Mycobacterium (McGaw et al.,
2008; Molina-Salinas et al., 2006; Wong et al., 2008). Algunas especies estudiadas
han sido: M. tuberculosis (Molina-Salinas et al., 2006), M. avium (Koéning et al.,
2000), y otras micobacterias de rapido crecimiento como es el caso de M. aurum,
M. fortuitum, y M. phlei (Schinkovitz et al., 2003). Kdning et al. (2000) evalu6 39
compuestos de origen marino contra M. tuberculosis y M. avium. Quince de ellos
fueron aislados de macroalgas rojas y cafés con concentraciones inhibitorias
minimas (MICs) las cuales oscilaron entre 16-64 pg mL™. Mientras que Wong et al.
(2008), evaluaron 18 compuestos contra Mycobacterium avium sp
paratuberculosis (MAP). Seis de estos compuestos (trans-cinamaldehido, aceite
esencial de canela, aceite esencial de orégano, carvacrol, 2,5-
dihidroxibenzaldehido, y 2-5 hidroxi-5-metoxibenzaldehido) inhibieron el
crecimiento de MAP con MICs de entre 68-90.4 ug mL™. En este estudio se

sugiere que probablemente la estructura quimica esta relacionada con la actividad
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mostrada, ya que éstos se caracterizaron por la presencia de aldehidos y grupos

fendlicos.

2.4.3 Actividad antiinflamatoria

La mayoria de las enfermedades degenerativas como la artritis, cancer,
arteriosclerosis y las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell), entre otras,
tienen como origen el desarrollo de un proceso inflamatorio crénico (Kim et al.,
2009). En el desarrollo de nuevos agentes aplicables en el tratamiento de la
inflamacion, los polifenoles surgen como fuente de potenciales agentes
antiinflamatorios (Biesalski, 2007). En los ultimos afios, se ha prestado cada vez
mas atencion a la actividad antiinflamatoria tanto de extractos como de
compuestos polifendlicos aislados tanto de algas como de plantas terrestres (Vo et
al., 2012). Especies del género Eisenia y Ecklonia han sido quizd las mas
estudiadas. Extractos metandlicos de Eisenia bicyclis y Undaria pinnatifida, asi
como etandlicos de Ecklonia cava y Sargassum horneri, han demostrado inhibir la
expresion de mediadores proinflamatorios como la éxido nitrico sintasa inducible
(INOS) y ciclooxigenasa 2 (COX-2) de manera dosis-dependiente en células RAW
264.7 y células BV2 microgiales (Hwang et al., 2014; Jung et al., 2013; Kim et al.,
2015). Esta actividad antiinflamatoria parece estar asociada a la inhibicion en la
produccion de o6xido nitrico (NO), la prostaglandina E2 (PGE2) y generacién de
especies reactivas de oxigeno (EROS), asi como en la supresiéon y modulacion del
factor nuclear kappa B (NF-kB) y MAP kinasas (Mitogen-Activated Protein

Kinases).

Resultados similares fueron reportados por Lopes et al. (2012), al evaluar in vitro
la actividad antiinflamatoria de diez extractos de macroalgas cafés concentrados
en phlorotaninos. Jung et al. (2013), reportaron la actividad antiinflamatoria de
fracciones de E. bicyclis en el orden diclorometano > metanol > acetato de etilo >
n-butanol. Los autores sugieren que la presencia de compuestos como

phloroglucinol, eckol, dieckol, 7-phloroeckol, phlorofucofuroeckol A vy
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dioxinodehydroeckol son los responsables de la actividad encontrada en la
fraccion de acetato de etilo. Lee et al. (2012) reportan una importante actividad
antiinflamatoria a partir de fracciones de diclorometano y hexano obtenidas de
Laminaria japonica. Ademéas de una reduccién significativa en la expresion de
citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a, (TNF-a) e
interleucinas como IL-1pB, IL-6. Por otra parte, un efecto inhibidor en la produccién
de NO en macréfagos RAW 264.7 estimulados con lipopolisacarido bacteriano

(LPS) y un efecto antimicrobiano fueron reportados en todos los extractos.



13

3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, el interés por la busqueda de productos naturales o derivados
de éstos para el tratamiento de enfermedades cronicas e infecciosas de
importancia publica ha incrementado considerablemente. Lo que en gran medida
se sustenta en la tendencia al desarrollo de tratamientos no convencionales que
puedan impactar en la reduccion de costos generados por los tratamientos y

tiempos de atencion en materia de salud.

Por otro lado, teniendo en cuenta la diversidad vegetal de la Peninsula de Baja
California, asi como la disponibilidad y abundancia de algunas especies de
macroalgas, este trabajo plantea la evaluacion biolégica de extractos y fracciones
como preambulo al reconocimiento de metabolitos secundarios: los compuestos
polifendlicos como responsables de dicha actividad biolégica y su potencial uso

biotecnolégico en el combate de ciertas patologias.

Los resultados obtenidos contribuiran para el avance en la busqueda de principios
que tengan actividad farmacoldgica y para la posterior generacion de beneficios
sociales y economicos para la comunidad, a través de la creacion de nuevas
alternativas de tratamiento. En este sentido, las algas marinas y sus compuestos
polifendlicos exclusivos resultan atractivos, motivo por el cual se hace necesaria
tanto la caracterizacion de su estructura quimica asi como de su actividad

bioldgica.

4. HIPOTESIS

Si las macroalgas marinas tienen la capacidad de producir diferentes metabolitos
secundarios entre los que se encuentran los compuestos polifenélicos y

demuestran tener propiedades bioactivas, entonces, fracciones enriquecidas con
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estos compuestos podrian ser utilizados como ingredientes de productos con fines
terapéuticos.

5. OBJETIVO

Evaluar el potencial de las macroalgas marinas distribuidas en Baja California Sur

como fuente de compuestos polifendlicos con potencial biotecnologico.

5.1 Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antioxidante y contenido polifendlico total de una coleccién
de extractos etandlicos obtenidos de diversas especies de macroalgas, con la

intencion de seleccionar dos especies algales como fuente de compuestos activos.

2. Obtener las fracciones de las macrolagas seleccionadas: Eisenia arborea vy
Macrocystis pyrifera (Phaeophyceae) y evaluar la ausencia de citoxicidad

(inocuidad) sobre la linea celular LS929.

3. Evaluar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antibacteriana de las dos

especies previamente seleccionadas.

4. Identificar y caracterizar los compuestos fendlicos en la fraccion fendlica con el

mejor perfil de actividad bioldgica.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencidn de libreria de extractos de macroalgas

Para la seleccion de algas candidatas, se trabajo inicialmente con una libreria de

extractos de macroalgas marinas de la coleccién del Laboratorio de Quimica de
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Algas Marinas perteneciente al Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas
(CICIMAR). El material biolégico fue previamente recolectado por medio de buceo
SCUBA en diferentes localidades de la Peninsula de Baja California Sur. Las algas
fueron lavadas, limpiadas de epifitos y trasladadas a CICIMAR, donde fueron

secadas, molidas y almacenadas hasta el momento de su extraccion.

Se emplearon los extractos etandlicos de 17 especies algales, cuatro algas
verdes: Codium amplivesiculatum, C. simulans, Cladophora spp., Ulva dactylifera
cinco rojas: Acanthophora spicifera, Amphiroa valonioides, Gelidium robustum,
Neorhodomela larix, y Rodhymenia califérnica; y ocho pardas: Cystoseira
osmundacea, Dictyopteris delicatula, Eisenia arborea, Hydroclathratus clathratus,
Macrocystis pyrifera, Padina concrecens, Rosenvigea intricata y Sargassum
horridium. Los extractos crudos fueron obtenidos realizando extracciones con 100
mL de etanol destilado (EtOH) por cada 20 g de muestra, filtrando la mezcla para
extraer el residuo por dos ocasiones bajo las mismas condiciones. Los extractos
obtenidos fueron concentrados en rotovapor a 40°C y transferidos a viales, hasta

Su posterior uso.

6.2 Colecta y obtencion de extractos de E. arborea y M. pyrifera

A partir de los resultados de actividad antioxidante, contenido polifendlico y
disponibilidad del recurso, dos especies de algas pardas fueron seleccionadas
para someterlas a un fraccionamiento y evaluacion biologica posterior. Talos
algales pertenecientes a E. arborea y M. pyrifera (Phaeophyceae) fueron
recolectados durante el mes de octubre del 2014, en diferentes puntos de Bahia
Tortugas localizado en la costa de Baja California Sur, México (27° 46" 09 N y
114°59° 09 W). E. arborea fue colectada en dos sitios: La Boca (LB) y San
Cristébal (SC). Todo el material fue limpiado con agua para eliminar epifitos, y
secado a temperatura ambiente, protegiendo el material de la accion directa de la

luz solar. Las macroalgas fueron almacenadas en bolsas negras hasta su
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procesamiento. Una vez homogenizadas fueron almacenadas en obscuridad y
refrigeracion a -20° C hasta el momento de su utilizacion. La identificaciéon
taxonomica se realizo en colaboracion con personal del Laboratorio de Macroalgas
del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste S.C., por la M.C. Alejandra

Mazariegos.

A partir de 100 g de biomasa seca y molida se obtuvieron tres extractos de
acuerdo al disolvente utilizado: diclorometano, etanol e hidroalcohdlico (1:1 v/v)
usando 600 mL de cada disolvente, mediante maceracion por 48 h a temperatura
ambiente, en oscuridad y con agitacion ocasional. El residuo se recupero mediante
filtracion. El procedimiento de extraccion se repitidé cuatro veces. Las cuatro
soluciones obtenidas se unieron y concentraron con ayuda de un rotovapor

(Yamato, R500) a 40°C a presion reducida.

Los extractos obtenidos, se disolvieron con cada uno de los disolventes utilizados
y se determind la actividad antioxidante utilizando el ensayo de capacidad
captadora del radical DPPHe (1,1-Difenil-2- picrilhidrazilo) y se cuantifico el
contenido polifendlico total. El extracto hidroalcohdlico al presentar mayor
contenido polifendlico y mayor actividad antioxidante en ambas especies fue

retomada para fraccionar.
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Figura 2. Metodologia general de la obtencion de los extractos crudos (EC) y
fraccionamiento de las algas E. arborea y M. pyrifera.
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6.2.1 Fraccionamiento de extractos hidroalcohdlicos a partir de E.
arboreay M. pyrifera

El extracto hidroalcohdlico se disolvié totalmente en una mezcla de etanol
destilado, agua destilada y diclorometano. Posteriormente, el extracto fue
adsorbido en silica gel 60 A (0,063- 0,200 mm) (Merck) y secado a temperatura

ambiente; para someterlo a separacion por cromatografia de columna

Se llevé a cabo una elucién en gradiente de polaridad ascendente. Los disolventes
utilizados fueron diclorometano (CH,Cl, 100%), diclorometano-etanol (CH,Cl,-
EtOH 8:2 v/v), diclorometano-etanol (CH,Cl,-EtOH 1:1 v/v), etanol-diclorometano
(EtOH-CH,CI, 2:8 v/v), EtOH (100%), EtOH-H,O (1:1 v/v), H,O (100%). Se
obtuvieron un total de siete fracciones (Fig. 2).

Las fracciones obtenidas se monitorearon por cromatografia en capa fina (TLC)
utilizando placas cromatograficas de silica gel utilizando como fase movil: CHCI3
:EtOH: H,0: C,H40, (60:25:4:3 v/v). El phloroglucinol fue utilizado como estandar,
una vez preparada la placa se realizo la corrida en la cAmara cromatogréfica. Las
placas se secaron en la campana de extraccion y se observaron bajo la luz
ultravioleta a una longitud de onda de 254, 302 y 365 nm (UVPMS-38 Cambridge
UK 0.16 Amps).

6. 3 Evaluacién de actividad bioldgica de la fracciones de E. arboreay
M. pyrifera

Previo a la evaluacion de la actividad bioldgica, cada fraccion fue disuelta en
DMSO y/o H,Od y esterilizada por filtracién. Todas las fracciones obtenidas fueron

sometidas a las siguientes pruebas de actividad bioldgica:

6.3.1 Actividad citotdxica
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En placas de 96 pozos se incubo la linea celular de fibroblastos murinos L929 (5
X10% células/ pozo) durante 4 h en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10%, a 37 °C en una
incubadora humidificada con CO, al 5%. Posteriormente, se adicionaron las
fracciones a diferentes concentraciones (0- 1280 pg mL™Y), un control de
disolvente (DMSO 0.3%), un control positivo (zinc, dietil-carbamato 0.4%) y se
incubaron nuevamente durante 24 h. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo
fue descartado y se adicioné una solucién de 5 mg mL™ de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Las placas se incubaron por 4 h a 37°C
en obscuridad para dar lugar a la formacion de cristales de formazan. El
sobrenadante fue eliminado y se afiadié isopropanol. Se realizaron lecturas de
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un lector de microplaca. El

ensayo fue realizado por triplicado.

El porcentaje de viabilidad se obtuvo con la siguiente formula (1):

% viabilidad= abs células tratadas %100 (1)

abs células control

6.3.2 Actividad antioxidante

Previo a la determinacion de la actividad antioxidante 10 mg de cada fraccion de
E. arborea y M. pyrifera fueron disueltos en 1 mL de dimetil sulféoxido (DMSO) o

agua destilada dependiendo de la polaridad de estas.
Capacidad captadora del radical DPPH’ (1,1-Difenil-2- picrilhidrazilo)
Este ensayo colorimétrico tiene como base la decoloracidon del cation radical a-a-

difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH") para cuantificar la capacidad captadora de

radicales libres de los extractos en el cual se determina el grado de decoloracién
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gue provocan sus componentes a una solucibn metandlica de DPPH. La
determinaciéon de la actividad antioxidante de los diferentes extractos y/o
fracciones macroalgales se llevo a cabo de acuerdo con el método Brand-Willians
et al. (1995), modificado para microplaca.

La mezcla de reaccion se llevé a cabo por cuadruplicado en placas de 96 pocillos
por adicion de cada una de las disoluciones de cada muestra y la solucion DPPH
(0.1 mM) preparada en fresco. Como blanco se empled la solucion DPPH. La
mezcla de reaccidn se mantuvo a temperatura ambiente por 30 minutos, e
inmediatamente se midid la absorbancia a 515 nm en un lector para microplaca
(BioRad™ 550, Hercules, CA, USA). Las muestras y estandares se ensayaron por
cuadriplicado.

A partir de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de actividad

antirradical con la siguiente ecuacion (2):

(abs control—abs muestra)

% de reduccion = x 100 (2)

abs control

Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP)

Con este método se determind la capacidad de reduccién de las fracciones frente
al semisistema Fe (ll)/Fe (Il). A pH bajo y en presencia de un reductor
(antioxidante) el complejo incoloro de tripiridiltriazina (TPTZ) con Fe (lll) se reduce
a la forma Fe(ll). La determinacion del poder reductor de las dos fracciones se
llevé a cabo siguiendo la metodologia de Benzie y Strain (1996), modificado para
microplaca (Firuzi et al., 2005).

La mezcla de reaccion se lleva a cabo por cuadruplicado en placas de 96 pocillos
por adicion de cada una de las muestras y la solucion de trabajo de FRAP (2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM en HCI 40 mM; FeCl; 20 mM y de buffer acetato
300 mM a un pH de 3.6) preparada en fresco. La absorbancia fue leida a 595 nm

después de 20 minutos, en un analizador semiautomatico (Multiskan Spectrum,
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Thermo Scientific, Finlandia). Se utilizé una curva de calibracion de FeSO, .7H,0,
y las actividades de las fracciones de macroalgas se expresaron como mM de
equivalentes de Fe (Il) por gramo de muestra. Las muestras y estandares se

realizaron por cuadriplicado.

Actividad antioxidante metodo ABTS 2,2"azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido

sulfénico.

Este ensayo colorimétrico se basa en la generacion del radical ABTS®" a través
de la reaccién entre su precursor el acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS) y el persulfato de potasio (K,S,0g). En presencia de un reductor

(antioxidante) lo reduce a la forma ABTS.

La mezcla de reaccion se lleva a cabo por triplicado en placas de 96 pocillos por
adicion de cada una de las muestras y la solucion ABTS o 7mM en K,S,0g 2.45
mM (1:1 v/v), mezclado y mantenido en obscuridad a temperatura ambiente
durante 16 h para la formacioén del radical. La solucion de ABTS se ajusté con
etanol para obtener una absorbancia entre 0.8-1.0 a 750 nm. Se utilizé un patrén
de referencia de TROLOX (800-25 mM). La mezcla de reacciébn se mantuvo a
temperatura ambiente por seis minutos, e inmediatamente se midi6 la absorbancia
a 750 nm en un lector de microplaca (BioRad™ 550, Hercules, CA, USA). Las
muestras y estandares se realizaron por triplicado. Las actividades de las
fracciones de macroalgas se expresaron como mM de equivalentes de TROLOX
por gramo de muestra.

A partir de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de actividad

inhibitoria de ABTS con la siguiente ecuacién (3):

(abs control - abs muestra)

% de reduccién = X 100 (3)

abs control
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La ECso para cada fraccidn ensayada fue calculada utilizando la ecuacion de la
recta de regresion de la ecuacion dosis-efecto para cada fraccion ensayada. La
ECso es la concentracion de extracto necesaria para reducir la solucién de radical
ABTS al 50%.

Contenido polifendlico total (CPT)

La concentracion de polifenoles totales se determind a partir de su capacidad para
reaccionar con agentes oxidantes produciendo compuestos de coloracién azul en
proporcion al niamero de grupos hidroxilo en la molécula. Se utilizé el método
descrito por Singleton y Rossi (1965) adaptado a microplaca. Se preparé una
curva estandar con una solucién de phloroglucinol (1000 pg mL™) en un rango de
concentracién de 0-1000 pg mL™. En cada pozo se mezclé la muestra o el
phloroglucinol (curva estandar), el reactivo de Folin-Ciocalteu, solucion de Na,COs3
al 2% y solucion de NaOH al 0.4%. Se dej6 incubar en la oscuridad durante treinta
minutos a temperatura ambiente, y se leyé a una longitud de onda de 750 nm en
un analizador semiautomético (Multiskan Spectrum, Thermo Scientific, Finlandia).
Los resultados se calcularon a partir de la absorbancia de las muestras y de la
curva estandar. Los valores se expresaron como pg equivalentes de phloroglucinol

(FE) en mg g™ de peso seco de macroalga.

6.3.3. Actividad antiinflamatoria

Produccion de Oxido Nitrico (NO)

En placas de 96 pozos se incubé la linea celular de macréfagos murinos RAW
264.7 (1 X 10° células/ pozo) durante 4 h en medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle Meidum (DMEM) suplementado con suero de bovino fetal al 10%, a 37 °C
en una incubadora humidificada en CO; al 5%. Posteriormente, se adicionaron las

fracciones a diferentes concentraciones (0- 1280 ug mL™) y se estimularon con
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LPS durante 24 h. La concentracion de NO se determind mezclando el
sobrenadante del cultivo con el reactivo de Griess (1:1) durante 15 min. Se
determiné la absorbancia a 550 nm. La cantidad de nitrito en cada muestra se
calculé usando una curva estandar (0.43 pM- 75 uM) preparada con nitrito de
sodio (NaNO,). Se utiliz6 medio de cultivo fresco como blanco, y como controles
se utilizd LPS (100 ng mL™) y dexametasona.

Cuantificacion por PCR de tiempo real (q-RT-PCR) de IL-10, iINOS y TNF-a

Para determinar la expresion de genes asociados a los proceso inflamatorios, en
placas de 24 pozos se incubo la linea celular de macrofagos murinos RAW 264.7
(1 X 10° células/ pozo) durante 4 h en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10%, a 37 °C en una
incubadora humidificada con CO, al 5%. Posteriormente, se adicionaron 1280 ug
mL™ de las fracciones y se estimularon con LPS durante 24 h. Transcurrido este
tiempo, el sobrenadante fue descartado y las células fueron utilizadas para extraer
el ARN. 1 ug de ARN total fue tratado con ADNasa (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
llevo a cabo la sintesis de ADN complementario. Se utilizaron primers para IL-10,
INOS y TNF-a (Tabla I). Para determinar los cambios en la expresion relativa de
los genes los datos fueron analizados mediante el algoritmo de Livak y Schmittge
(2001) 2784
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Tabla I. Secuencias de primers del gen objetivo y gen constitutivo

Gen Secuencia

GAPDH F-CGCTCAGCCAGATGCAATTA
R-GCCTCTGCATGGAGATCTTCTT

IL-10
F-AAGGTGAAGAGAGTCTTCAGTGAGC
R-TGCATCTTCGTTGTCATGTAGG
INOS F-CATCAGGTCGGCCATCACT
R-TCCAGACCCGGAAGTCATG
TNF-a F-GCTCCAGAAGTTGCTTGTGC

R-AACCAGAGGGCTGTTGATGG

6.3.4 Actividad antibacteriana

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se emplearon tres cepas
pertenecientes a M. tuberculosis; H37Rv, 46PP (fenotipo Beijing) y 96, una cepa
de M. avium spp. paratuberculosis ATCCC, una cepa de M. bovis (303) y una
cepa de Acinetobacter baumannii . Cada cultivo fue diluido en caldo Middlebrook
7H9 suplementado con 10% OADC hasta lograr una concentracion celular de
aproximadamente 6 x 10 °® unidades formadoras de colonia (UFC) mL™. Las
fracciones fueron disueltas con el disolvente apropiado segun su polaridad a una
concentracion inicial de 10 mg mL™. Posteriormente fueron diluidas usando medio

de cultivo estéril para obtener una concentracion inicial de 400 ug mL™.

Para la evaluacion de la actividad antimicobacteriana se utilizé el método de azul

de alamar que se basa en la reduccion de la resarzurina (azul no fluorescente) a
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resorufina (rosa altamente fluorescente) por 6xido-reductasas que se encuentran
en las células vivas. Los ensayos se realizaron por triplicado sobre microplacas de
96 pozos de fondo plano. A cada celda se le adicionaron 100 pL de caldo
Middlebrook 7H9 suplementado con OADC y 200 pL de cada fraccion fueron
adicionadas a la primera celda de cada fila, a partir de las cuales se realizaron las
diluciones seriadas, tomando 100 pL para depositar en la celda contigua. 100 pL
del in6culo fue afiadido a cada celda. Todas las placas fueron incubadas durante
seis dias a 37° C en una atmosfera con 5% de bioxido de carbono. Transcurrido
este tiempo, 20 puL de azul de alamar (Sigma) fueron adicionados e incubados
durante las siguientes 24 h bajo las mismas condiciones. El cambio de color a rosa
fue interpretado como crecimiento bacteriano mientras que una coloracion azul
indicé ausencia de crecimiento. La concentracion minima inhibitoria (CMI) de las
fracciones probadas correspondié a la menor concentracion de la fracciébn que
inhibe el crecimiento bacteriano, determinado como aquel que evitd el cambio de

color azul a cualquier tonalidad de violeta o rosa.

Para la actividad antimicrobiana de las fracciones frente a A. baumannii, la
bacteria fue crecida a 37 °C en caldo tripticasa de soya. Luego, las células (10°
UFC mL™) fueron inoculadas en la superficie de agar tripticasa de soya. Discos de
papel filtro estériles (5 mm de diametro), saturados con distintas concentraciones
de cada fraccién) en un rango de 0-0.5 mg, fueron ubicados en la superficie de
cada placa inoculada. Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C. La
actividad antimicrobiana se determiné por medicion del radio de inhibicién
alrededor de cada disco de papel. La zona de inhibicion producida por las

fracciones fue comparada con un antibiotico comercial.

6.4 Caracterizacion parcial de las fracciones polifendlicas de E.
arborea y M. pyrifera.

6.4.1 Identificacion estructural por analisis espectroscopico
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Las fracciones de E. arborea y M. pyrifera fueron analizados con el fin de observar
los posibles grupos funcionales presentes, empleando un analisis de
espectroscopia de infrarrojo. Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron
utilizando un espectrémetro (Perkin Elmer, Paragon 500, UK). Cada espectro se
obtuvo por adicién de 124 repeticiones a una resolucién de 4 cm™ en el rango
espectral de 400-4000 cm™. Los resultados obtenidos se analizaron y compararon

con bases de datos de espectros infrarrojos, asi como con literatura especializada.

6.4.2 Identificacion de los compuestos fendlicos mediante UPLC-ESI-
QTOF- MS

La caracterizacion de los compuestos fenolicos presentes en las muestras se
realizé utilizando cromatografia liquida de ultra alta presion (UPLC) acoplado a un
espectro de masas Xevo® G2-XS QTof. La separacion y elucidacion se realizé
utilizando columnas Cig (1.7 um, 2.1x150 mm, Waters) con un flujo de 0.5 mL min’
!y usando un volumen de inyeccién de 5 L. La cromatografia se efectué con una
fase movil consistente en A (0.1%, v/v, acido férmico en agua) y B (0.1%, v/v,
acido férmico en acetonitrilo). El gradiente se inici6 y se mantuvo bajo las
siguientes condiciones: 0.5% B de 0 a 10 min, 0.5%-30% B de 10 a 26 min, 30%—
90% B de 26 a 28 min, y 0.5% B de 28 a 30 min. Los datos de masa espectral
fueron obtenidos en modo ion negativo y positivo en un rango entre 100 — 3000
m/z. La capilaridad y los voltajes de cono se ajustaron a 3 y 45 KkV,
respectivamente. La desolvatacién del gas se ajusté a 800L h™ mientras que el

gas de cono se ajusté a50 L h™.

6.5 Andlisis estadisticos

Los datos se presentan como el media + desviacion estandar. Se realizo la
prueba de normalidad de D, Agostinos y Pearson, seguida del Andlisis de Varianza
de Una Via (ANOVA). Para la comparacion entre grupos se utilizé la prueba de

comparacion multiple de Tukey. Después se determind la correlacion, mediante el
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analisis de Pearson, entre la concentracion de compuestos polifendlicos totales y
la actividad antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica para determinar si estas
estan relacionadas con el contenido de compuestos polifendlicos totales. Se
consideré P<0.05 como valor estadisticamente significativo. Los datos fueron
analizados con el programa informatico GraphPadPrism versién 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA)

7. RESULTADOS

7.1. Actividad antioxidante y contenido polifendlico de extractos
algales

Se utilizaron 17 extractos etandlicos de diferentes especies de macroalgas
colectadas a lo largo de la costa de la Peninsula de Baja California Sur, México.
Cuatro especies pertenecientes a la division Chlorophyta, seis de la division

Rhodophyta, y siete de la division Ochrophyta-Phaeophyceae.

La capacidad neutralizadora del radical DPPH fue significativamente diferente
entre todas las especies [F (16,34)=201.5, p=0.0001)] (Fig. 3). A la concentracién
de 400 pg mL? C. osmundacea fue capaz de reducir el mayor porcentaje de
DPPH (67.9%) seguido de P. concrecens (62.8%), E. arborea (58.8%) y A.
spicifera (50.4%). El resto de las macroalgas demostraron actividad por debajo del
50%. Los extractos de P. concrecens y E. arborea demostraron ser los mas
potentes presentando valores superior o similar al hidroxytolueno butilado (BHT)
utilizado como antioxidante de referencia (58.9%). Siete extractos presentaron

actividad dosis-dependiente (Fig.3)
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Figura 3. Porcentaje de la actividad inhibitoria de los extractos etandlicos de
macroalgas evaluadas por el ensayo DPPH. Se observa la actividad dosis-
dependiente para siete extractos.

Los ensayos de determinacion de NO también resultaron ser significativamente
diferentes entre las diferentes especies de macroalgas [(F (8,32)=4.9, p=0.0007].
La actividad a la concentracién de 400 pg mL™ revelé que los extractos de las
macroalgas pardas E. arborea, P. concrecens y D. delicatula tuvieron los mayores
porcentajes de reduccion (63.2, 60.6 y 59.8%) respectivamente, cuando estos
fueron comparados con el control (p< 0.05).Nueve de los extractos fueron
capaces de neutralizar el radical NO por arriba del 50% de una manera dosis-
dependiente (Fig. 4).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién del radical NO (%) de extractos etandlicos de
macrolagas a diferentes concentraciones (25, 50, 100, 200 y 400 pug mL™).
*indica diferencias significativas (p< 0.05) comparadas con el control.

Por otro lado, la habilidad de los extractos macroalgales para reducir Fe (lll)
utilizando el ensayo de FRAP revelo valores en un rango de entre 0.423 + 0.58 uM
FeSO, pg™ para R. intricata a 11.8 + 0.11 pM FeSO, pg™ para E. arborea (Fig. 5).
Los valores de FRAP variaron significativamente entre especies [(F (16, 34) =
637.5, p = 0.0001]. La macroalga parda E. arborea mostro los valores de FRAP
mas altos (11.9 pM FeSO, pg™) seguido de la roja A. spicifera (9.8 M FeSO,4 pg™)
y las pardas P. concrecens (6.8 pM FeSO, pg?), C. osmunadacea (5.4 pM FeSO,
ug™). Si bien el grupo de macroalgas pardas presentd los mayores valores para
este ensayo, éste no resulté ser significativamente diferente al compararlo con el

grupo de algas rojas y verdes [F (2, 48) = 2.42, p = 0.099].
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Figura 5. Valores del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) de extractos
etandlicos de macroalgas expresadas como pM equivalentes de FeSO,.

En lo que se refiere al contenido polifendlico total, E. arborea presento diferencias
estadisticas comparado con el resto de las especies. El grupo de macroalgas
pardas present6 el mayor CPT (176.5 + 174.4 pg GAE g™), en comparacioén con el
grupo de las rojas (45.6 + 30.2 pg GAE g) y el grupo de macroalgas verdes que
mostraron el menor contenido (32.7 + 17.82 pg GAEg™) [F (2, 64) = 8.26, p =
0.0001] (Fig. 6).

Se encontraron relaciones significativas al realizar analisis de correlacion. CPT
versus DPPH r = 0.416; CPT versus NO r= 0.280; CPT versus FRAP: r = 0.620 (p
<0.05).
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Figura 6. Contenido polifendlico total para los extractos etandlicos de macroalgas
expresados como microequivalentes de acido galico (GAE).

7.2. Contenido polifenélico y actividad antioxidante y de los extractos
de E. arborea y M. pyrifera.

Del proceso de extraccion sucesivo de las macroalgas E. arborea y M. pyrifera se
obtuvieron tres extractos iniciales con diferente polaridad segun el disolvente
usado: apolar (CH,Cl,), medianamente polar (EtOH) y polar (EtOH-H,Od, 1:1). En
la tabla 2 se observa que el mayor rendimiento se obtuvo en las fracciones polares
ya que se obtuvieron entre 16.40 — 27.37 g de peso seco, equivalentes al 27.3% y
23% a partir de 100 g de alga seca de E. arborea y M. pyrifera, respectivamente.
Estos resultados sugieren una mayor proporcién de compuestos polares en estas
fracciones. A partir de la fraccion polar o hidroalcohodlica, se realizd el

fraccionamiento y se evalud su actividad bioldgica.



Tabla Il. Rendimiento de los diferentes extractos de E. arborea y M. pyrifera.
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Especie Extracto Peso extracto (g) Rendimiento (%)
E. arborea Diclorometano 0.534 0.534
Etanol 3.405 3.405
Etanol:agua (1:1) 27.378 27.378
M. pyrifera Diclorometano 2.062 2.062
Etanol 2.458 2.458
Etanol:agua (1:1) 16.406 16.406

Se obtuvo un mayor CPT en los extractos polares de ambas especies y un menor

CPT en los extractos no polares (p<0.05). En general, los extractos de E. arborea

mostraron mayor CPT en comparacion con M. pyrifera (Fig. 7 A). Un patrén similar

se observé en el ensayo del radical DPPH® a una concentracién de 500 pg mL™

(Fig. 7B).
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Figura 7. A) Contenido de compuestos polifendlicos totales equivalentes de
phloroglucinol (ug FE g™) B) Porcentaje de inhibicion del radical DPPH® en E.
arborea y M. pyrifera.
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7.3 Actividad bioldgica de las fracciones E. arborea y M. pyrifera

Contenido Polifendlico Total (CPT)

La tabla 3 presenta los valores del CPT de las fracciones de los extractos polares
(EtOH-H,0Od, 1:1). E. arborea, presentdé un mayor CPT, significativamente mas
alto en comparaciéon con M. pyrifera (p <0.05). Los valores de CPT en las
fracciones de estos extractos variaron considerablemente desde 933.7 + 120.5 g
PE g' a 19.69 + 7.5 ug PE g para E. arborea; y de 129.34 + 7.59 uyg PE g* a
15,31 + 0,00 pg PE g* para M. pyrifera. En este estudio, los valores de contenido
de polifenoles en las fracciones disminuyeron en el siguiente orden: Ea-F2> Ea-F6
>Ea-F3> Ea- F5> Ea-F4> Ea- F1 para E. arborea; y Mp-F8> Mp-F12 >Mp-
F11>Mp-F7, Mp-F9, Mp-F10 para M. pyrifera. En ambos casos, las fracciones de
CH.CI,: EtOH (8:2), correspondientes a Ea-F2 y Mp-F8, presentaron los

contenidos fendlicos mas altos.

7.3.1 Actividad citotdoxica

Para determinar el potencial efecto toxico de las fracciones de las macroalgas,
diferentes concentraciones (20-1280 ug mL™) fueron aplicadas sobre un modelo
de la linea celular L9S29 durante 24 h, y luego se analiz6 la viabilidad celular
mediante el ensayo MTT.

Ninguna de las fracciones de E. arborea mostraron ser toxicas bajo las
concentraciones evaluadas, incluso a la concentracién mas alta de 1280 pg mL™
(Fig. 8 A). La reduccion de MTT varioé entre 86 y 111% en comparacion con el
control, lo que indica que las células eran metabdlicamente activas. Para M.
pyrifera, la reducciéon de MTT por las fracciones vari6 entre 79 y 113% en
comparacion con el grupo control. En la figura 8B, se observa que las fracciones
Mp-F7, Mp-F8 y Mp-F9 con la concentracion mas alta (1280 ug mL™) dieron como

resultado una reduccion de la viabilidad celular cercana al 20%. Los cambios
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morfoldgicos indicaron que probablemente se inicid un proceso de apoptosis en
las células tratadas con Mp- F9 a 1280 ug mL™ en comparacién con las células
control (Fig. 9). No se encontré una correlacion significativa entre el CPT vy la

actividad citotoxica de las fracciones de E. arborea y M. pyrifera (r =-0.218).
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Figura 8. Efecto de las diferentes fracciones de (A) E. arborea Ea-F1 (CH.Cl,),
Ea-F2 CH,Cl, :EtOH (8:2), Ea-F3 CH,Cl, :EtOH (1:1), Ea- F4 CH.Cl, :EtOH (2:8),
Ea-F5 EtOH, Ea-F6 EtOH-H,O (1:1); and (b) M. pyrifera Mp-F7 (CH,Cl,), Mp-F8
CH,Cl, :EtOH (8:2), Mp-F9 CH,Cl, :EtOH (1:1), Mp-F10 CH,Cl, :EtOH (2:8), Mp-
F11 EtOH, Mp-F12 EtOH-H,O (1:1) a diferentes concentraciones aplicadas a la
linea celular L9S29. Las células fueron tratadas durante 24h.
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Figura 9. Efecto de la fraccion Mp-F9 de M. pyrifera en la linea celular de
fibroblastos L929. 1) Grupo control, 2) concentracién de 320 ug mL?, 3)
concentracion de 1280 pg mL™. 100x de magnificacion.



38

7.3.2 Actividad antioxidante

Los resultados obtenidos con el empleo de tres metodologias diferentes se
presentan en la Tabla 3. En general, todas las fracciones de E. arborea (Ea-F1-
Ea-F6) y M. pyrifera con excepcion de las fracciones Mp-F4, Mp-F9 y Mp- F10
mostraron capacidad captadora del radical DPPH°. La actividad de DPPH° se
expresd como EC50 definida como la concentracién necesaria de la fraccion para
poder reducir el 50% del radical DPPH. Las fracciones de E. arborea mostraron
una mayor capacidad captadora del radical en comparacion con M. pyrifera (p<
0.05). Con un patrén similar a lo obtenido en el CPT, se observé una mayor
capacidad de eliminacion de DPPH en las fracciones extraidas con CH,Cl,: EtOH
(8:2). La fraccion Ea-F2 de E. arborea tuvo la mayor capacidad captadora del
radical DPPH° (p <0.05) con un valor EC 50 de 0.07 mg mL™ mientras que la
fraccion Mp- F7 de M. pyrifera tuvo la menor capacidad de eliminacion con un
valor EC 50 de 0.37mg mL™. La fraccion Ea-F2 de E. arborea demostré el mayor
porcentaje de inhibicion del radical (72.7% a 400 pug mL™) entre las fracciones de
ambas especies de macroalgas con una actividad de dosis-dependiente tipica. La
capacidad captadora de esta fracciéon a una concentraciéon de 400 mg mL™ fue

similar al BHT utilizado como control positivo.

Los valores de TEAC de las fracciones se muestran en la tabla 3. Todas las
fracciones presentaron una actividad dosis-dependiente. Las fracciones de E.
arborea mostraron una mayor capacidad de inhibicibn del radical ABTS en
comparacién con M. pyrifera (p < 0.05). Como el TEAC es una medida de la
actividad antioxidante efectiva de la fraccidn, un valor de TEAC méas alto implicaria
una mayor actividad antioxidante. Los valores maximos se observaron a la
concentracion de 400 ug mL™. Los valores mas altos de TEAC corresponden a la

fraccion Ea- F3 de E. arborea con un valor de 1,9 + 0,13 mM Trolox mg™.

Finalmente, los valores de FRAP difirieron significativamente entre ambas

especies. Las fracciones de E. arborea exhibieron valores de FRAP mas altos que
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las fracciones de M. pyrifera (p <0, 05). El valor maximo (p <0.05) se observo en la
Ea-F2 de E. arborea (42.3 + 1.7 mM eq. FeS04 g*).

Se hicieron correlaciones entre los diferentes ensayos y el TPC para tener una
idea del mecanismo de accién de los antioxidantes presentes en las fracciones
analizadas. Se encontraron correlaciones positivas entre las actividades de TPC y
DPPH (r = 0.691, p <0.05) o FRAP (r = 0.990, p <0 .05) en las fracciones

analizadas (Fig. 8) No se observé ninguna correlacion entre TPC y TEAC.
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Tabla Ill. Contenido fendlico total (TPC), ensayo 1,1-Dyphenil-2-picryl-hidrazyl (DPPH IC50), capacidad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC), ensayo del potencial antioxidante reductor férrico (FRAP) de las fracciones de E.

arborea y M. pyrifera.

Especie Fraccion TPC DPPH ICsg TEAC FRAP

(ug PE g (mgmL?Y)  (mM Trolox mg?) (mM eq. FeSO4 g*})

Eisenia arborea Ea-F1 19.69+75 ' 0.26+0.022 1.6+0.08 @ 10.8+0.6 2
Eisenia arborea Ea-F2  933.7+12052 0.07+0.01° 1.7+0.022 42.3+1.7°
Eisenia arborea Ea-F3  462.6+26.3 © 0.23+0.01° 1.9+0.13° 16.5+0.4 ¢
Eisenia arborea Ea-F4  181.9 +15.1°¢ - 0.5+0.07 © 9.9+0.32
Eisenia arborea Ea-F5 252.1+65.7%° 0.2240.02° 0.9+0.08 ¢ 14.4+0.8
Eisenia arborea Ea-F6 508.7 +46.2 ¢ 0.15+0.01° 1.0+0.08 ¢ 15.6+1.3°¢
Macrocystis pyrifera  Mp-F7 15.31+ 0.00® 0.37+0.02 1.4+0.25 @ 8.6+0.2 2
Macrocystis pyrifera  Mp-F8 129.34 +7.59% 0.31C0.02° 0.6+0.12°¢ 9.5+0.1 2
Macrocystis pyrifera  Mp-F9 15.31+ 2.17° - 1.4+0.16 ¢ 8.4+0.2%°¢
Macrocystis pyrifera  Mp-F10 ~ 15.31+13.1 ° - 0.5+0.17"¢ 7.4+0.7°¢
Macrocystis pyrifera  Mp-F11 ~ 76.71+20.0° 0.34+0.00 " 0.4+0.09"¢ 9.4+0.8 2
Macrocystis pyrifera  Mp-F12 ~ 94.25+34.8%¢ 0.28+0.02 " 0.2+0.04 ¢ 9.0+0.4 2

BHT* 0.08+0.06 2.5£0.12




41

40 r=0.691

30 1 1 1
0 500 1000

Contenido Polifendlico Total (ug PE g de extracto)

Porcentaje de inhibicién de DPPH° (%)

504

40~

304

valores FRAP (mM eq. FeS04 g?)

204
r=0.890
10
0 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

Contenido Polifendlico Total (ug PE g de extracto)

Figura 10. Correlacion entre porcentaje de inhibicion de DPPH° y TCP (A) y
correlacion entre TPC y ensayo FRAP (B) en las fracciones de E. arborea y M.
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7.3.3 Actividad antiinflamatoria

Se cuantifico la produccion de 6xido nitrico (NO) mediante la prueba de Griess, la
cual determina las concentraciones de NO en forma de nitritos a partir del
estandar de referencia NaNO.. La fraccion Ea-F1 generd una sobreproduccion de
NO en todas las concentraciones evaluadas en comparacion con los controles
(p<0.05). Mientras que las fracciones Ea-F4, Ea-F6, Mp-F8-Mp-F12 disminuyeron
las produccion de NO o tuvieron un efecto similar al observado por la
dexametasona (Fig. 11).

Se determino la expresion relativa de iINOS, TNF-a e IL-10 en la linea celular RAW
264.7 estimulados con LPS. Las fracciones Ea-F6 y Mp-F12 incrementaron
significativamente la expresion de iINOS (p<0.05). La fraccion Mp-F9 incremento
la expresion de TNF-a significativamente (p<0.05). Finalmente, la fraccion Ea-F6
incrementd la expresion de IL-10 significativamente (p<0.05). No se encontraron

diferencias significativas en el resto de las fracciones (Fig. 12).
7.3.4 Actividad antibacteriana

La actividad biolégica de las fracciones pertenecientes a E. arborea y M. pyrifera
aparecen en la tabla IV, asi como las MIC obtenidas para cada cepa. Las
fracciones de E. arborea mostraron mayor actividad en comparacion con las
fracciones de M. pyrifera. De las 11 fracciones probadas, 8 mostraron algun efecto
sobre las cepas de Mycobacterium, de las cuales las fracciones Ea-F2 y Ea-F6

resultaron las mas activas.

La CMI de Ea-F2 para el género Mycobacterium fue de 1.56 pg mL™, de
manera similar la CMI de Ea-F6 para M. avium spp paratubeculosis fue de 1.56
ng mL™?, mientras que para el resto de la cepas la MIC fue de 37.6 pg mL™. En el

caso de Mp-F12 la MIC fue 1.56 pg mL™* para el género Mycobacterium, excepto
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para la cepa de M. bovis con la cual se obtuvo una MIC de 25 pg mL™. Ninguna

de las fracciones fue activa contra A. baumannii



Tabla IV. Actividad antimicrobiana de las diferentes fracciones de E. arborea y M. pyrifera.

Concentracién minima inhibitoria (MIC) pg mL™
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E. arborea M. pyrifera
Microorganismo

Patégeno Ea-F1 Ea-F2 Ea-F3 Ea-F4 Ea-F6 Mp-F7 Mp-F8 Mp-F9 Mp-F10 Mp-F11 Mp-F12
Acinetobacter baumannii (144a) . . . . . . . . - -
Mycobacterium avium spp . 156 L 156 L . L . 1.56
paratuberculosis
Mycobacterium avium spp . L . L . L L . L . .
paratuberculosis (V23)
Mycobacterium tuberculosis 156 156 25 375 L . L . .
(H37Rv)
Mycobacterium tuberculosis 1.56 1.56 25 375 156 156 156 _ 1.56
(fenotipo Beijing) 156 156 25 375 156 156 156 _ 1.56
Mycobacterium canneti (96) 156 156 25 376 156 156 1.56 25

Mycobacterium bovis (303)

Notas:__ Inactivo
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en

macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS en la expresion de: A) iNOS; B)

TNF-a; C) IL-10 normalizados por un gen de referencia (GAPDH).
* indica diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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7.3.5 Caracterizacion parcial de las fracciones polifendlicas de E.
arborea y M. pyrifera.

De acuerdo a los resultados las fracciones con mejor actividad biolégica (Ea-F2,
Ea-F6, Mp-F8 y Mp-F12) fueron analizados con el fin de elucidar los posibles
grupos funcionales utilizando IR y UPLC-ESI-QTOF- MS. Las fracciones Ea-F2 y
Mp-F8, Ea-F6 y Mp-F12 mostraron patrones de espectros similares (Fig. 13). Los
espectros sugirieron la presencia de compuestos aromaticos, acidos organicos y

compuestos alifaticos.

En el caso de los compuestos aromaticos, una banda ancha a ~ 3300 cm™
pertenece a la vibracion de estiramiento del grupo hidroxilo (-OH) (Fig. 13). La
presencia de bandas a 2921 y 2851 cm™ en E. arborea, asi como 2923 y 2852 cm’
L en M. pyrifera corresponden a los tramos de enlace CH, que ocurren entre 2970-
2800 cm™, y son casi indicativos de estructuras alifaticas y/o aromaticas
(Meenakshi et al., 2012). Las vibraciones de estiramiento C-H de al menos un
fragmento alifatico se confirman por la presencia de la banda a 1378 cm™;
mientras que la presencia de cuatro o mas grupos CH; en la cadena produce una
banda distinta cerca de 720 cm™, y se observo en Ea-F2 de E. arborea. En el caso
de compuestos aromaticos, el anillo C = C-C estiramiento y vibraciones de flexion
son tipicos por la presencia de bandas entre 1680-1479 cm™ (Lim et al., 2002).
Por otro lado, una banda a 1731 cm™ sugiere la presencia de grupo carbonilo (C =
O) en Mp-F8 de M. pyrifera (Fig. 13C). Como se menciond anteriormente, este
espectro también incluye un pico ancho centrado a ~ 3000 cm™. Los picos de
estiramiento O-H se amplian mediante enlaces de hidrégeno, la porcién O-H del
grupo funcional COOH podria estar superponiéndose. La presencia de bandas
entre 1100 y 1300 cm™ en todas las fracciones analizadas sugiere la presencia de

enlace tipo éter o éster aromatico, enlaces caracteristicos de los phlorotaninos.
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La figura 14 muestra los cromatogramas de las fracciones Ea-F2, Ea-F6 y Mp-F12
utilizando un UPLC-ESI-QTOF-MS. Un total de 11 compuestos fueron detectados
en las tres fracciones, los cuales fueron identificados basados en sus tiempos de
retencion, patrones de fragmentacion y combinado con la literatura reportada. El
resto de los picos no fueron identificados. En la fraccion Ea-F6 se detectaron el

mayor nimero de compuestos.

El compuesto 1 encontrado en Ea-F2 corresponde tentativamente al eckol con una
sefial a m/z 373 [M+1]". Para el compuesto 2 se encontrd una sefial a m/z 743
[M+1]", el cual corresponde tentativamente a dieckol. Este presenta un patrén de
fragmentacién con pérdida de una molécula de agua (-18 m/z 725). El compuesto
3y 8 en Ea-F6 y Mp-F12 con una sefial a m/z 603 [M+1]", corresponde

tentativamente a phlorofucofuroeckol (Tabla V).

El estudio MS permiti6 la identificacion aparente de dos is6meros, los compuestos
4 y 5 en la fraccion de E. arborea Ea-F6 con una sefial a m/z 497 [M+1]" Se
considera que estan conformados por cuatro unidades de phloroglucinol y fueron
identificados tentativamente como isémeros de phloroeckol. EI compuesto 6 se
encontré a una sefial de m/z 745.06 [M+1]" que corresponde tentativamente a un
fucophloroethol phlorotanino con seis unidades de phloroglucinol. El compuesto 7
con una sefial a m/z 743.08 [M+1]" corresponde a dieckol. Moléculas de tipo
phlorofucofuroeckol fueron detectadas en Ea-F6 y Mp-F12 correspondiendo a los
compuestos 8 y 10 con una sefial a m/z 603 [M+1]". El compuesto 9 y 11 con una
sefial a 1097 [M+1]" y 1020 [M+1]" podrian corresponder a moléculas de tipo

fucophloroethol, phloroethol o fucols (Tabla V).
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Tabla V. Ultra-cromatografia liquida conjunta a espectrometria de masas de ionizacion/cuadrupolo-tiempo de vuelo
(UPLC-ESI-Q-TOF-MS). Caracterizaciéon parcial de los phlorotaninos presentes en las fracciones Ea-F2, Ea-F6 y Mp

F-6.

No. pico RT (min) ESI Mass (m/z) GP* MS/MS ions (m/z) Compuesto
1 14.4 +) 373 [M+1]" Eckol
2 19.48 (+) 743.08[M+1]" 6 725, 715, 701, 685, 633, 600 Dieckol
3 21.85 (+) 603 [M+1]" 3 559, 482, 464 Phlorofucofuroeckol
4 15.06 (+) 497.06 [M+1]" 5 481, 463, 355, 338, 231 Phloroeckol
5 16.37 (+) 497.10 [M+1] Phloroeckol
6 17.46 (+) 745.06 [M+1] Fucophloroethol
7 19.82 (+) 743.08[M+1]" 6 725, 715, 701, 685, 633, 600 Dieckol
8 21.78 (+) 603 [M+1]" 3 559, 482, 464 Phlorofucofuroeckol
9 27.07 (+) 1097 [M+1] Phloroethol o fucols
10 21.81 (+) 603 [M+1]" 3 559, 482, 464 Phlorofucofuroeckol
11 27.94 (+) 1020 [M+1]" Phloroethol o fucols

Notas: ‘GP la abreviacion de grado de polimerizacion
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8. DISCUSION

Las algas marinas son una rica fuente de metabolitos, incluidos ésteres,
pigmentos y polifenoles (Fernando et al., 2016). Dentro de las actividades
biolégicas documentadas en las algas, la actividad antioxidante resulta de
importancia debido a la capacidad de neutralizar especies reactivas de oxigeno
(EROS), el poder reductor y capacidad de quelaciéon de algunos metales que
pueden iniciar procesos oxidativos dentro de un organismo (Andrade et al., 2013;
Maharana et al., 2015).

Los ensayos de DPPH, NO y la capacidad reductora medida a través del ensayo
de FRAP fueron analizados en 17 extractos etanolicos. Los extractos de
macroalgas pardas presentaron la mayor actividad antioxidante. Resultados
similares han sido observados por Kelman et al. (2012), Mhadhebi et al. (2014) y
Wang et al. (2009). Las algas pardas Eisenia arborea, Padina concrecens y
Cystoseira osmundacea, demostraron mayor actividad antioxidante en
comparacion con el resto de las macroalgas analizadas. La actividad antioxidante
de estas tres algas fue superior o similar al BHT, antioxidante comercial utilizado
en la industria (Lim et al., 2002; Zubia et al., 2009). La actividad antioxidante de E.
arborea en esta area fue similar a los resultados reportados en esta misma
especie encontrada en las costas de Portugal (Raja et al., 2015). Por lo tanto, los
resultados obtenidos sugieren el potencial uso biotecnolégico de las algas cafés
como antioxidantes en varias industrias. Mas aun por el hecho de que es un
recurso abudante, ya que estas especies crecen extensamente a lo largo de la
costa de la Peninsula de Baja California como resultado de su alta tasa
reproductiva.

El ensayo FRAP se basa en la capacidad del extracto para reducir el hierro férrico
(1) a hierro ferroso (Il) en una reaccion de tipo redox que implica una sola
transferencia de electrones. Los phlorotaninos, compuestos fendlicos exclusivos

de las algas pardas son potentes quelantes responsables de la capacidad de
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concentrar metales pesados en Turbinaria conoides (Devi et al., 2011), Dictyota
dichotoma (Parthiban et al.,, 2013), Eisenia bicyclis (Machu et al., 2015),
Cystoseira tamariscifolia (Custo'dio et al., 2016), entre otros (Maharana et al.,
2015; Vizetto- Duarte et al., 2016). En nuestro estudio, E. arborea, P. concrecens,
y C. osmundacea presentaron los valores mas altos, similares a los reportados por
Kelman et al. (2012) para Turbinaria ornata (10.27 y 7.50 pM FeSO4 pg™). Otros
estudios han demostrado que los extractos de Sargassum tienen una alta
actividad antioxidante (Lim et al., 2002; Yangthong et al., 2009); sin embargo, en
nuestro ensayos la actividad fue muy baja. Safari et al. (2015) ha atribuido esta
diferencia en la actividad antioxidante a factores tales como temporada de
recoleccion, preparacion del extracto, entre otros factores. En México, Sargassum
es particularmente abundante a lo largo de la costa de la Peninsula de Baja
California, donde se estima que 183,000 t por afio son cosechadas (Casas-Valdez
et al., 2006). Por lo tanto, sus posibles actividades bioldgicas requieren mayor

investigacion.

El 6xido nitrico (NO) juega un papel importante en la respuesta a procesos
inflamatorios. Sin embargo puede llegar a ser toxico si éste llega a reaccionar con
alguna especie reactiva de oxigeno ya que puede dar lugar a la formacion de
peroxinitritos, que pueden dafiar biomoléculas estructurales e interrumpir
procesos biologicos (Soufli et al., 2016). El ensayo de Oxido nitrico in vitro se
genera cuando el nitroprusiato de sodio reacciona con el oxigeno para formar
nitritos. Nueve extractos fueron capaces de neutralizar este radical generado.
Estos resultados sugieren que los extractos de estas macroalgas podrian ser
Gtiles controlando la inflamacion, debido al potente mediador que es NO en
procesos asociados a respuestas inflamatorias (Soufli et al.,, 2016). Algunas
especies de Cystoseira y E. arborea han demostrado ser una promesa para tratar
la inflamacion (Lopes et al., 2012; Mhadhebi et al., 2014). Similar a nuestros

resultados, los extractos etandlicos de Codium tomentosum, Plocamium
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cartilagineum y de Fucus spiralis son capaces de neutralizar la formacion del
radical (Andrade et al., 2013; Valentao et al., 2010).

Los compuestos de polifendlicos son antioxidantes naturales que se encuentran
en las plantas y vegetales. Dentro de este grupo se han anexado a los
phlorotaninos los cuales son compuestos polifendlicos formados por oligdmeros y
polimeros de phloroglucinol (1, 3, 5-trihidroxibenceno) sintetizados exclusivamente
en las algas y con una importante actividad biolégica. Al evaluar el contenido
polifendlico de los extractos encontramos resultados similares al estudio realizado
por Yangthong et al. (2009) que reportan diferencias significativas en el contenido
fendlico total entre los tres grupos de macroalgas (pardas, rojas y verdes).
Nuestros resultados revelaron que el contenido de polifenoles es superior en las
algas pardas en comparacién con las algas rojas y verdes como anteriormente ha
sido reportado (Matanjun et al., 2008; Wang et al., 2009). Otros estudios han
revelado que los contenidos polifendlicos en las macrolagas pardas presentan
extraordinaria actividad antioxidante, lo que sugiere que un contenido fendlico

total mas alto puede dar como resultado una mayor capacidad antioxidante.

El contenido polifendlico de las macroalgas E. arborea, P. concrecens, y C.
osmundacea podria en parte explicar la actividad antioxidante observada ya que
los compuestos polifendlicos presentan propiedades reductoras, que contribuyen
a la neutralizacion de radicales libres (Fernando et al., 2016). Aunque la
macroalga roja Acanthophora spicifera mostré6 un bajo contenido fendlico, su
extracto presentd una actividad antioxidante significante. Esto probablemente se
deba a que esta especie pertenece a la familia Rhodomelaceae, la cual se
caracteriza por ser rica en bromofenoles, compartiendo uno o varios anillos de
benceno, donde los grupos hidroxilo son sustituidos por un grupo bromo con

actividades antioxidantes potentes (Chakraborty et al., 2015; Liu et al., 2011).

Otros compuestos abundantes distribuidos en A. spicifera son polisacaridos

sulfatados tales como agaran, que posiblemente fueron extraidos conjuntamente y
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también podrian ser responsables de la actividad antioxidante (Ganesan et al.,
2008). Notablemente, estudios demuestran que existe una relacion directa entre la
actividad antioxidante y el contenido fendlico total en plantas y algas (Machu et al.,
2015; Raja et al., 2015). En nuestro estudio encontramos una correlacion positiva
entre el contenido fendlico y la capacidad de captacién en varias especies, similar
a los extractos de Sargassum sp (Yangthong et al., 2009), Caulerpa sedoides
(Mhadhebi et al., 2014) y E. arborea (Raja et al., 2015), entre otros (Osuna-Ruiz et
al., 2016). Por lo tanto, los resultados obtenidos del presente estudio sugieren que
la actividad antioxidante puede deberse a la presencia de compuestos fendlicos
polares presentes en los extractos de las macroalgas.

De acuerdo a los resultados y la disponibilidad del recurso E. arborea y M. pyrifera
fueron seleccionadas para realizar la extraccion y fraccionamiento de dichos
extractos con la intencién de obtener fracciones enriguecidas con phlorotaninos y
nuevamente probar su actividad biolégica. La parte de actividad antioxidante fue
evaluada con tres ensayos diferentes dadas las caracteristicas y diferencias en

los mecanismos de reaccion (Ciz et al., 2010; Shahidi y Zhong, 2015).

En general, todas las fracciones presentaron actividad biolégica en mayor o menor
medida. De acuerdo a nuestros resultados, los disolventes utilizados para el
fraccionamiento influyeron en la composicibn quimica de cada una de las
fracciones obtenidas (Tierney et al., 2013; Wang et al., 2012). De manera similar
a los extractos, las fracciones con mayor CPT tuvieron mayor actividad
antioxidante. Sin embargo, las fracciones de E. arborea presentaron mayor
actividad en comparacion con M. pyrifera. En este sentido, Wang et al. (2012) y
Tierney et al. (2013) reportan una actividad antioxidante similar en extractos
fraccionados de las algas pardas A. nodosum, F. spiralis y F. vesiculosus.
Ademas, muchos estudios han demostrado que la actividad antioxidante entre
especies de macroalgas puede diferir (Kuda et al., 2007; O'Sullivan et al., 2011;
Rajauria et al., 2010;). De acuerdo con Li et al. (2009), el grado de polimerizacion

en phlorotaninos y la presencia de polimeros de phloroglucinol ligados a éter
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juegan un papel critico en la capacidad y efectividad en la eliminacion de radicales
libres. De acuerdo con nuestros resultados, la actividad antioxidante de las
fracciones Ea-F2 y Ea-F6 de E. arborea fue comparable al BHT (Lim et al., 2002;
Kindleysides et al., 2012). Estas diferencias en parte pueden ser explicadas por
las posibles caracteristicas estructurales de los phlorotaninos presentes en cada
una de las fracciones que son dependientes del disolvente utilizado para la
extraccion. Asi, fracciones con phlorotaninos con un mayor nimero de enlaces C-
C en conjunto con un patron de enlaces menos ramificados exhibiria propiedades
mas polares; mientras que los phlorotaninos con un mayor nimero de enlaces
tipo éster y ramificados entre cada uno de los mondmeros mostrarian

caracteristicas menos polares (Tierney et al., 2013).

Para determinar la potencial toxicidad de las fracciones estudiadas, la linea celular
L9S29 se incub6 a una concentracién creciente (20 a 1280 pyg mL™) de cada
fraccion durante 24 h, y luego se analizo la viabilidad celular mediante el ensayo
MTT. Este ensayo se usa ampliamente para determinar el potencial citotéxico de
farmacos en lineas celulares o células primarias de pacientes. La mayoria de los
estudios citotéxicos de nuevos farmacos de origen natural se realizan en lineas
celulares para garantizar la inocuidad de éstos (Khanavi et al., 2010; Vizetto-
Duarte, et al., 2016; Yoon et al., 2012). Las fracciones de E. arborea no resultaron
ser toxicas bajo ninguna de las concentraciones evaluadas, incluso a la
concentracion mas alta de 1280 pg mL™. En algunos casos, la viabilidad
incrementd, lo que indica que las células eran metabdlicamente activas. Estos
hallazgos son relevantes para el posible uso de fracciones de E. arborea como
posibles agentes terapéuticos naturales, ya que no son citotoxicos en los sistemas
de células normales. Otros estudios han evaluado extractos y compuestos de
macroalgas pardas. Por ejemplo, extractos de Himantothallus grandifoliu asi como
fracciones y compuestos purificados de Ecklonia sp. no han mostrado efectos
citotoxicos en macréfagos (células THP-1), ni en fibroblastos de pulmén fetal
humano (MRC-5), ni en células de rifibn embrionario humano (Hek-293) (
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Gambato et al., 2014; Li et al., 2009; Yoon et al., 2012; Yotsu-Yamashita et al.,
2013).

Para M. pyrifera, la reduccion de MTT por las fracciones varié entre 79 y 113% en
comparacion con el control. Curiosamente, las fracciones Mp-F7, Mp-F8 y Mp-F9
en la concentracion mas alta (1280 ug ml-1) dieron como resultado una ligera
reduccion de la viabilidad celular cercana al 20%. Los cambios morfologicos
indicaron que probablemente se inicid un proceso de apoptosis en las células
tratadas con Mp-F9 a 1280 pyg mL™ en comparacioén con las células control (Fig.
4). La reduccion de mas del 30% de la viabilidad celular se puede considerar como
un efecto citotoxico potencial de acuerdo con ISO 10993-5 (ISO, 2009). Los
porcentajes de viabilidad celular en este estudio indican que estas especies de
algas marinas se pueden considerar seguras. Sin embargo, se necesitan mas

evaluaciones especialmente para M. pyrifera.

Realmente son pocos los trabajos que se han enfocado a evaluar la actividad
antimicobacteriana a partir de extractos de algas café o compuestos aislados de
éstos, ya que la mayoria se ha realizado con extractos de organismos de origen
terrestre (Aro et al., 2015; Gonzalez del Val et al., 2001; Nguta et al., 2015). En un
estudio realizado en costas britanicas, de 21 extractos de algas pardas evaluadas
contra M. tuberculosis, solamente Bifurcaria bifurcata fue capaz de actuar como

bactericida con una MIC de 64 pg mL™ (Spavieri et al., 2010).

Las diferencias de la composicion en la pared celular entre las bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas pueden explicar en parte los resultados de la actividad
antibacteriana obtenidos en este trabajo. Las bacterias Gram negativas como A.
baudanni estan rodeadas por una membrana externa con un alto contenido de
lipopolisacaridos (Ghannam et al., 2013; Lopes et al.,, 2012). Esta membrana,
ademas de otros mecanismos como las mutaciones, confiere a las bacterias la
capacidad de resistir a varios antibidticos e incluso a los productos naturales. Una
baja o nula actividad antimicrobiana de extractos ricos en phlorotaninos frente a

cepas Gram negativas ha sido reportada por autores como Nayagama et al.
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(2002) y Lopes et al. (2012). De acuerdo a la literatura, se considera que valores
de MIC menores a 100 pg mL™ para extractos y 10 pg mL™ para compuestos
aislados pueden ser considerados como activos (Kuete, 2010; Sanchez vy
Kouznetsov, 2010). En los ensayos contra cepas del género Mycobacterium las
fracciones mostraron una interesante actividad de entre 1.26 y 37.5 pg mL™.
Mufioz-Ochoa et al. (2010) reporté una MIC de 6.25 upg mL* frente a M.
tuberculosis para un extracto de Sargassum horridum obtenido en esta zona. Si
bien no se ha establecido el mecanismo de accién, se ha postulado que la accion
microbicida se debe en parte a la alteracién en la permeabilidad de la pared
celular, donde los grupos —OH de los compuestos polifendlicos forman puentes de
hidrogeno con las proteinas de las superficies de la pared dando lugar a la
pérdida de la integridad celular y eventual muerte (Eom et al., 2012; Ghannam et
al., 2013; Pérez et al., 2016). Nagayama et al. (2002) y Jae-Suk et al. (2014)
reportan al dieckol, bieckol y phlorofucofuroeckol-A como responsables de la
actividad antimicrobiana observada frente a Campylobacter spp., Campylobacter
jejuni, Vibrio parahaemolyticus, S. aureus y Propionibacterium acnes.

Por otro lado, la inflamacién es una respuesta inmunolégica que consiste en una
cascada de sefales regulada por una serie de mediadores proinflamatorios como
citocinas, moléculas de adhesion, enzimas y otros (Ashley et al., 2012). Entre
estos destaca TNF- a cuya funcién principal es la activacion del factor de
transcripcion nuclear-K@B, responsable de la transcripcion de varios genes que
codifican para otros mediadores pro-inflamatorios tales como las interleucinas y la
INOS (Lopes et al., 2012). Durante la respuesta inflamatoria, la expresion de iINOS
en macroéfagos da lugar a la producciéon de NO, por lo cual moléculas inhibidoras
de NO son relevantes para la prevencion de enfermedades inflamatorias. Ha sido
bien establecido que la sobreproduccion de citocinas pro-inflamatorias, incluidas
TNF- a, tienen un importante rol en la patogénesis de varias enfermedades que
cursan procesos inflamatorios tales como artritis reumatoide, Alzheimer y

Parkinson, por lo que compuestos con estas propiedades inhibitorias podrian ser
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utilizados como una estrategia efectiva para reducir estos mediadores y ser
considerados como agentes antiinflamatorios (Ashley et al., 2012; Evans et al.,
2006; Lopes et al., 2012).

Estudios previos han demostrado la accién antiinflamatoria de 8,8'.bieckol,
phloroglucinol,  eckol, dieckol, 7-phloroeckol, phlorofucofuroeckol-A vy
dioxinodehydroeckol a través de inhibir la expresién génica de INOS, COX2 y
TNF- a (Joon-Ho et al.,2014; Jung et al., 2013; Yang et al., 2014). En este estudio
la fraccion Ea-F6 (conteniendo phloroeckol, dieckol, fucophloroethol 'y
phlorofucofuroeckol) redujo la expresion los genes que codifican para INOS y TNF-
a. Incluso la fraccion Ea-F6 fue la Unica que incremento la expresion de IL-10 en
las células estimuladas con LPS. Esto resulta de gran interés, ya que esta
citocina es capaz de reprimir la expresion de varias citocinas pro-inflamatorias,
regulando la respuesta inmune en procesos infecciosos o0 desoérdenes
inflamatorios, evitando que sean patoldgicas. Las propiedades observadas en esta
fraccibn y sus componentes sugiere que su mecanismo de accion podria estar
siendo no solo ejercida sobre NF-KB, sino también mediante la inhibicion y/o
eliminacién efectiva de EROS. Por lo tanto la fraccion Ea-F6 podria tener un
potencial valor terapéutico contra afecciones inflamatorias. Por otra parte, la
moderada citotoxicidad y la sobreexpresion del gen TNF-a en los ensayos
tratados con Mp-F9 podrian sugerir que los compuestos polifenélicos en esta
fraccion son los responsables de la actividad citotoxica, por lo cual seria necesario

analizar la composicion quimica de esta fraccion.

Es importante sefialar que la composicion cualitativa de las fracciones esta
jugando un papel importante en la actividad diferencial observada. En este
sentido, se ha reportado previamente que en especies con contenidos similares
de CPT, o incluso inferiores, poseen mayor actividad que podria asociarse a la
composicién quimica (Cérantola et al., 2006; Glombitza et al., 1975; Lopes et al.,
2012). La complejidad en la identificacion de los phlorotaninos en los cuales se

incluye los fucoles, phlorethols, fucophlorethols, fuhalols y eckoles puede ser
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atribuida no solo al tipo de enlace estructural resultado de un proceso de
polimerizacién, sino también de las modificaciones y la presencia de grupos
hidroxilo. Asi, los isémeros de phloroeckol (compuestos 3y 4) con el mismo ion
molecular estarian variando por la posicion del enlace entre carbonos. La
presencia de los isomeros 2-phloroeckol y 7-phloroeckol han sido identificados en
Ecklonia maxima, Ecklonia cava y Ascophyllum nodosum (Ferreres et al., 2012;
Mwangi et al., 2017; Yoon et al., 2009;). Adicionalmente, varias especies de la
familia Lessoniaceae contienen componentes potencialmente utilizables para el
area médica por su actividad antiinflamatoria y antioxidante, en donde los
phlorotaninos parecen ser responsables de estas propiedades. Diversas especies
han sido sujeto de estudio que ha permitido la identificacion de varias estructuras
de phlorotaninos entre las que se incluyen eckol, dieckol, 8,8" dieckol, 6,6' bieckol,
8,8’ bieckol, phlorofucofuroeckol-A and B, fucofuroeckol-A, dioxinodehydroeckol, 2-
phloroeckol, 7-phloroeckol, fucodiphloroethol-G and triphloroethol (Ferreres et
al.,2012; Sugiura et al., 2006; Shibata et al.,2008). En este estudio, se encontré
compuestos de tipo eckol, dieckol, phloroeckol, phloroethol, fucol,
phlorofucofuroeckol y fucophloroethol. Por ello, es posible relacionar los resultados
obtenidos con la presencia y propiedades atribuidas a esos compuestos
indentificados en las fraccciones E. arborea y M. pyrifera. Lo anterior sienta una
base para profundizar sobre la purificacion de los compuestos mencionados y su

posible funcién biolégica indivudual o combinada.
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9. CONCLUSIONES

Todos los extractos de algas evaluadas en este estudio son fuente de
compuestos con potencial uso antioxidante, de los cuales los extractos de
macroalgas pardas presentaron mayor actividad antioxidante y contenido
polifendlico.

El contenido fendlico total y las propiedades bioactivas varia entre las fracciones y
las especies de macroalgas, siendo mayor en E. arborea en comparacion con M.

pyrifera

Todas las fracciones de E. arborea y M. pyrifera analizadas son indcuas (no

citotdxicas) a las concentraciones evaluadas.

Las fraccion mas polar de E. arborea Ea-F6 mostré6 mayor actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antimicrobiana, y por lo tanto esta fraccion es la mas

prometedora para realizar estudios enfocados a retos de infeccion in vivo.

El analisis con el UPLC-ESI-Q-TOF-MS revel6 la presencia de 6 compuestos en
la fraccion Ea-F6 de clase: phloroeckol, dieckol, fucophloroethol vy
phlorofucofuroeckol; y por lo tanto, la purificacion y confirmacion de la estructura
de estos compuestos a través de RMN es imperativa para el entendimiento de los

mecanismos de accién observados en este trabajo.
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